©

Centro de Investigacion y Asistencia en Tecnologia y
CIATEJ Disefio del Estado de Jalisco, A.C.

“Exploracién de las interacciones fisicoquimicas de los flavonoides-matriz
en un producto de lima (Citrus limetta) y/o naranja agria (Citrus
aurantium) y su efecto en las propiedades hipoglucemiantes e
hipocolesterolémicas en modelo animal”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRO EN CIENCIAS Y TECNOLOGIA
EN LA ESPECIALIDAD DE

PROCESOS AGROINDUSTRIALES

PRESENTA
L.N. NANCY ABRIL ESTRADA SIERRA

:,DD
O

#2000

o o

GUADALAJARA, JAL. JUNIO 2015

&)

5 i
A |

_E.;:_IL.LH.'
= O

Hi0

O

i3
4 i
.,'E."'n 'I,"':!I



1. Agradecimientos
A Dios y a mi familia por estar siempre a mi lado y ser mi apoyo, a mi esposo porque sin
su empuje quizd me hubiera rendido antes de empezar, gracias a todos por entender mi
estrés cuando tenia mucho trabajo, por su paciencia cuando perdia los estribos y por

recordarme en esos momentos que este es mi suefio y lo que me apasiona hacer.

A la Doctora Socorro Villanueva por tener fe en mi y ser la mejor guia que he tenido, sin su

paciencia, consejo Yy orientacion no seria lo que soy hoy en dia.

A CIATEJ y PICYT por el apoyo institucional brindado y a CONACYT por brindarme una
beca que me permiti6 dedicar el 100% de mi tiempo a realizar este proyecto.

A grupo industrial VIDA por proponer el tema central de esta tesis.

Al doctor Eduardo Padilla por su ayuda en la parte experimental y por estar ahi siempre

para atender mis dudas e inquietudes con la parte bioldgica.

A los doctores que me impartieron las materias durante el posgrado, en especial a Doctor

Jesus Cervantes por tener la paciencia de ensefiarme Matematicas.

A mis compafieros Sergio y Tofio que siempre tuvieron un consejo oportuno para mi y me
brindaron todo su apoyo, Hilda y Alexis por enfrentar esta aventura conmigo y siempre
estar dispuestas a ayudarme en lo que fuera, Sandra Bravo por su infinita ayuda con el
manejo del HPLC y a Gonzalo que siempre tuvo una palabra de aliento y mucha paciencia
para explicarme lo que no entendia sobre los nuevos conocimientos que estaba adquiriendo

en especial de matematicas.

“No hay nada como un reto para sacar lo mejor de un hombre” Sean Connery



2. Resumen

Debido al interés de las empresas por formular alimentos funcionales, es importante conocer el
comportamiento de los compuestos bioactivos dentro de un alimento industrializado, ya que las
interacciones quimicas o fisicoquimicas que podrian presentarse entre las sustancias bioactivas y los
componentes del alimento podrian afectar la disponibilidad de dichos compuestos y por tanto su
efecto benéfico, es por ello que este estudio esta orientado a evaluar las posibles interacciones entre
algunos flavonoides presentes en el jugo de citricos (Citrus limetta Riso y Citrus aurantium) y
algunos aditivos cominmente afiadidos al jugo para impartirles ciertas propiedades sensoriales o
estabilidad (pectina y B-ciclodextrina (B-CD)). Ademas se estudio el efecto del pH y de la
temperatura sobre dichas interacciones. Se evaluaron cambios en capacidad antirradical DPPH
(%l), flavonoides totales por AICI; (mg EQ/L) y la concentracion de flavonoides libres por
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) suponiendo cambios en las variables de respuesta,
serian el reflejo de la formacién o desaparicion de interaccion. Resultados: Los jugos frescos
presentaron el mayor %l del radical DPPH comparado con las soluciones modelo, no hubo
diferencias significativas al variar el pH y la temperatura tanto en el jugo de lima como en las
soluciones modelo, sin embargo, al pasteurizar (90°C 40s) el jugo de naranja agria hubo un
aumento significativo en el %l, el cual disminuye al agregar los polisacaridos, en comparacién con
el jugo fresco. La eriocitrina y la naringina en las soluciones formaron mayor interaccion con
pectina que con B-CD, tanto las pruebas de DPPH como con HPLC concuerdan con esta
afirmacion. Una disminucion en el %l y el contenido de flavonoides libres de las soluciones de
Hesperidina y Neohesperidina en mezcla con la 3-CD, parecen indicar una mayor interaccion con -
CD. Las pruebas biologicas mostraron que, el sistema modelo conteniendo algunos de los
flavonoides de lima, y en presencia de 3-CD tuvo un efecto hipoglucemiante e hipocolesterolémico
lo que sugiere que, en este caso, para obtener un efecto bioldgico es conveniente proteger a los
flavonoides, sin embargo, la solucion modelo neohesperidina/naringina con B-CD y sucralosa
tuvieron un menor efecto hipoglucemiante e hipocolesterolémico que la solucién que solo tiene -
CD. No hay diferencia significativa en el efecto hipoglucemiante e hipocolesterolémico entre los
jugos de lima. El jugo de naranja agria adicionado con B-CD y sucralosa tiene un efecto
hipocolesterolémico e hipoglucemiante significativamente mayor que el jugo fresco. La diferencia
con los resultados del sistema modelo refleja la importancia de realizar pruebas para conocer el rol
de cada ingrediente y su impacto sobre los factores que afectan la biodisponibilidad de los

compuestos antes de afirmar que un alimento es funcional.
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7. Antecedentes

Los alimentos industrializados son matrices complejas en las que las interacciones
moleculares entre sus ingredientes dictan las propiedades estructurales y sensoriales. Las
interacciones entre los ingredientes, algunas veces son deseables y ayudan a mejorar la
calidad de los productos, sin embargo, esto no siempre sucede y hay interacciones
indeseables que pueden disminuir la calidad tanto nutrimental como sensorial. ES muy
importante entender las interacciones entre los ingredientes de una matriz alimenticia para,
por un lado, optimizar el rendimiento de los ingredientes y por tanto producir un alimento
de buena calidad, y por otro lado, entender el comportamiento de los macro y
micronutrientes presentes en cada producto con el fin de dar respuesta veraz y cientifica al
creciente interés de la poblacion hacia alimentos que, ademas de satisfacer las necesidades
nutrimentales bésicas, contengan compuestos (bioactivos) que proporcionen beneficios para
la salud o reduzcan el riesgo de sufrir enfermedades, lo que, al mismo tiempo representa el

desarrollo de la industria de alimento funcionales.

Cada matriz alimenticia tiene caracteristicas diferentes, por tanto, sus interacciones deben
ser estudiadas meticulosamente. La lima dulce tiene un sabor muy aceptado por los
consumidores, el sabor es perfumado y no es acido, sin embargo, no hay productos a base
de lima en el mercado debido, en gran parte, a su sensibilidad a cualquier proceso clasico
de conservacion, en su mayoria basados en la reduccion del pH y el calentamiento a
temperaturas de pasteurizacion, en el caso de la lima, al ser sometido a estos parametros

pierde su olor y sabor caracteristicos (Villanueva, 2008).

Esta situacion parece limitar las alternativas de uso de dicho fruto y a su vez influye en la
falta de interés de fruticultores por producir lima dulce (SAGARPA, 2013), sin embargo, el
Grupo Industrial Vida propuso a CIATEJ en el 2008 un proyecto para la utilizacion integral
de la lima, interesados en promover su utilizacion y relanzar la produccion, basandose en la
elaboracion de productos industrializados que pudieran catalogarse como alimentos

funcionales.



En 2009, ésta empresa propuso integrar al proyecto la naranja agria, ya que su produccion
es aun mas incipiente, de manera que no se encuentran registros oficiales de su cultivo o
produccién. Sin embargo, es un fruto muy utilizado como alimento curativo y como

condimento.

Para poder elaborar un producto, dentro del marco del proyecto, se llevd a cabo una
exploracién preliminar de los flavonoides presentes en estos dos frutos y se corrobord que
en ambos citricos estdn presentes (Villanueva, 2008), confirmandose ademéas que,
aplicando una estrategia particular (secreto industrial), estos flavonoides coadyuvan a
prolongar la vida de anaquel del jugo de lima sin modificaciones significativas del sabor,
este descubrimiento podria en efecto convertir el producto en un alimento funcional, de esta
observacién surgieron varias incognitas como por ejemplo: ¢qué efecto bioldgico se le
podria atribuir a los flavonoides en el jugo? y si ese efecto permaneceria al agregar algunos
aditivos para estabilizarlo o potenciar algunas caracteristicas sensoriales y al aplicarle

algun proceso térmico para su industrializacion.

Los flavonoides especificos de la naranja agria y la lima dulce entre otros, al ser evaluados
de manera independiente, han demostrado tener un efecto reductor de la concentracién de
glucosa y colesterol en sangre ( Villanueva, 2008; Figueroa-Valverde et al., 2009; Sharma y
Bhat, 2009; Kundusen et al., 2011). Debido a que los niveles elevados de glucosa y
colesterol son signos de enfermedades crénico-degenerativas, y estas son las principales
causas de mortalidad en México y en el mundo, un producto a base de naranja agria o lima,
pudiera representar una opcion de alimento funcional. Sin embargo, el efecto bioldgico de
estos compuestos nunca se ha estudiado como parte de una matriz compleja como lo es una
bebida formulada, la complejidad se ve evidenciada por la cantidad de interacciones que se
pueden presentar entre los ingredientes de la matriz y no se sabe si estas interacciones
beneficiaran o afectaran al posible efecto bioldgico del alimento, convirtiendolo en solo un

jugo o por el contrario en un alimento funcional con bases cientificas.



8. Definicion del tema
Dado lo anterior, podria pensarse que, si las propiedades bioldgicas demostradas de manera
independiente para los flavonoides aislados de lima y naranja agria, se mantienen en un
alimento elaborado con estas materias primas, podrian convertirse en ingredientes

nutracéuticos para la elaboracion de alimentos funcionales.

Por lo tanto, el desafio de éste estudio, es explorar algunas las interacciones de naturaleza
quimica o fisicoquimica, presentes en este alimento, de manera que puedan entenderse los
factores que favorecen o perjudican la estabilidad para garantizar el efecto bioldgico lo cual

puede implicar su biodisponibilidad.



9. Justificacion

El consumo de citricos a nivel mundial inclina la balanza al consumo de productos
procesados (jugos o aceites esenciales) en especial a base de naranja 65%, seguido de la
mandarina, el limon y la toronja. EI consumo de la lima dulce y la naranja agria no esta
reportado, esto se debe a la poca demanda de la poblacion por estos citricos, lo cual

provoca el desinterés productor de citricos por estos cultivo (Licona, 2009).

No existen estudios que hablen de alternativas de uso elevado o sostenido de la naranja
agria y la lima por la poblacion mexicana. Se sabe por la opinién publica que, la lima se
consume como fruta fresca y en agua; de la naranja agria lo que méas se conoce es su
utilizacion como condimento y a ambas se les atribuyen propiedades curativas (Paul y Paul,
1995).

La empresa solicitante del proyecto, desea contar con argumentos técnicos que le permitan,
por un lado y en colaboracion con otras instancias, reactivar el cultivo de la lima, y en el
caso de la naranja agria, promover su cultivo sistematizado, y por otro lado, convertirlo en
un alimento que se consuma por la poblacién y que, de esta manera se tenga una demanda
de fruto al agricultor. De lo anterior, nace el interés por la realizacion de un estudio que
proponga posibles alternativas para el aprovechamiento de las propiedades de estos frutos
de manera que, en un futuro medio se logre una industrializacion diversificada, que ademas,
genere productos de calidad que aporten beneficios a la salud y beneficios econémicos a las

Zonas productoras.

Una opcion es desarrollarlo como un alimento funcional, sin embargo, en la mayoria de los
trabajos consultados, que reportan efectos hipocolesterolémicos e hipoglucemiantes de
flavonoides de citricos, los estudios han sido realizados con extractos o fracciones de
citricos y no con productos complejos como lo es un alimento. Por lo anterior, es
importante explorar si, después de formular un alimento con un ingrediente a base de lima

dulce y/o naranja agria, el efecto hipocolesterolémico o hipoglucemiante se mantiene.



Por tanto, surge la pregunta ¢Habra interacciones entre las sustancias bioactivas y los
polisacaridos presentes o afiadidos en un jugo de naranja agria y/o lima que afecten o
beneficien la biodisponibilidad y estabilidad de los flavonoides y su efecto hipoglucemiante

e hipocolesterolémico?

Para tratar de entender lo antes planteado, es de suma importancia comprender qué pasa
dentro de este alimento debido a la interaccion de los ingredientes y al proceso de
transformacion/conservacion, asi como analizar el tipo de interacciones fisicoquimicas o
quimicas que interfieren o coadyuvan sobre el efecto biologico. Una estrategia
metodoldgica para comprender y estimar o medir las posibles interacciones fisicoquimicas
de los flavonoides entre si y/o con el resto de las sustancias que forman la matriz, puede ser
el uso de un sistema modelo a base de los flavonoides aislados presentes en los citricos de

interés y los aditivos susceptibles de ser adicionados a un jugo (pectina y B-ciclodextrina).

Nuestra hipotesis es que, de esta manera, se puede determinar si existen interacciones entre
moléculas y si estas interacciones impactaran sobre la disponibilidad y estabilidad de los
flavonoides y asi, generar conocimiento que sustente la obtencion de un producto fisico-
qguimicamente estable, que ademas de todo, mantenga sus propiedades bioldgicas o mejor
posible al momento en que sea consumido, con lo cual se podria aprovechar de manera

integral estos dos citricos.



10.Hipotesis
Siguiendo las interacciones fisicoquimicas en un sistema modelo a base de algunos de los
flavonoides de lima y naranja agria y polisacaridos (pectina, B-ciclodextrina), se obtendra
informacion sobre las interacciones fisicoquimicas en un sistema controlado, lo que
ayudara a comprender las interacciones de un sistema mas complejo como un producto a
base de estos dos citricos. De igual manera, se podrd explicar el efecto de estas
interacciones, sobre la disponibilidad y estabilidad de los flavonoides y su posible efecto

hipoglucemiante e hipocolesterolémico en un modelo animal.



11.0Dbjetivos

Explorar la existencia de interacciones fisicoquimicas entre algunos flavonoides de lima
(Citrus limetta) o naranja agria (Citrus aurantium) y la matriz de B-ciclodextrina y pectina
en un sistema modelo y en un producto a base de estos dos citricos, y evaluar el efecto

sobre su actividad hipocolesterolémica e hipoglucemiante en un modelo animal.

1.- Implementar los métodos de medicién de la capacidad antioxidante (DPPH), y de la

identificacion y concentracion de flavonoides (flavonoides totales por AICI; y HPLC).

2.- Evaluar los jugos frescos y la formula seleccionada mediante pruebas fisicoquimicas,

capacidad antioxidante, e identificacion y concentracion de flavonoides.

3.- Medir las interacciones fisicoquimicas controladamente utilizando un sistema modelo
con flavonoides de lima o naranja agria y polisacaridos (pectina y B-Ciclodextrina)
estimando las interacciones por medio de las variables de respuesta capacidad antioxidante

(DPPH), ademas del perfil y concentracion de flavonoides.

4.- Evaluar in vivo la capacidad hipoglucemiantes e hipocolesterolémica de los sistemas

modelo, del jugo fresco y del jugo modificado de lima o de naranja agria.



12.Fundamento

Los alimentos funcionales son aquellos que, al consumirse de manera regular, ademas de
satisfacer las necesidades nutrimentales basicas, proporcionan beneficios para la salud o
reducen el riesgo de sufrir enfermedades. Estos regularmente contienen distintas cantidades
0 tipos de compuestos bioactivos. Los compuestos bioactivos son metabolitos secundarios
de las plantas y su produccién depende del estado fisiologico y el desarrollo de éstas,
ademas dichos compuestos han demostrado tener un efecto benéfico en la salud de las

personas que los consumen. (Fernandes et al. 2014; Juarez et al 2005).

Para llamarlo alimento funcional se enfatizan 3 aspectos importantes (Gil-Chavez et al.
2013):

1. El efecto funcional debe ser diferente a aquel proporcionado por la nutricion normal
2. Este efecto debe demostrarse satisfactoriamente y
3. El beneficio pude consistir en la mejora de una funcion fisioldgica o en la reduccién

del riesgo de desarrollar un proceso patolégico.

Este tipo de alimentos estan irrumpiendo con fuerza en los mercados internacionales y la
nueva concepcion de “alimento funcional” requiere nuevas metodologias e instrumentos
para investigar y evaluar los efectos funcionales. Se cree que los alimentos como frutas y
verduras son la forma méas simple de alimentos funcionales debido a su gran contenido de
compuestos bioactivos, sin embargo, al usar frutas y verduras como ingredientes o
componentes de un alimento y afirmar que tienen un efecto, se requiere confirmar dicho
efecto y una de las primeras acciones que permiten confirmarlo, es identificar los cambios
de disponibilidad que pudieran darse debido al acondicionamiento, proceso Yy
almacenamiento, asi como a las interacciones fisicoquimicas entre los compuestos
bioactivos y los otros componentes del alimento. También es necesario evaluar su impacto
en las funciones del organismo y obtener evidencia sobre los mecanismos implicados en las

interacciones. Para llevar a cabo esto, es necesario realizar estudios in vivo 0 ex Vvivo en



lineas celulares o tejidos en cultivo, modelos animales y estudios de observacion o

intervencion en personas (Guarner y Azpiroz 2005; Gil-Chavez et al., 2013).

Ademas se deben identificar y validar los marcadores bioldgicos relevantes para evaluar las
funciones de los compuestos bioactivos en el organismo e investigar la modulacion de los
marcadores en los alimentos. Se reconocen distintos tipos de marcadores, los de exposicion,
que son aquellos que demuestran una exposicion a un alimento o componente funcional,
por ejemplo: niveles de colesterol, glucosa en plasma, presencia de probidticos en heces
etc., también pueden ser aquellos Utiles para medir la respuesta a una intervencion y son los
que reflejan directamente una funcion biologica o psicoldgica (presion arterial,
cuestionarios de calidad de vida o bienestar) o son factores intermedios en un proceso
fisioldgico o fisiopatoldgico (indice de masa corporal, niveles de hemoglobina glucosilada

como factores que predicen desarrollo de diabetes tipo 2) (Guarner y Azpiroz 2005).

Sin embargo, en la actualidad no todas las investigaciones ni las industrias toman en cuenta
estos puntos de vital importancia en el desarrollo y autenticidad de un alimento funcional,
considerando como alimento funcional aquel que contenga componentes biolégicamente
activos que ofrezcan un beneficio a la salud. Por tanto, es importante conocer, en primera
instancia los ingredientes que constituyen el alimento, conociendo a fondo su procedencia y

los posibles compuestos bioactivos presentes en ellos (Juarez et al., 2005).

Buscando dar un valor agregado a los citricos y promover su consumo se les considera
alimentos funcionales pero en realidad ¢los productos hechos a base de citricos son

alimentos funcionales?

La produccién de frutos incluidos los citricos en México para el 2012 fue de 17,751,396
toneladas. Los datos estadisticos, muestran a México como el quinto productor de citricos a
nivel mundial con (4.6%), por detras de China (21%), Brasil (18%), Estados Unidos de
Norte América (8%) e India (6%). La citricultura en México es una actividad, que se realiza

en poco mas de medio millon de hectéreas en regiones de clima tropical y subtropical en 23



entidades federativas. De esta superficie aproximadamente el 80% se destina a los
denominados citricos dulces cuya produccion es del orden de 4.9 millones de toneladas por

cosecha principalmente naranja, toronja, mandarina y tangerina (SAGARPA 2012).

En el 2013 México produjo 18,125 t de lima dulce, de estas a su vez 12, 557 fueron
producidas en Jalisco. En el estado, entre 2007 y 2012, esta produccién ha fluctuado entre
poco menos de 9,000 y 11,000 t, sin embargo, hace 10 afios se producian cerca de 5,000 t
méas (SAGARPA 2013). Debido a la inestabilidad y disminucion de la produccion se
buscan alternativas al consumo en fresco y al consumo local asi como fomentar el cultivo.
Una opcion puede ser la industrializacion que conserve las caracteristicas sensoriales

deseables de este citrico para abrir opciones de comercializacion.

En el caso de la naranja agria, debido a su extremada acidez, el consumo es muy limitado,
siendo quiza la causa de que no haya un cultivo sistematizado, sin embargo, en la zona
metropolitana de Guadalajara, los arboles productores de estos citricos son utilizados como
ornamento en las calles, pero sus frutos no son consumidos, produciendo contaminacién
por parasitos, mosquitos y basura. Si existieran alternativas de uso podrian aprovecharse
esos frutos, y promoverse su cultivo contribuyendo asi a mantener la diversidad de

especies.

La palabra citrico deriva del latin citrus. En cuanto a su origen botanico, es muy probable
que los citricos que se conocen actualmente provengan de tres taxones principales: cidros,
mandarinos y pomelos o zamboas. Estos taxones favorecidos por distintas circunstancias
dieron lugar a las diferentes especies que se encuentran en el mundo, estos frutos parecen
ser originarios del sur de China y nordeste de la India. Actualmente se cultivan en mas de
un centenar de paises de clima tropical y subtropical, en una superficie de unos 7.4 millones
de hectareas (Kimball, 1999).

Los citricos pertenecen al orden de Geraniales, suborden Geranineas y familia Rutaceas,

subfamilia Aurantioideas y tribu Citrea, que comprende 3 subtribus. Una de ellas, la
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Citrina, abarca 13 géneros entre los que se encuentra los 3 principales que han dado origen

a la citricultura comercial: Citrus, Poncirus y Fortunella.

La naranja agria o Citrus aurantium pertenece a la familia de las Rutaceas, el arbol llega a
medir entre 3 y 5 metros, sus hojas son verde oscuro brillante, elipticas y olorosas, florecen
a principios de la primavera, sus flores son blancas y aromaticas, el fruto es redondo de
aproximadamente 7-8 cm de didmetro con superficie rugosa con un color naranja intenso al
estar maduro. Este fruto se cultiva en huertos familiares o como ornamento, en Guadalajara

estd presente como ornamento en las calles de la ciudad (Lopez-Nufiez, 2014).

La lima dulce (Citrus limetta) también pertenece a la familia de las rutaceas, es originaria
de Asia, habita en climas calidos y templados, el fruto puede llegar a medir hasta 6 cm de
longitud y su color es verde-amarillento cuando son maduros con una protuberancia
caracteristica en la punta, son el méas tropical de los citricos, se utiliza principalmente como
jugo, como ingrediente en bebidas alcohdlicas y para la produccion de aceite esencial para

perfumeria o elaboracion de saborizantes (Kimball, 1999).

Los citricos se componen de un exocarpio exterior Illamado flavedo, que contiene las
sustancias responsables del color, un mesocarpio blanco esponjoso llamado albedo y bajo
este se encuentran los gajos de fruta, separados por un tejido membranoso llamado septo
(figura 1). Cada gajo contiene numerosas vesiculas de forma alargada que estan unidas al
centro de la fruta, estas contienen muchas células del jugo formadas en su mayor parte por
vacuolas extendidas. Se ha comprobado que el jugo de la vacuola es transparente y no
contiene materia opaca o turbia, sin embargo, durante la maduracion se acumulan
carbohidratos y agua procedentes de la savia del arbol, ademéas la acidez también
evoluciona durante la maduracion, que en general alcanza elevadas concentraciones en las
frutas tempranas y va disminuyendo como consecuencia del efecto de dilucién que se

produce por el crecimiento de la fruta (Kimball, 1999).
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FRUTOS CARNOSOS-CITRICOS

NARANJA

gajo (cascol

piel membrana

pericarpio
ocorteza

mesccarpio o pulpa

Figura 1 Anatomia del citrico

La microestructura natural de las frutas consiste en células hidratadas rodeadas por la pared
celular (vacuola), con nucleo, citoplasma y membrana plasmatica, dentro de estas se
encuentra la mayor cantidad de compuestos bioactivos disponibles para llevar a cabo su
funcién bioldgica (Jakobek, 2015)

12.3.2Composicion quimica

Debido a lo anteriormente expuesto los citricos tienen una composicion quimica compleja.
Los carbohidratos representan la mayoria de los solidos solubles (80%), incluyendo
azucares reductores y no reductores, los cuales estan presentes tanto como azucares
simples, como en forma de polisacéridos. Entre los monosacéridos, los de mayor cantidad
son la glucosa y la fructuosa debido a la descomposicidn enzimatica de la sacarosa que es el
azlcar mas abundante en estos frutos. Los polisacaridos se encuentran como pectina
(galacturononas) y se clasifican en: protopectina, &cido pectinico, pectina y acidos pécticos.
La mayor cantidad de pectina total se encuentra en la piel del citrico y disminuyen
conforme la fruta madura (Kimball, 1999). Ademas se considera una fuente importante de
fibra y de vitaminas como las C, A, E y el complejo B, de igual manera, tiene un gran
contenido de &cido citrico y minerales como calcio, hierro magnesio, fosfato, que varian en

cantidad durante la maduracion del fruto.
En la tabla 1 se muestran la composicién de la lima y la naranja agria de acuerdo a las

tablas de valor nutritivo de los alimentos, estos valores se tomaron en 100 g del fruto
(Mufioz de Chavez et al. 2002).
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Tabla 1. Valor nutrimental de los citricos estudiados

Nutrimento Unidades Lima Naranja agria
Porcién comestible % 63 63

Energia kcal 47 65

Humedad % 88.3 82.4

Fibra dietética g 0.50 1.3
Carbohidratos g 10.50 13.40
Proteinas g 0.70 1.5

Lipidos totales g 0.20 0.6

Para consultar los valores de los micronutrientes (vitaminas y minerales) ver anexo 1(Mufioz de
Chavez et al. 2002)

La fibra dietética es uno de los compuestos que interactia en mayor proporcion con los
compuestos bioactivos, cambiando sus propiedades fisioldgicas y protegiéndolos para que
se localicen en los lugares apropiados para su absorcion y digestion. La fibra dietética se
puede definir como el remanente de los frutos que permanece después de la hidroélisis de las
enzimas del sistema digestivo, incluyendo material de la pared celular y polisacaridos
intracelulares. Se puede dividir en insoluble (compuestos como la lignina y la celulosa) y
soluble (pectina, B-glucanos, etc.) y su principal funcién es proveer de sustrato para la

fermentacion de las bacterias del intestino grueso (Saura-Calixto, 2011).

Al procesar los citricos en un jugo, se resalta que solo quedan azucares reductores, la
cantidad de pectina total se ve influenciada por la cantidad de pulpa presente en el jugo. En
cuanto a los éacidos hay una reduccion en los jugos pasteurizados. Las proteinas y los
lipidos no presentan cambios significativos al someterse a pasteurizacion (Kimball, 1999).

Las pectinas son una familia de polisacaridos complejos que forman parte de los
componentes de la pared celular de las plantas superiores, son &acidos pectinicos con
diferentes grados de esterificacion y neutralizacion que pueden contener entre 200 a 1000
unidades de acido galacturénico. Las protopectinas son moléculas altamente esterificadas
con metanol y muy solubles en agua (Pérez-Martinez et al. 2013), estos compuestos se

encuentran mayormente en los frutos inmaduros y son responsables de la textura rigida, se
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encuentran presentes en todos los alimentos de origen vegetal pero en mayor cantidad en
los citricos como naranja, limon, toronja y lima o en frutos como la manzana y pera. A
nivel industrial se pueden utilizar como espesantes, agentes gelificantes o bien como
estabilizadores, ayudando en el mantenimiento de una dispersion fina de dos (0 mas) fases
inmiscibles (Li et al. 2008; Fry 2011).

HGA

000000006 0000008088]
RG-I

O Acido galacturénico
§( L
()§(>@( D, ¢ D, ¢ )g(;

() Acido galacturénico &Y Arabinosa O Acido galacturénico @ Ramnosa

@ Ramnosa C) Galactosa Q 11 diferentes azucares neutras

Figura 2 Estructuras de los dos dominios péctico-polisacaridos mas comunes que constituyen pectinas:
homogalacturonano (HGA) y ramnogalacturonano (RG) 1y 11

Su estructura se compone de diferentes regiones, las regiones homogalacturonano (HGA),
generalmente  llamadas "regiones lisas", consisten en una repeticion de
Ramnogalacturonano ligada al acido D-galacturdnico por enlaces (-1,4). El grado de
polimerizacion es habitualmente entre 75 y 100 (Panouillé, Thibault y Bonnin 2006). Los
residuos de acido galacturénico pueden estar parcialmente metilados (no esterificado) y/o
tener grupos acetilo (esterificado), las regiones de ramnogalacturonano | (GR-I), también
Ilamadas "regiones peludas”, estan constituidas por una secuencia alterna de ramnosa, acido
D-galacturénico, arabinosa y galactosa. Otro tipo de ramnogalacturonano (RG-I1) es un
componente menor de las pectinas; su estructura es muy compleja y se compone de al
menos 12 mondmeros diferentes. Las estructuras de las regiones HG y RG son bastante

conocidas, pero su modo de combinacidn sigue siendo poco clara (figura 2).
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Las pectinas con un grado de esterificacion de 50% o0 mas son conocidas como pectinas de
alto metoxilo, éster de alto grado de esterificacion y aquellas con una esterificacion de
menos de 50% (figura 3) son las pectinas de bajo metoxilo, éster de bajo grado de

esterificacion (Mazumder et al. 2004).

COOCH,

COOH CONH,

Figura 3. Grupos sustituyentes de las pectinas, amarillo: carboxilo, azul: sustituyente éster, roja:
sustituyente amida

Ademas de los nutrimentos mencionados anteriormente los citricos cuenta con pequefias
cantidades de compuestos no nutricionales entre los que se encuentran los terpenoides
como el citral y el limoneno, que se sintetizan en el flavedo y es a estos compuestos a los
que los citricos deben su aroma. También se encuentran los polifenoles que dan las notas
amargas al citrico y han demostrado poseer capacidad antioxidante y tener efectos

benéficos para la salud de los consumidores (Mahmoud et al. 2012).

Los frutos y sus jugos son la principal fuente de estos compuestos, sin embargo rara vez se
encuentran libres, regularmente se encuentran interactuando con los compuestos de la
matriz alimentaria en especial con la fibra dietética (Saura-Calixto et al., 2007; Saura-
Calixto et al., 2011).

Los flavonoides son el derivado mas abundante de los compuestos fendlicos y son
caracterizados por tener una estructura base 2-fenil-benzo-y-pirano, la cual consiste en 2
anillos de benceno unidos por un anillo de pirano heterociclico (Figura 4). Mostrando
entonces un esqueleto de difenilpiranos (C6-C3-C6) (Kamran y Dangles 2014). Son
pigmentos no nitrogenados solubles en agua, metanol y etanol que pueden tener estructuras

simples o muy complejas debido a la polimerizacion. Son sintetizados en las plantas
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encontrandose abundantemente en uvas, manzanas, cebollas, cerezas, repollo entre otros
vegetales ( Heim et al., 2002; Chi-Tang et al., 2008).

<
r.*/”/\‘\:\ 4
B

&

Figura 4. Estructura base del flavonoide

Dependiendo de los grados de oxidacion e insaturaciones del anillo heterociclico (pirano)
se pueden diferenciar varias clases de flavonoides, estos compuestos a menudo se
encuentran hidroxilados en las posiciones 3, 5, 7, 3", 4" y 5", La presencia 0 ausencia de un
grupo hidroxilo unido a la posicion 3 determina la subdivision en dos clases principales: los
3-hidroxiflavonoides (flavanonas, flavonoles, antocianidinas (flavan-3-ol, flavan-4-ol y
flavan-3,4-diol) y dihidroflavonoides) y los flavonoides sin sustitucion en el C3 (flavanones
y flavones), los esqueletos base se podran apreciar en la tabla 2 ( Marais et al. 2006; Tripoli
et al. 2007; Jakobek 2015).

Los flavonoides pueden wunirse a polimeros biol6gicos; tales como: enzimas,
transportadores de hormonas y ADN, también tienen la capacidad de quelar iones metalicos
transitorios como: Al,Cu y Fe entre otros, son capaces de catalizar el transporte de

electrones y atrapar radicales libres (Hadaruga et al. 2012)
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Tabla 2. Clasificacion de los flavonoides seguiin su composicion quimica

Subgrupo Estructura Ejemplo Fuentes
Antocianidinas RS Antocianinas Moras
A Cianidinas Grosellas
oA J:\ | Delfinidinas Uvas
= 3 = 5
| }: RS Cerezas
NN ORs
OH
Flavanoles on Catequinas Manzanas
L _OH . . ,
ﬁ I Epicatequinas | Te
HO. o e B .
R kﬁ RS Uvas rojas
T 5
OH
Flavonas Diosmetina Perejil
~ Tangeretina Apio
Luteolina Pimiento
Flavonoles R3' Quercetina Cebolla
O Rutina Brocoli
OH A O /L\ ”\/ Kaemferol Manzana
T 7T T 0% Té
= ST T T
| R3
OH o
Flavanonas Rl Hesperidina Frutas citricas
)\m Naringina
| Eriocitrina
HO e /[\\\‘-\ ) .
“T”/ ~ “l“/ d Neoeriocitrina
%T/ ~_ Neohesperidina
|
OH O
Isoflavonas Genisteina Soyay
Gliciteina leguminosas
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Estos compuestos se sintetizan por medio de 2 precursores: manoil-CoA y p-cumaroil-
CoA, que se originan en el metabolismo de carbohidratos y por la via de fenilpropanoide,
respectivamente. Después de la condensacién de 3 moléculas de manoil-CoA y una de
cumaroil-CoA se forma el compuesto 27, 4,4",6" tetrahidroxichalcona, este paso se cataliza
por la enzima chalcona sintasa (CHS), debido a su inestabilidad se cicla formando 4°,5,7
trihidroxiflavanona con accion de la enzima chalcona isémeras(CHI), esta estructura es el
precursor para la formacion de todos los tipos de flavonoide (Figura 5). En los citricos,
enzimas como UDP-glocosa-flavanona-7-O-glucosiltransferasa (UFGT) y la UDP-
ramnosa-flavanona glucosido ramnosiltransferasa (UFGRT) convierten flavanonas sin
residuo glucosidico (agliconas) en sus correspondientes glucésidos o ramnoglucosidos
(Kamran y Dangles 2014).

CHS
3 x (o) A N\
- 11 - CoAS
VvV

CoAS [¢]

OH

o  p-cumaroil CoA

Acetil CoA

R,
HO (¢) “\\C[
o R,

Flavanones

OH o}

Figura 5. Biosintesis de flavonoides en plantas (Kamran y Dangles 2014)
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En cuanto a los flavonoides presentes en los citricos, la mayoria pertenecen al grupo de las
flavanonas y se han identificado cinco muy frecuentes: hesperentina, naringenina,
taxifolina, isosakuranetina y eridictiol (Gattuso et al. 2007). Especificamente en la lima
(Citrus limetta), los que se encuentran en mayor concentracién son la eriocitrina y la
hesperidina (Saeidi et al. 2011; Barreca et al. 2011b). En cuanto a la naranja agria (Citrus
aurantium) los flavonoides mas abundantes son la naringina y neohesperidina (Barreca
et al. 2011a).

La naringina y la neohesperidina son los flavonoides principales de la naranja agria debido
a su alta concentracion en todas las partes del citrico, estos compuestos se encargan de dar a
este fruto un sabor amargo, se caracterizan por tener un residuo glucosidico unido al anillo
A del flavonoide, este azlcar es una neohesperidosa (figura 6) y le proporciona el amargor
caracteristico a estos compuestos. La naringina proviene de la aglicona naringenina y la

neohesperidina de la hesperetina. (Peterson, Dwyer, et al. 2006; Tripoli et al. 2007),
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Figura 6. Estructura quimica de los flavonoides caracteristicos de la naranja agria, izquierda: naringina,
derecha: neohesperidina.

La hesperidina y la eriocitrina por su parte, son moléculas que estan unidas a residuos
disacaridos de rutinosa (figura 7), debido a esto no tienen sabor, se encuentran presentes en
mayor medida en limones, naranjas dulces, mandarinas y son los flavonoides
representativos de la lima gracias a su alta concentracion en ella (Barreca et al. 2011b). La

eriocitrina proviene de la aglicona eridictiol mientras que la hesperidina al igual que la
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neohesperidina proviene de la hesperetina.(Tripoli etal. 2007; Peterson, Beecher, etal.
2006).
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Figura 7 Estructura quimica de los flavonoides caracteristicos de la lima dulce, izquierda: hesperidina,
derecha: eriocitrina

Hay numerosas técnicas que nos permiten cuantificar e identificar el contenido de
flavonoides dentro de una muestra, entre ellos la cromatografia. Esta técnica se basan en la
separacion de los distintos compuestos de una mezcla en funcién de la afinidad de cada
compuesto por dos fases inmiscibles, una de las fases se considera la fase movil, esta fase
estd en constante movimiento y la otra se considera la fase estacionaria, si 1os compuestos
son mas afines a la fase movil avanzan con mayor rapidez mientras que aquellos que son
afines a la fase estacionaria avanzan mas lentamente, la fase movil puede ser un gas un
liquido o un fluido supercritico, mientras que la fase estacionaria puede ser solida o liquida
(Reich y Schibli 2006).

Debido a la estructura quimica de los flavonoides estos pueden identificarse y cuantificarse
por cromatografia de capa fina (TLC) en este caso la fase estacionaria se encuentra en una
placa plana y la fase mavil corre por capilaridad o por gravedad, o por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), un tubo estrecho contiene la fase estacionaria a través
de la cual se hace pasar la fase mavil por presion. (Mattila, Astola y Kumpulainen 2000; de
Rijke et al. 2006; Roowi y Crozier 2011; Saeidi et al. 2011), ademas se pueden cuantificar
por técnicas de espectrofotometria que se basan en un cambio de coloracion, la técnica mas

utilizada es aquella que requiere tricloruro de aluminio en la cual se forma un complejo de
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inclusion de los flavonoides con el tricloruro. (Rijke et al. 2006; Tagliazucchi et al.
2010;Mammen y Daniel 2012;)

La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un constituyente alimentario que esta
presente en el intestino, como consecuencia de la liberacion de este constituyente de la
matriz alimentaria pudiendo ser capaz de pasar a través de la barrera intestinal. La
capacidad de los flavonoides de ejercer un efecto bioldgico esta relacionada con la

bioaccesibilidad de estos compuestos en el intestino(Jakobek, 2015).

Calixto et al. (2007) realizaron un estudio para demostrar la bioaccesibilidad y el contenido
total de polifenoles en la dieta y demostraron que en el caso de las frutas, el mayor

contenido de flavonoides es liberado en el intestino grueso (Saura-Calixto et. al., 2007).

La biodisponibilidad es la cantidad y velocidad con la que las sustancias bioactivas se
absorben y se convierten en disponibles en el sitio de accion. La biodisponibilidad se ve
influenciada por distintos aspectos: el estado quimico de los nutrientes, su liberacion de la
matriz alimentaria, las posibles interacciones con otros componentes del alimento entre
otros aspectos (Jakobek 2015; Parada y Aguilera 2007).

Los flavonoides, son compuestos sensibles a la degradacion mediante la digestion, su sitio
de absorcion es el intestino delgado, si estos compuestos logran llegar intactos a la barrera
intestinal, su biodisponibilidad se ve influenciada por el caracter liposoluble de los
compuestos, lo cual les dara una mayor o menor afinidad por las membranas bioldgicas y la

probabilidad de atravesarlas por difusion pasiva o activas(Palafox-Carlos et. al.,2011).

Después del consumo oral, las flavanonas glucosadas son hidrolizadas en el intestino
delgado y colon, liberando sus agliconas, las cuales se convertiran en sus respectivos
glucurdnidos, sulfatos y sulfoglucurdnidos, finalmente estos residuos son distribuidos por

el plasma a varios sitios celulares y una parte es secretado por la orina (Matsumoto et al.
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2004). La absorcion intestinal y el sitio de metabolizacion varian dependiendo de la
concentracion de glucésido y la estructura de la flavanona (Palafox-Carlos et. al.,2011). Las
flavanonas con residuo rutinoso se hidrolizan mas rapido que aquellas con residuo
neohesperidoso, ademas la permeabilidad de las células epiteliales influye en la absorcion
intestinal, las agliconas son absorbidas con mayor eficiencia por la monocapa celular que

las flavanonas glucosiladas (Kamran y Dangles 2014).

La naringina, hesperidina, neohesperidina y eriocitrina se deglucosilan en el intestino
delgado y se absorben en la parte distal del intestino (ciego), las agliconas son convertidas
en acidos glucuronidos o sulfatos durante la transferencia de la luz intestinal a la vena porta
por la accion de las enzimas UDP-glucuronosiltransferasa y sulfotransferasa. En el ciego, la
flora microbiana también degrada las agliconas en é&cidos fendlicos como p-
hidroxifenilpropionico, p-cumarico p-hidroxibenzioco. Por ejemplo, la eriocitrina es
metabolizada por la flora microbiana intestinal (Bacterioides distasomis o Bacteroides
uniformis) para convertirla en eriodictol que es después convertido en acido 3-4
dihidroxicinamico por Clostridium butiricum. Una presentacion esquematica del
metabolismo se pude apreciar en la figura 8 (Kamran y Dangles 2014; Palafox-Carlos et al.
2011).

Las propiedades bioldgicas de los flavonoides dependen de su bioaccesibilidad y su
biodisponibilidad. Una parte de los polifenoles se libera en la parte alta del tracto
gastrointestinal por la solubilizacién directa en los fluidos intestinales o por la accion de
enzimas digestivas, y otros se liberan en el intestino grueso, por lo tanto, se puede dividir a
los compuestos fendlicos en: accesibles en el intestino delgado, que seran aquellos como las
vitaminas, polifenoles de bajo peso molecular o carotenoides y aquellos accesibles en el
intestino grueso, que son los polifenoles con alto grado de polimerizacion, los flavonoides

glucosilados y aquellos asociados a la matriz alimentaria (Saura-Calixto, 2011).
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Figura 8. Presentacion esquematica del metabolismo de las flavonas en el intestino delgado y grueso
(Kamran y Dangles 2014)

La principal funcién de los flavonoides, es la de antioxidantes, que son moléculas que
tienen la capacidad de aceptar o donar un &tomo o electron para formar componentes
relativamente estables y puede actuar a traves de distintos caminos como:
e La donacion de electrones del grupo OH para evitar la superoxidacion:
OHP 0, '0,» 0,-. El oxigeno es una de las moléculas més oxidantes y la
principal molécula formadora de radicales superdxido.

e Laquelacion de metales (Spencer et. al., 2009).

La superoxidacion es una reaccién en cadena que por medio de la captacion de un radical
libre (moléculas con un par de electrones desapareados) forma especies reactivas de
oxigeno (ERO), estas moléeculas se puede generar de manera exdgena o endogena y el
exceso de ERO en un sistema biologico puede causar dafio celular. Las principales
biomoléculas que se ven afectadas por las especies reactivas de oxigeno son las proteinas,
los lipidos y el ADN (Konigsberg, 2012).
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Dentro del organismo, los radicales libres atacan a los acidos grasos insaturados de los
fosfolipidos de una membrana, causando alteraciones importantes como cambios en la
fluidez y permeabilidad. Cuando se pierde fluidez, se altera la estructura de las proteinas
transmembranales, debido a que en la membrana se encuentran receptores de hormonas y
factores de crecimiento que al modificarse pierden la afinidad por sus ligandos y ya no
pueden activar los mecanismos de segundos mensajeros (lacobini et. al. 2009).

Otro dafio muy importante se produce al oxidar las proteinas. La oxidacién proteica, dentro
de los productos cérnicos, por ejemplo, esta ligada a la perdida de aminoécidos esenciales
resultando en cambios en la textura, color y contenido de agua ademas de alteracion en la
funcionalidad de la proteina (Estévez et al. 2011). Después de la oxidacién proteica, la
carne al ser cocinada, perdera caracteristicas sensoriales deseables como su jugosidad,

suavidad y color ademas de las caracteristicas nutrimentales deseables (Lund et al. 2011).

Hay algunos aminoacidos mas susceptibles al ataque de las ERO como la histidina, prolina,
cisteina, el triptéfano, la tirosina y en menor grado la arginina, lisina y metionina.
Dependiendo del aminoacido que reaccione puede haber cambios en la estructura primaria
de una proteina, ya que un residuo puede modificarse y transformase en otro diferente. Se
ha demostrado que las modificaciones en las proteinas debidas a la oxidacién esta
relacionado con el desarrollo de enfermedades como la diabetes, ateroesclerosis, diferentes
tipos de céncer, enfermedades cardiacas ademas de enfermedades neurodegenerativas
asociadas a la edad como el Alzheimer, esclerosis lateral amniotrofica (ALS) y Parkinson
(Utrera 2014; Yoshida 2007).

El metabolismo normal de todas las células animales y otros organismos aerobios implica
la produccion de especies reactivas de oxigeno, las cuales en el funcionamiento correcto
del organismo, son neutralizadas mediante dos sistemas de defensa: el endogeno, que
incluye moléculas organicas y enzimas producidas por el organismo y el sistema exdgeno
que incluye una serie de compuestos organicos adquirido por la dieta, capaces de
neutralizar las especies reactivas. Dentro de este tipo de compuestos tenemos las vitaminas

antioxidantes, los carotenoides y compuestos polifenolicos, entre otros.
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Los flavonoides al ser agentes reductores que actlan directamente sobre las especies
reactivas de oxigeno, detienen las reacciones en cadena que generan las EROS dando
estabilidad a los radicales libres y evitando dafios tanto al alimento como al propio cuerpo
humano, sin embargo, su eficiencia depende de su estructura quimica (Landete 2012). Esta
afirmacion esta relacionada con la presencia de estructuras O-dihidroxi en el anillo B, lo
cual confiere una mayor estabilidad a la forma radical y participa en la deslocalizacion de
los electrones; una doble ligadura en el C2 y C3 del anillo C ademas de grupos OH en
carbono 3- y 5- con funcion 4-oxo en los anillos A y C son necesarios para ejercer el
méaximo potencial antioxidante (Figura 9) (Fraga et al. 2010). Ademas, influyen aspectos
fisicos como las presencia o ausencia de glucosidos, si el flavonoide esta glucosado parece
disminuir su capacidad antioxidante debido a la falta de participacion del grupo OH que
esta formando el enlace glucosidico. De igual manera parece haber una influencia del tipo
de glucido unido a la estructura base observando que al unirse con una neohesperidosa
parece afectar la capacidad antioxidante, mientras que la unidon con una ramnosa no afecta
su capacidad (Calgarotto et al. 2007; Tripoli et al. 2007; Williams, Spencer, y Rice-Evans
2004).

Figura 9. Estructura base de flavonoides con los sitios a los que debe su capacidad de captacion de
radicales libres (Williams y Spencer 2012)

Su capacidad antioxidante también se afecta por el medio en que reaccionan, si estos se
encuentran en un medio hidréfilo presentan mayor capacidad antioxidante que cuando se

encuentra en un medio lipofilico (Kamran y Dangles 2014).
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Figura 10. Ejemplo del mecanismo antioxidante (Calgarotto et al. 2007)

Existe un consenso de que la actividad antioxidante de los flavonoides resulta de una
combinacion de sus propiedades quelantes de hierro y secuestradoras de radicales libres
(RL).Otros autores se refieren ademas a la inhibicion de oxidasas, como la lipoxigenasa, la
ciclo-oxigenasa, la mielo-peroxidasa, la NADPH oxidasa y la xantina oxidasa
(X0); evitando la generacion de especies reactivas del oxigeno (ERO) in vivo, asi como de

hidroperdxidos organicos (Williams y Spencer 2012).

Un estudio realizado por Calgarotto et al. (2007) propone un mecanismo tedrico en el que
el peroxinitrito remueve dos hidrégenos de un compuesto fenélico y se reduce a si mismo
formando 2 moléculas de acido peroxinitroso ademas de un flavonoide oxidado (figura 10)
(Calgarotto et al. 2007).

En los sistemas bioldgicos, los metales activos (hierro y cobre) catalizan la reaccion de
produccién de radicales libres; el secuestrar los iones para evitar que catalicen la reaccion

es otra estrategia antioxidante (Fraga et al. 2010).
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La union flavonoide-metal se lleva a cabo preferentemente en el grupo 3-hidroxil-4-
carbonil, seguido del grupo 4-carbonil-5-hidroxil y el grupo 3"-4"-hidroxilo si est& presente;
el metal se puede unir hasta con 3 flavonoides y dar distintas conformaciones como se
muestra en la figura 11, en donde los inciso a, b y ¢ representan las uniones mencionadas
anteriormente, d y e hacen referencia a union con 2 flavonoides mientras que fy g con 3

flavonoides todo lo anterior en el caso del hierro (Ren et al. 2008).
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Figura 11. Union de quercetina (estructura blanca) con hierro (estructura morada) (Ren et al. 2008)

En los dltimos afios se han desarrollado diversos métodos para determinar la capacidad
antioxidante de productos naturales que exhiben esta propiedad. Las caracteristicas
esenciales de cualquier prueba de capacidad antioxidante son: un sustrato adecuado en el
cual pueda ser monitoreada la inhibicion de la oxidacion (flavonoides), un radical libre que
nos ayude a iniciar la oxidacion y la medicién adecuada del punto final de la oxidacion
(Robles-Sanchez et al. 2007). Hay métodos de medicion in vitro e in vivo que se basan en la
capacidad de secuestrar radicales libres o que miden el estrés oxidativo (Rodriguez-Roque
et al. 2012).
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Los compuestos antioxidantes pueden desactivar los radicales libres mayoritariamente
mediante dos mecanismos:

e Ladonacion de atomos de hidrogeno, HAT por sus siglas en inglés,

e Latransferencia de un solo electron SET (Prior, Wu y Schaich 2005)
Los métodos in vitro més utilizados en el andlisis de frutas y verduras se muestran en la
tabla 3.

Tabla 3. Métodos mas utilizados para determinar la capacidad antioxidante de muestras naturales

Método Tipo de mecanismo Radical utilizado
ORAC (oxygen radical absorbance HAT ROO
capacity)
TRAP (Total radical trapping HAT AAPH, ABAPH
antioxidant parameter)
Inhibicion de oxidacion de LDL HAT LDL aislado de muestras
de sangre
TEAC (Trolox equivalent antioxidant SET y HAT ABTS
capacity)
FRAP (Ferring ion reducing SET TPTZ
antioxidant parameter)
DPPH (Diphenil-1-picrylhydrazyl) SET y HAT DPPH

(Prior, Wu y Schaich 2005; Robles-Sanchez et al. 2007)

Pero la capacidad antioxidante de los flavonoides no es el unico efecto bioldgico que se ha
logrado demostrar, también compuestos como la hesperidina y la naringina han demostrado
la capacidad de inhibir enzimas responsables de la sefializacién, transduccién y activacion
celular durante la respuesta inflamatoria, ademas afectan algunas células involucradas en la
respuesta inmune incluyendo linfocitos T y B (Kamran y Dangles 2014; Tripoli et al.
2007).

Los flavonoides tienen efecto anticancerigeno debido a que pueden proteger el ADN del
dafio por su capacidad de absorber luz ultravioleta y neutralizar los radicales libres que
promueven la mutacion, la naringina juega un papel importante al incrementar la actividad
de enzimas como la superoxido-dismutasa, catalasa en dieta alta en colesterol para ratones
(Jeon et al. 2001), ademas inhiben el desarrollo tumoral y la proliferacion de las células

tumorales inhibiendo la movilidad celular.
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La hiperglucemia crénica y la intolerancia a la insulina pueden ser los factores mas
importantes para el desarrollo de enfermedades cronicas como diabetes mellitus, las
personas con hiperglicemia no tratada o con diabetes mellitus tienen mayor riesgo a
desarrollar complicaciones macro y micro vasculares, incluyendo retinopatia, neuropatia,

nefropatia y aterosclerosis (Hussain, Sulaiman y Aljamaly 2013).

Un nivel elevado de glucosa podria ser en parte responsable de la disminucién en la funcion
de las células B-pancredticas. El efecto de la hiperglucemia incluye la reduccién de la
respuesta al estimulo de secrecion de insulina y un agotamiento de las reservas de insulina,
una hiperglicemia postprandial aumenta el estrés oxidativo en las células beta ademas de
una inadecuada produccion de insulina durante la hiperglicemia cronica (Rendell y

Jovanovic 2006).

Se sabe que la naringina, hesperidina y neohesperidina, entre otros flavonoides, ayudan a
prevenir complicaciones diabéticas como hiperglucemia y dafio oxidativo, disminuyendo
los niveles de glucosa en sangre de ratones con diabetes mellitus inducida (Mahmoud et al.
2012; Jung et al. 2006; Jia et al. 2015; Zhang et al. 2012; Hussain, Sulaiman y Aljamaly
2013). Priscilla et al. (2014) realizaron un estudio para medir el efecto de la naringenina,
que es la aglicona de la naringina, en los niveles de glucosa de ratones con hiperglicemia
inducida por maltosa, demostrando una disminucion de los niveles de glucosa de un 50%

comparados con el grupo control al que solo se le administré maltosa (Priscilla et al. 2014).

Ademas se ha demostrado que la estructura quimica de los flavonoides influye en el efecto
hipoglucemiante. Zhang et al. (2012) demostraron que la presencia o ausencia de grupos
hidroxilo en ciertas posiciones de la hesperidina y sus dobles enlaces tendra un efecto en la
inhibicion de enzimas como la a-glucosidasa y esto se vera reflejado en su actividad

hipoglucemiante (Zhang et al. 2012).
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Los extractos ricos en flavonoides también han demostrado tener un efecto hipoglucémico
que puede ser preventivo para desordenes metabolicos como la diabetes (Shirosaki,
Koyama y Yazawa 2008). Extractos de diversas plantas medicinales entre ellas la
Cinnamomum zeylanicum, Eugenia jambolana, Antidesma madagascariense, Cnidoscolus
chayamansa, Ruta graveolens y Citrus aurantium han probado tener efecto
hipoglucemiante en modelos animales bajo distintos métodos ( B. Sharma et al. 2008;
Figueroa-Valverde et al. 2009; Lin et al. 2011; Mahomoodally et al. 2012; Padilla
Camberos et al. 2013)

En el caso de la naranja agria, Sharma et al. (2008) demostraron que los extractos
alcohdlicos de cascara de C. aurantium disminuye los niveles de glucosa en sangre tanto de
ratas sanas como de ratas con diabetes inducida por alloxan, mientras que Figueroa et al.
(2009), determinaron que el extracto etandlico de hojas de naranjo agrio disminuye los
niveles de glucosa en sangre de ratones diabéticos a los que se les administra la muestra por
30 dias, tomando mediciones diarias. En la bibliografia consultada respecto a la lima (C.
limetta) solo hay evidencia de la inhibicion de las enzimas encargadas de la hidrolisis de los
carbohidratos en el tracto gastrointestinal, teniendo un efecto significativo en la inhibicion
de las mismas ( M. Sharma et al. 2008; Figueroa-Valverde et al. 2009; Padilla-Camberos et
al. 2014).

Se han llevado a cabo algunos estudios con ratones sanos a los cuales solo se les administra
una dosis elevada de algun disacarido para observar el comportamiento que tienen los
extractos naturales sobre la hiperglucemia de modelos animales sanos, encontrando en
todos los casos que hay una disminucion significativa de los valores en un periodo de
tiempo corto de 30 a 60 min, manteniendo un nivel de glucemia controlado a pesar de
consumir los disacaridos que podrian hacer que el raton presentara un pico de glucosa
elevado (Hien-Trung et al. 2007; Shirosaki et al. 2008; Mahomoodally et al. 2012), esto sin
duda es de vital importancia para personas con resistencia a la insulina que requieren evitar

estos picos de glucosa incluso cuando consumen alimentos ricos en glucosa.
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El mecanismo por el cual los flavonoides ejercen su accion hipoglucemiante todavia no se
ha determinado concretamente pero existen diversas teorias que muestran rutas diferentes.
Algunos autores han demostrado que existe una inhibicion de las enzimas encargadas de la
hidroélisis de los carbohidratos, tales como la a-glucosidasa y la a-amilasa que retardan la
absorcion de los carbohidratos ingeridos (Figueroa-Valverde et al. 2009; Gao et al. 2004;
Padilla-Camberos et al. 2014; Zhang et al. 2012)

Algunos autores que utilizaron modelos animales enfermos de diabetes mellitus tipo 2,
encontraron que administrar flavonoides disminuye la hiperglicemia debido a la
restauracion de las células B-pancreéticas lo cual ayuda a mantener la secrecién normal de
insulina (B. Sharma et al. 2008; Sharma and Bhat 2009; Mahmoud et al. 2012; Li et al.
2013; Unnikrishnan et al. 2014). También se ha demostrado que se lleva a cabo la
estimulacion de enzimas como la proteincinasa activada por adenosina monofosfato
(AMPK) vy los receptores activados por la proliferacion de peroxisomas (PPAR) que ayudan
a mantener un equilibrio entre la glucosa y los lipidos, que ademas inhiben las de sintesis
de glucosa y colesterol (van Dam, Naidoo y Landberg 2013; Jia et al. 2015). Ademas se ha
observado una estimulacién en los transportadores de glucosa como la proteina
transportadora de glucosa 4 (GLUT 4) que ayuda a normalizar los niveles, estimulando la
absorcion de glucosa por el musculo esquelético y las células adipocitas, ademas de la
disminucion de la gluconeogénesis debido a la disminucion en la actividad de enzimas
como la glucosa-6 fosfatasa o la fructosa-6-fosfatasa (Akiyama et al. 2009; Jung et al.
2006).

En numerosos estudios en los que se trata la hiperglucemia utilizan la acarbosa como
control positivo (Gholamhoseinian, Fallah y Sharifi far 2009; Shirosaki, Koyama y Yazawa
2008; Fang y Bhandari 2010; Priscilla et al. 2014). La acarbosa es un medicamento que
inhibe las enzimas alfa glucosidasas presentes en el borde epitelial del intestino delgado
disminuyendo la absorcion de glucosa debido a la disminucion en el rompimiento de los
enlaces glucosidico de carbohidratos complejos, disminuyendo también la liberacién de

hormona y el vaciado gastrico, debido a sus caracteristicas es ampliamente utilizado en el
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tratamiento de hiperglucemia (Derosa y Maffioli 2012; Gao et al. 2004; Shibao 2012;
Unnikrishnan et al. 2014).

Por otro lado, también se ha demostrado que los flavonoides disminuyen los niveles de
colesterol (Zhang et al. 2012). Este efecto se ha probado con diversos extractos de plantas
utilizados por la poblacion como curativas, como el estudio de Harnafi et al. (2008), que
demostro que los extractos de albahaca tienen un efecto hipocolesterolémico en ratones con
hiperlipidemia inducida por tiloxapol (triton WR-1339), el tiloxapol es un detergente no
ionico que inhibe la enzima lipoproteina-lipasa causando una hiperlipidemia aguda
(Ramchoun et al. 2012). El efecto hipocolesterolémico fue mayor para aquellos extractos
que demostraron contener flavonoides en comparacion con aquellos que no los contenian.
En otro estudio, Sharma et al. (2008), encontraron un comportamiento similar para ratones
con diabetes inducida por estreptozotocina (STZ) y alimentados con extractos ricos en
flavonoides de Eugenia jambolana. En los dos casos esta actividad podria ser debida a la
mejora en el catabolismo del colesterol LDL a través de los receptores hepaticos que se
eliminan por medio de &cidos biliares; de igual manera, se debe al aumento de la actividad
lipolitica de la enzima plasmaética lipoprotein-lipasa por accion de los flavonoides (Harnafi
et al. 2008; Sharma et al. 2008).

Majithiya et al. (2004) estudiaron el efecto hipocolesterolémico de la curcumina, un
condimento utilizado en la cocina hindld que contiene flavonoides, en ratones con
hiperlipidemia inducida por tiloxapol, encontrando una disminucion significativa en los
niveles de colesterol y triglicéridos ademéas de encontrar un aumento en los niveles de
colesterol HDL. Se cree que el mecanismo de accion fue mediante la movilizacion del
colesterol del tejido extra hepéatico donde se degradd debido a la activacién de la enzima 7-
a hidroxilasa estimulando la conversion de colesterol en cidos biliares (Majithiya, Parmar
y Balaraman 2004). De la misma manera Ramchoun et al. (2012), encontraron que
extractos de tomillo marroqui con flavonoides disminuyen los niveles de colesterol debido
a la disminucion en la fraccion LDL por el mismo mecanismo supuesto por Majithiya y col,
ademas encontrd6 que aquellos extractos que contenian Hesperidina aumentaban

significativamente los niveles de LDL.
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Por su parte, Hien-Trung et al. (2007) encontraron que el ginseng rojo, que contiene
compuestos antioxidantes, disminuye los niveles de colesterol y triglicéridos en ratones a
los que se les administro tiloxapol y observaron también que esta disminucién es inducida
gracias a sus saponinas y su fraccion polisacarida, aunque méas débilmente. Se cree que este
efecto es debido a la inhibicién de enzimas implicadas en la biosintesis de colesterol y
triglicéridos como 3-hidroxil-5metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA) o la colesterolacil-
transferasa (ACAT). En el 2013, Gayathri y col observaron el mismo comportamiento con
extractos polifendlicos de flor de adelfa utilizada tradicionalmente en la medicina china.
Esto concuerda con lo observado por Raasmaja en 2013 al administrar extractos de pomelo
a ratones obesos que fueron alimentados con una dieta alta en grasas y colesterol (Hien-
Trung et al. 2007; Gayathri, Ananthi y Vasanthi 2013; Raasmaja et al. 2013).

Otros autores han demostrado que la hesperidina y la naringina disminuyen los niveles de
colesterol utilizando ratones diabéticos o alimentados con dietas altas en grasas y que
ejerce su efecto hipocolesterolémico mediante la reduccién en la actividad de las mismas
enzimas, ademas al inhibir la ACAT se reduce la produccion hepética de apolipoproteina B
(apo B) contenido en las lipoproteinas (Miyake et al. 1998; Jeon et al. 2001; Jeong et al.
2003; Kim et al. 2003; Wilcox, Borradaile y Huff 2006).

Yao Nan y col. en 2014 encontraron que no hay una disminucion significativa de los
niveles de colesterol de ratones con hiperlipidemia inducida por tiloxapol que fueron
administrados con extractos polifendlicos de manzana aunque se observa una tendencia a
disminuirlos, mientras que los niveles de triglicéridos disminuyen significativamente, se
cree que se debe a la regulacion de los receptores PPAR (proliferacion de peroxisomas).
Por su parte Akiyama et al. (2009), encontraron una disminucion significativa en los
niveles de colesterol y triglicéridos de ratones con diabetes inducido, al administrarles
hesperidina y su aglicona en interaccion con ciclodextrina, ellos suponen que es debido a
que los flavonoides ayudan a controlar la expresiéon de genes codificantes para receptores
PPAR, que regulan la expresion de proteinas responsables de la acumulacion de
triglicéridos. Jung et al. (2006) encontraron que la naringina y la hesperidina tambiéen
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regulan la expresion de estos receptores (Jung et al. 2006; Akiyama et al. 2009; Yao et al.
2014).

El Unico estudio encontrado en la bibliografia consultada que evalua el efecto de los citricos
elegidos para esta tesis, sobre los niveles de lipidos, es el realizado por Sharma et al. (2008)
en el que estudian el efecto de la administracion de extractos alcohdlicos de C. aurantium a
ratas, encontrando que hay una disminucion de los niveles de colesterol total, triglicéridos,
LDL y HDL. Se cree que el efecto es debido al aumento en la secrecion de insulina de las
células B-pancreaticas que estimulan la biosintesis y la incorporacion de acidos grasos en el

higado y en el tejido graso ( Sharma et al. 2008).

Como ya se ha mencionado estos estudios se han realizado en modelo animal y en
pacientes sanos o con alguna complicacion menor, ambas vertientes se caracterizan por
suministrar extractos de frutos o los compuestos aislados, estos estudios estan enfocados a
nutracéuticos, que son aquellos compuestos aislados que se venden en forma de pildora,
extracto o comprimido, su principal caracteristica es que proporcionan compuestos
bioactivos en cantidades que exceden las que se pueden encontrar en los alimentos, sin
embargo, no se analiza el comportamiento de estos bioactivos dentro de una matriz
compleja como lo es un alimento y solo por estar presentes dentro del alimento se considera
que tendran el mismo efecto que un nutracéuticos, y se llama a este “alimento funcional”
pero se dejan de lado los demas factores que intervienen en la disponibilidad y en el

funcionamiento de estos compuestos.

Los aditivos alimenticios, son sustancias que se agregan a un alimento industrializado para
conferirles estabilidad fisicoquimica, microbiolégica y  caracteristicas sensoriales
deseables. Estos compuestos también tendran un efecto significativo en las interacciones
fisicoquimicas, un ejemplo de estos son las ciclodextrinas (CDS), que son oligosacaridos
derivados de la degradacion del almidon por ciertas bacterias como Bacillus macerans, que

estan constituidas por moléculas de glucosa unidas por enlaces glucosidicos a-(1,4)
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organizadas en forma de ciclo (Del Toro-Sanchez etal. 2010), son inocuas, no son
absorbidas en el tracto gastrointestinal alto y son completamente metabolizadas por la flora
microbiana del colon, lo cual le confiere posibilidades de utilizacion como aditivo o

protector de moléculas (Abramovi¢ et al. 2008).

Las CDS usadas mas ampliamente son o, B y Y (figura 12) que consisten en seis, siete y
ocho residuos de D-glucopiranosa, respectivamente, en forma de anillo cuyo exterior es
hidrofilico y la cavidad interior es hidrofébica formando un anillo de diferente tamafio, su
cavidad central es hidrofébica, mientras que la parte exterior es hidrofilica (Nguyen et al.
2013; Astray et al. 2009).

El anillo que constituye las CDS, en realidad es un cilindro conico y la cavidad esta
revestida por los atomos de hidrégeno y los enlaces glucosidicos. Los pares de electrones
no enlazables del oxigeno estan rigidos hacia el interior produciendo una alta densidad de
electrones esta parte tiene la capacidad de encapsular moléculas hidrofébicas (Hadaruga
et al. 2012; Del Valle 2004)

OH H 07,0 HAb
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Figura 12. Estructura quimica de a,8,y ciclodextrinas (Astray et al. 2009)
La solubilidad de la B-ciclodextrina es por lo menos 9 veces menos soluble (1.85 g/100 mL

a temperatura ambiente) en comparacion con otras CDS (14.5 g/100 mL y 23.2 g/100 mL
para ay Y CDS) (Astray et al. 2009; Abramovic et al. 2008).
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La union de la ciclodextrina con un compuesto produce cambios fisicos y quimicos para el
huésped, proporcionando al mismo: estabilidad contra oxidacion, luz y calor; una
modificacion de su reactividad quimica, una fijacion de moléculas muy volatiles, un
aumento de la solubilidad, y una proteccion contra la degradacion por microorganismos,
entre otras cualidades (Rezende et al. 2009; Del Valle 2004).

En la formulacion de alimentos se utiliza como protector de sabor debido a que algunas
moléculas caracteristicas del sabor son generalmente oleosas o liquidas y forman complejo
con la ciclodextrina facilmente; también se utiliza para la eliminacion de compuestos, por
ejemplo, el colesterol del huevo y de la leche, ademés se ha demostrado que ayuda a
mejorar la textura de productos carnicos y reduce acidez de algunos compuestos (Hedges
1998).

La formacidon del complejo también se ha aplicado a flavonoides con baja solubilidad (Dias,
Nikolaou y De Giovani 2008), para evitar su posible degradacion en el intestino delgado y
que la biodisponibilidad del flavonoide se mantenga en el intestino grueso que es donde
ejerce su mayor efecto biolégico (Rezende etal. 2009). Para poder entender como la

ciclodextrina favorece al flavonoide se necesita comprender el mecanismo de inclusién.

La habilidad de la CD de formar un complejo de inclusién esta en funcion de factores
estéricos y termodinamicos (figura 13). Las fuerzas impulsoras de la formacion del
complejo se atribuyen a la eliminacion de moléculas de agua de la cavidad hidrofobica, y a
la formacion de interacciones de van der Waals, hidrofobicas y de puentes de hidrogeno
(Xu et al. 2007).
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3 G

Figura 13. Los tres tipos de complejo de inclusion con relacién estequiométrica (Song et al. 2009)

Existen tres modos comunes de complejos de inclusion como se muestra en la figura 13,
que corresponden a la relacion estequiométrica 1:1, 1:1 y 2:1 ciclodextrina:huésped. La
presentacion de una estructura de sandwich, se debe a puentes de hidrogeno
intermoleculares entre dos CD obteniendo un encapsulamiento del huésped (figura 14). El
complejo de inclusion y las interacciones de encapsulacion conviven a la par (Song et al.
2009).
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2(CD)(H20), (CD)2(G)2(H20)e
0
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2(CD)(H>0), (CD)2(G)3(H20)y

Figura 14. Interacciones de encapsulacion que acompafan al complejo de inclusion
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La poblacion se ve en la necesidad de dejar de consumir la gran cantidad de calorias que
aporta la sacarosa y sustituirla con un nivel de dulzor similar pero con una menor cantidad
de calorias, para lo cual se necesitan los edulcorantes no caléricos. Es por esto que las
empresas encargadas de la formulacion de nuevos productos alimenticios requieren
adicionar a los alimentos, ademéas de compuestos como la ciclodextrina que ayudan a dar
estabilidad, compuestos como la sucralosa, que ayudan a disminuir la carga calorica (Ng,
Slining y Popkin 2012).

La sucralosa se elabora por la sustitucion selectiva de tres grupos hidroxilo de la sacarosa
(azGcar comun) por tres atomos de cloro (figura 15). Es aproximadamente 600 veces mas
dulce que la sacarosa, tienen gran estabilidad a la degradacion acida, a las altas
temperaturas (no méas de 200°C) asi como también a la hidrolisis enzimatica (Molinary y
Quinlan 2012). Su estabilidad quimica la hace muy versétil y se puede utilizar en distintos
procesos de produccién de alimentos, ademas sus caracteristicas fisicoquimicas le confieren

resistencia a la digestion y por tanto no se considera como fuente de energia.

En el cuerpo humano, no es acumulable y no es toxica si se consume 15mg/kg de peso, lo
cual tomando en cuenta que es 600 veces mas dulce que la sacarosa es poco probable que
un humano lo consuma en cantidades toxicas (Tollefsen, Nizzetto y Huggett 2012).

HO

OH
Cl HO, S
o) cl

Figura 15. Estructura quimica de la sucralosa (Molinary y Quinlan 2012)

Las caracteristicas fisicoquimicas de la sucralosa son muy importantes, es un polvo

cristalino blanco, practicamente inodoro que es facilmente soluble en agua y tiene una alta
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temperatura de fusién (125°C). El compuesto tiene baja presion de vapor (20°C: <
1mmHg), y el coeficiente de particién aire-agua (-16.8) que mejoran la estabilidad y
presencia del compuesto en agua (solubilidad en agua: 282g/l). La sucralosa se hidroliza
lentamente a los dos monosacaridos 1,6-dicholorofructose (1,6-DCF) y 4-clorogalactosa (4-
CG) en condiciones &cidas graves y la formacion es por lo tanto poco probable que ocurra
en los escenarios de exposicion normales (Tollefsen, Nizzetto y Huggett 2012).

Debido a las caracteristicas estructurales y fisicoquimicas de los compuestos mencionados
hasta hoy la interaccion entre estos ingredientes dentro de una matriz compleja es muy

probable.

Los alimentos son sistemas termodinamicamente inestables, compuestos por ingredientes
incompatibles en un medio de suspension, con interacciones inter-particulas diversas y cuya
naturaleza cambia a través del tiempo. Dependiendo del alimento, los ingredientes pueden
interactuar fisica y/o quimicamente con ellos mismo, con otros ingredientes y con el medio
de suspension. Estas interacciones dictan las propiedades de textura, estructura y

sensoriales del alimento (Chakrabarti 2006).

Al obtener un jugo de citricos, el primer fendmeno que ocurre es la disrupcion de la pared
celular, liberando de las vacuolas los ingredientes acuosos, dejando un jugo opaco en el que
se pueden suponer interacciones de los componentes de la pared celular con el jugo
contenido dentro de las vacuolas. Estas interacciones le dan al producto un sabor, textura,
olor y apariencia distinta al que se podia percibir cuando el fruto estaba entero, y estan

influenciadas por factores fisicos y quimicos (Le Bourvellec y Renard 2012).

Estas interacciones pueden incluir fenémenos fisicos, tales como un cambio en el estado de
la materia pero sin cambio molecular interno, que pueden llevarse a cabo durante o después
de la manufactura del producto, siendo éstos la adsorcion, absorcién, evaporacion, secado

y reduccion del tamafio de particula, ademas de fendmenos de transporte (Kilara 2006).

Ademaés pueden llevarse a cabo interacciones quimicas mediante la formacion de enlaces

qguimicos (covalentes) entre distintas clases de constituyentes moleculares de los alimentos
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como las proteinas, lipidos, carbohidratos, minerales y vitaminas o entre el alimento y el

material de empaque en el que esta contenido.

De igual manera existen interacciones fisicoquimicas, estas tienen un origen intermolecular
y afectan las caracteristicas fisicas del producto, esto puede ser la formaciéon o
desestabilizacion de espumas, emulsiones, geles, etc (Kilara 2006). Hay distintos tipos de
interacciones intermoleculares como la ion-ion que son aquellas que se dan entre iones de
igual o distinta carga, se les conoce como puentes salinos y son frecuentes entre enzimas y
su sustrato, otro ejemplo es las interacciones ion-dipolo que son las que se llevan a cabo

entre un ion y una molécula polar como la dilucién de NaCl en agua.

Las interacciones mas abundantes y con un impacto significativo en las caracteristicas

fisicoquimicas, sensoriales y nutricionales del alimento son:

e Interacciones hidrofébicas
e Fuerzas de van de Walls
o Puentes de hidrogeno

Las interacciones hidrofébicas, se dan cuando las regiones hidrofébicas de las moléculas
tienden a interactuar con las hidrofilicas por medio de la atraccion entre cargas opuestas,
por ejemplo: en la formacion de un coloide, la fase dispersa, ya sea hidrofébica o
hidrofilica, se rodea en su superficie interna de una capa de carga opuesta a la de la fase
dispersante (figura 16). La fase dispersa tiende a incrementar el orden de las moléculas de
la fase dispersante disminuyendo asi la entropia de la fase dispersante y por consiguiente

generando estabilidad a la solucion (Fennema 2008).

Las fuerzas de Van der Waals engloban colectivamente las fuerzas de atraccion entre
moléculas (Contreras 1994), y son las interacciones dipolo inducido-dipolo inducido,
dipolo-dipolo inducido y dipolo-dipolo. Cuando se unen dos atomos no polares se forma
una nube de electrones alrededor de estos compuestos aparentemente homogénea, sin
embargo, estos electrones permanecen en movimiento y en un instante dado pueden perder
la simetria generando un dipolo temporal inducido, este &tomo inducira un dipolo temporal
en la molécula vecina generando una interaccion dipolo inducido-dipolo inducido. Las

moléculas polares tienen por naturaleza una distribucion asimétrica de electrones debido a
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que estan formadas por dtomos de distinta electronegatividad por tanto se dice que tienen
un momento dipolar permanente, la interaccion electrostatica entre estos momentos
dipolares se conoces como dipolo-dipolo, cuando el dipolo permanente de una molécula
interactta con su mas inmediata vecina induciendo en esta un momento dipolar adicional
en las moléculas del entorno (ademas del suyo propio), origina la interaccion dipolo-dipolo
inducido (Casabé i Gispert, 2007).
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Figura 16. Interacciones hidrofébicas

Una de las interacciones de fuerzas de van de Waals méas importante es la formacion de
puentes de hidrégeno, esta es una interaccion de tipo dipolo-dipolo y se produce cuando el
atomo de hidrogeno esta unido covalentemente a otro &tomo que sea muy electronegativo y
con mas electrones para compartir, que los necesarios para interactuar con el hidrogeno
(doblete electronico), el enlace que se forma es muy polar y el hidrégeno es un centro de
cargas positivas que sera atraido hacia los pares de electrones sin compartir de los &tomos
electronegativos de otras moléculas. Un ejemplo muy comun es el agua, el oxigeno tiene 4
pares de electrones de valencia distribuidos en los cuatro orbitales hibridos sp?, dos de ellos
enlazan con los atomos de hidrogeno y los otros dos son no enlazantes, los puentes de
hidrogeno se forman entre uno de los pares de electrones del oxigeno y el atomo de
hidrogeno de una molécula de agua vecina pudiendo asi formarse dos puentes de hidrégeno

por molécula de agua, por tanto, el oxigeno estard rodeado por cuatro moléculas de
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hidrégeno distribuidos tetraédricamente a su alrededor (figura 17). Estas interacciones son
fuertemente direccionales y su fuerza radica en la abundancia de las mismas (Casab0 i
Gispert 2007). Todas estas interacciones impactaran en la matriz alimentaria dando

distintas caracteristicas al producto.

(a) (b)

Figura 17. Formacion de puentes de hidrogeno en moléculas de agua

Algunas interacciones son deseables y ayudan a aumentar la calidad, mientras que otras son
indeseables y pueden afectar la calidad del alimento, saber si son 0 no deseables para el

alimento dependeréa del sustrato y del uso previsto del producto final (Kilara, 2006).

Factores fisicos como el pH, la temperatura y la humedad afectan la intensidad de las
interacciones. Un claro ejemplo del efecto de estos factores es la interaccion de las
proteinas con los distintos componentes de un alimento, su solubilidad afecta las
interacciones con otras moléculas, esta solubilidad depende casi por completo del pH, y
para casi todas las proteinas el punto de menor solubilidad es el punto isoeléctrico (Kilara,
2006).

Las propiedades sensoriales deseables de alimentos como sopas, salsas y bebidas son
derivadas de la viscosidad, esta es altamente dependiente del tipo de soluto y la
concentracion. Las proteinas y los polisacaridos aumentan la viscosidad, a bajas

concentraciones, dependiendo del tamafio, forma, flexibilidad e hidratacion de la proteina
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en cuestion. Factores ambientales como el pH, fuerza ionica y temperatura también afectan
la viscosidad (Kilara 2006).

La reaccion més estudiada es la de Maillard, la reactividad entre el grupo amino de
aspargina y el grupo reductor de los azucares, estan implicados en la formacion de
acrilamida en los alimentos con almidon sujetos a altas temperaturas. La reaccion de
Maillard ocurre durante el proceso de almacenamientos de los alimentos. Este efecto puede
ser deseable en la produccion de sabores y color, o puede ser indeseable en ciertos casos

cuando las propiedades nutrimentales son afectadas.

En los productos de panificacion como pastas y cereales, las caracteristicas de sabor y
textura se deben a la interaccidn proteina-almidon. Las interacciones en los hidrocoloides o
polisacaridos de alto peso molecular se aprovechan para estabilizar diversas formulaciones
de alimentos. Los hidrocoloides y los polisacaridos interactdan con las proteinas formando
soluciones solubles o insolubles. La formacion de complejo interpolimérico ocurre a
valores de pH por debajo del punto isoeléctrico de la proteina y a baja fuerza ionica.
Polisacaridos que contienen grupos carboxilo en un rango de pH de &cido a neutro tienen
una carga negativa, estos factores son los que propician la interaccion proteina polisacarido
por medio de atracciones electrostaticas (Kilara, 2006).

Los fenoles estdn presentes en gran variedad de alimentos como café, cerveza, frutas y
tienen impacto en la astringencia de distintos tipos de productos como el vino tinto, que

cuando estos interacttan con las pectinas disminuye su astringencia (Renard et al. 2001).

La interaccion de los edulcorantes con otros ingredientes también es importante para la
formulacion de alimentos. Los edulcorantes interactian con los alimentos de numerosas
formas, estos pueden ser utilizados para productos con mejor sabor y menor aporte
calorico, ademas sirven para enmascarar notas indeseables de los alimentos, pueden
interactuar con las proteinas para formar distintos sabores, aromas y gusto en los alimentos,
también influyen en el punto de gelatinizacién del almiddn, que impacta en la produccion y
procesamiento de productos de panificacion y en algunos productos de confiteria (Helstad,
2006)
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Las pectinas son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria como espesantes, para
la formacion de geles termorreversibles, especialmente en preparados de frutas,
mermeladas y yogurts. Las interacciones entre pectinas y compuestos de sabor son
causados por el incremento en la viscosidad que limita el fendmeno de difusion del
compuesto volatil llegando incluso a suprimir la intensidad del sabor (Rega et al.,2002).
Una solucién acuosa con solo 1% de pectina reduce significativamente la liberacion de
sustancias relativamente polares, altamente volatiles y de bajo peso molecular como los
compuestos aromaticos de las frutas. La pectina es una molécula ionica por sus grupos
carboxilo y debido a esto su funcion como espesante depende fuertemente del grado de
esterificacion, la disociacion de sus grupos carboxilo libres, pH, asi como la presencia de
iones de metal bivalentes como Ca®*, Mg?*, Zn?*, Fe®". El incremento en la viscosidad se
debe a la formacion de puentes entre moléculas de pectina promovidos por la adicion de
iones Ca?*, en ausencia de estos iones la interaccion se lleva a cabo por la formacién de

puentes de hidrogeno (Preininger, 2006).

Debido a los puntos antes mencionados, las interacciones fisicoquimicas entre los
ingredientes de un producto alimenticio tendran un alto impacto en las caracteristicas
fisicas del producto final, dando a éste, caracteristicas que influiran en sus propiedades

nutricionales, su estabilidad fisicoquimica y en la aceptacion o rechazo por el consumidor.

Como ya se ha mencionado, las caracteristicas de la matriz alimentaria influyen en la
absorcion de los flavonoides, como consecuencia de las interacciones covalentes y no
covalentes entre polifenoles y macromoléculas (proteinas y polisacaridos), las cuales
dependen de sus estructuras quimicas, composicion y fuerza idnica del medio, temperatura
y pH. En los alimentos las interacciones covalentes aparecen después de una oxidacion
(enzimatica o no enzimatica), y los polifenoles son sustancias muy sensibles a la oxidacion.
Las no covalentes son en gran parte el resultado de una combinacion de puentes de

hidrogeno e interacciones hidrofobicas (Le Bourvellec y Renard 2012).
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Se sabe que los flavonoides se encuentran en un ambiente rico en polisacaridos dentro de
los frutos y que es durante el proceso de elaboracion de alimentos donde la destruccion de
los tejidos vegetales multiplica los contactos entre polisacaridos y flavonoides (Watrelot
et al. 2013), por lo tanto, los componentes celulares de la fruta estdn muy relacionados con
las interacciones fisicoquimicas de los flavonoides; el componente mas conocido de la
pared celular es la celulosa, los no celul6sicos son la pectina y la hemicelulosa (Fry 2011).
Como ya se ha descrito con anterioridad, los flavonoides se encuentran presentes en la
naturaleza como compuestos glucosilados; existen varios estudios que nos hablan de la
interaccion de estos compuestos con los polisacéridos y la pared celular, se abordaran

algunos a continuacién:

Mazzaracchio et al. (2004) llevé a cabo un estudio para observar el comportamiento de
algunas de las principales antocianinas al interactuar con algunos compuestos organicos
como 4&cidos lacticos, galacturdnicos, tanicos, fenolicos ademas de pirogalol, furfural,
pectina, celulosa y lignina hidrolitica, todos estos presentes en los productos alimenticios.
También se estudio el efecto del pH, debido a que en los alimentos este cambiara y por
ende las interacciones seran distintas. Las interacciones se midieron por medio de
espectrofotometria UV-Visible los cambios de absorbancia en un rango de longitud de onda
considerando un blanco con la antocianina sola y después combinandola con las
compuestos organicos a estudiar a los rangos de pH establecidos (3, 4.3), los resultados
encontrados mostraron que los monoglucésidos son excelentes reductores de antocianinas a
pH 3 cuando estan en forma de catién, la pectina de la manzana con alto nimero de grupos
metoxilos forma interacciones hidrofobicas débiles con los grupos hidroxilo del anillo “B”

antocianina (Mazzaracchio et al. 2004)

Existe una serie de estudios sobre interacciones, realizados desde 2001 hasta 2005 en los
que se evaluo la conservacién de polifenoles de la manzana después de la obtencion de
sidra, ya que en este producto, es deseable que estén libres en cierta medida pues son los

responsables de la ligera astringencia, en la sidra elaborada en Francia, la astringencia es un
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atributo de calidad. Los resultados demuestran que el perfil de polifenoles de la sidra es
diferente del de la fruta de la que se partid, los investigadores atribuyen ese cambio, a las
interacciones fisicoquimicas (fuerzas de Van-der Walls, puentes de hidrogeno) (Le
Bourvellec y Renard 2005; Le Bourvellec et al., 2004; Renard et al. 2001).

LeBourvellec et al. (2005), realizaron una investigacion en soluciones modelo de
polisacaridos, con el fin de evaluar el efecto del tipo de poliscarido en la interaccion
procianidina/pared celular. Encontraron mayor afinidad de las procianidinas por las
pectinas y lo atribuyeron a que la pectina tiene la capacidad de desarrollar una red tipo gel
que tienen que formar zonas hidrofébicas capaces de encapsular a la procianidina (Le
Bourvellec y Renard, 2005).

Para la determinacion de interacciones, también se ha usado la cromatografia de liquidos de
alta resoluciéon (HPLC) y cromatografia de capa fina (TLC), que son métodos indirectos y
se basan en la separacién de una mezcla de compuestos por medio de la diferencia de
afinidad de dichos compuestos por dos fases de diferente polaridad. Gracias a que los
polifenoles tienen una afinidad especial por la celulosa, estos pueden separarse de una
mezcla o desligarse de un complejo por TLC y ha sido utilizado para determinar el orden de

unién de los polifenoles complejados con celulosa (Le Bourvellec y Renard, 2012).

Se ha observado con anterioridad que los flavonoides se unen a la pectina (Watrelot et al.
2013; Maier et al. 2009; Le Bourvellec, Guyot y Renard 2004), y que dicha interaccion
influye en algunas caracteristicas sensoriales (astringencia y turbidez) de algunas bebidas
(Watrelot et al. 2013), asi como en la biodisponibilidad mediante la posibilidad de que el
complejo con el polisacéarido llegue al intestino para su posterior degradacion por las
bacterias de la flora intestinal (Padayachee et al. 2012), sin embargo, la informacion sobre

el mecanismo de formacion de dichas interacciones no esta esclarecido.
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Los datos obtenidos de la interaccion entre flavonoides y pectinas en su mayoria fueron
realizados con la suspension de las paredes celulares en tampdn acuoso y demostraron la
unién no covalentes de flavonoides con los polisacaridos de la pared. Estos estudios tienen
importancia ya que se obtiene un gran contenido de flavonoides en los jugos de frutas sin
que este contenido sea mayor al encontrado en el fruto sin procesar (Leopoldini et al.,
2007; Kroon et al. 2004). En estudios como los llevados a cabo por Renard et al. (2001)
se observd que la unidn es rapida y espontanea y que implica interacciones débiles, en su
mayoria interacciones hidrofobicas y la formacion de puentes de hidrogeno. Watrelot et al.
(2013) confirman estas afirmaciones, sugiriendo que las interacciones son dirigidas por la
entropia y ademas de las interacciones ya mencionadas habré fuerzas de expansion,
desolvatacion y cambios conformacionales. Watrelot también propone que hay factores
como el tipo, tamafio, forma, movilidad conformacional y flexibilidad del flavonoide
(procianidina) y las caracteristicas estructurales y conformacionales de la pectina influyen
en la intensidad de la interaccion, esto fue detectado mediante calorimetria de titulacion

isotérmica y la densidad dptica.

En estudios méas recientes realizados en Europa, se intenta utilizar el conocimiento que
existe sobre la formacion del complejo entre polifenoles y polisacaridos para el desarrollo
de nuevos productos donde se utilicen las antocianinas como colorantes naturales en
alimentos para nifios, un claro ejemplo son los trabajos de Buchweitz et al. (2013) y
Maier et al. (2009), en donde buscan conocer las interacciones de las antocianinas con los
ingredientes alimentarios como co-pigmentos, azUcares, acido ascérbico y enzimas en la
estabilidad del pigmento. Ellos sugieren que una asociacion intermolecular entre los grupos
carboxilicos y antocianinas puede mejorar la estabilidad del flavonoide (Maier et al. 2009;
Buchweitz et al. 2013).

Por otro lado, en un ensayo hecho por Sivam et al. 2012 se determinaron interacciones
entre polifenoles y polisacaridos en un medio sélido, para ello se formuld un producto de
panificacion en el cual se demuestran los efectos de afiadir extracto de polifenoles y
pectina, asi como la cantidad de agua utilizada para la formulacion en el pan de la
estructura secundaria de la proteina. La adicion de polifenoles y pectina al pan resulto en

una mayor firmeza de la miga y la disminucion de la concentracion de S-H libre, esto
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gracias a la presencia de polifenoles polares y sus productos de oxidacion/ degradacion
mejorando la union hidrofilica (incluyendo H unioén con agua) durante la fabricaciéon de
pan, lo que limita el agua disponible para retrogradacion del almidon.

Sivam et al. (2012) observaron que la microestructura del pan esta estrechamente asociada
con el tipo de polifenol afiadido, la pectina y la cantidad de agua utilizada para la
formulacién de pan (Sivam et al. 2012)

Todos estos mecanismos de interaccion se deben a que los flavonoides poseen diferentes
estructuras quimicas cada una con distinta polaridad ademéas de tener mdaltiples grupos
hidroxilo que pueden actuar como sitios para la conjugacion a azlcares, &cidos 0 grupos
alquilo (Sivam etal. 2012; Panouillé et al. 2006); ademas, las interacciones
intermoleculares tienen como uno de sus componentes fundamentales un comportamiento
electrostatico. Las fuerzas electrostaticas tienen un rango de accion relativamente amplio, el
mismo que involucra las distancias de contacto (radio de Van der Waals) de las moléculas,
siendo importantes para determinar las posibilidades de acercamiento o repulsion de las
mismas. Uno de los indices méas conocidos para determinar este componente es el llamado
potencial electrostatico molecular (por sus siglas en inglés, MEP), que es el resultado de la
densidad electrénica alrededor de la molécula. Esta propiedad determina la polaridad
molecular alrededor de una céscara ubicada a una distancia dada de los ndcleos atomicos.
Esta propiedad fue medida para el caso de algunos polifenoles por Salazar y Palacios
(2011) mediante un estudio de MEP’s y otro de dindmica molecular, para estudiar la
influencia del grado de hidroxilacion y la estereoquimica molecular en la capacidad de
formacion de puentes de hidrégeno de los polifenoles, usaron como base, la quercetina y la
fisetina. La genisteina y la floretina permitieron establecer contrastes adicionales respecto a
la estereoquimica molecular. Es decir, conocer la orientacion de los planos moleculares y
sus ramificaciones. Las moléculas de los &cidos caféico y ferulico permitiran entender el rol
del grupo metoxi. Observaron que los estudios mecano-cuanticos al inicio son cruciales
para entender la estructura y propiedades moleculares. La densidad electronica alrededor
del anillo B en las moléculas de quercetina y fisetina explicaria la mayor reactividad
antioxidante de estas moléculas y en dichas regiones. La presencia del enlace C2-C3 junto
con la funcion 4-oxo y el grupo 3-OH, en el anillo C de estas moléculas, confieren
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caracteristicas importantes sobre la deslocalizacion electrénica, la planaridad molecular y
un potencial electrostatico importante en las propiedades antioxidantes de estas moléculas
(Salazar y Palacios 2011).

Hay muy poca informacidn acerca de las interacciones entre ciclodextrina y flavonoide, se
sabe que durante la formacion del complejo las propiedades fisicoquimicas tanto de la
molécula huésped como de la ciclodextrina cambian. Una manera de evidenciar estas
uniones es por espectrofotometria UV-VIS; Tang et al. (2002) demostraron que hay
cambios en la absorbancia al combinarse con la f-CD que indica un blindaje parcial de los
electrones excitables y cromdéforos en la cavidad de la ciclodextrina ademas, los resultados
que obtuvieron con espectroscopia infrarrojo (IR), proponen que existe un complejo
curcumina/pB-ciclodextrina y las interacciones entre ellos son de tipo no covalentes como
fuerzas de van der Waals, puentes de hidrdgeno e interacciones hidrofébicas, lo cual
disminuye la energia de la parte de la curcumina incluida, lo que se verd reflejado en la

disminucion de su frecuencia de absorcion (Tang et al. 2002).

Estas uniones también se pueden explicar termodindmicamente, ya sea por calorimetria
diferencial de barrido o por solubilidad de fases; Nguyen et al. (2013) afirman que hay un
cambio negativo en la entalpia que indica que el proceso de interaccion es exotérmico
mientras que la magnitud del cambio sugiere que se necesita poca energia, respecto a estos
cambios, se refleja que se incluye el desplazamiento de agua de la cavidad de la B-CD por
una molécula més hidrofdbicas (rutina), por lo que aumentan las interacciones de baja
energia como los puentes de hidrdgeno, fuerzas de van-der Waals entre otras. Estas
afirmaciones son sustentadas por el estudio de solubilidad de fases de Liu et al. (2013) que
aplicaron la ecuacion de Van Hoff y demostraron que la reaccién de formacion del
complejo es espontanea y que hay una menor estabilidad del complejo cuando aumenta la
temperatura (Liu et al. 2013; Nguyen et al. 2013).
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Algunos otros métodos utilizados para medir la formacién de complejo
flavonoide/ciclodextrina son los métodos espectroscopicos como: Fluorescencia,
Espectrometria de Masas, Resonancia Magnética Nuclear (RMN) ademas de la inhibicion

enzimatica (Le Bourvellec y Renard 2012; Alvarez-Parrilla et al.,2005)

En el estudio realizado por Li et al. (2012) se utilizan los métodos de fluorescencia y RMN,
donde, resulta que el espectro de fluorescencia sugiere que la B-CD ofrece al flavonoide de
una cavidad con un ambiente apolar por lo que aumenta la florescencia del mismo mientras
que el RMN muestra que hay un desplazamiento quimico més largo de los H3, H2", H6" al
estar en complejo con la B-CD lo que indica que se encuentran dentro de la cavidad
mientras que los H3", H4", H5" se encuentran fuera de la cavidad (figura 18) (Li, Chao y
Zhang 2012).

Figura 18. Complejo de inclusion g-CD y flavonoide

Otro aspecto que influye en la formacion de complejo es la estructura del flavonoide,
debido la manera como se introducira en la ciclodextrina dependiendo de la estequiometria.
Tang et al. (2002) proponen que la estructura aromatica de cada curcumina es la que se
introduce en la B-CD, lo cual se confirmo por espectroscopia IR; también, pareciera que el
anillo B es el que més interacciona esto es confirmado por NMR en los estudios realizados
por Julian et al. (2007), Dias et al. (2008) y Liu et al. (2013) (Jullian et al. 2007; Dias,
Nikolaou y De Giovani 2008; Liu et al. 2013).
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Cabe destacar que esto depende completamente de las caracteristicas del flavonoide,
moléculas como la curcumina que por ser un flavonoide grande forma un complejo 2:1
teniendo todas sus estructuras aromaticas dentro de la B-CD (Tang et al. 2002) o la rutina,
que sugiere que el anillo A es el que se encuentra en complejo debido a que el anillo B
presenta un impedimento estérico por dos grupos azlcar (Nguyen et al. 2013), otro claro
ejemplo es la neohesperidina que forma complejo con el anillo terminal isovanillina
(Caccia et al. 1998), existe una interaccion significativa entre las unidades de ramnosa de

este mismo flavonoide con la cara externa de la -CD (Malpezzi et al. 2004).

Otro parametro muy importante es la capacidad antioxidante que como ya se habia
mencionado con anterioridad, depende de la capacidad del flavonoides de donar hidrogeno;
en el estudio propuesto por Nguyen et al. (2013), hay un aumento en la capacidad
antioxidante que se puede atribuir a la formacion de uno o méas puentes de hidrogeno; el
grupo hidroxilo de la rutina forma el puente con algunos atomos electronegativos de la
ciclodextrina, lo cual debilitara el enlace covalente del grupo hidroxilo convirtiéndolo en un
excelente donador de protones. El aumento en la capacidad antioxidante también se asocia
con el aumento de la solubilidad ya que los compuestos hidrofébicos no estan disponibles
por si solos en soluciones acuosas, pero en complejo, su disponibilidad cambia (Nguyen
etal. 2013).

Otro estudio en el que se utiliza DPPH para medir la capacidad antioxidante de harinas de
papa, demostro que las harinas encapsuladas en comparacion con aquellas no encapsuladas
tienen una mayor capacidad antioxidante, un mayor contenido total de polifenoles, debido a
que al agregar la maltodextrina al principio del proceso inactiva la polifenoloxidasa durante
el proceso de elaboracion de la harina que es la que se cree, es responsable de la perdida de
los polifenoles en los procesos térmicos (Ahmed et al. 2010)

Hoy en dia hay muy pocos analisis que midan u observen de manera directa las

interacciones fisicoquimicas, algunas de ellos son: laser pulsado (Leitner et. al.,2008), vista

directa o fotos con microscopio electronico o de fuerza atémica, ademas de la
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espectroscopia infrarroja, en el caso de esta investigacion, la espectroscopia infrarroja no se
puede aplicar porque la gran cantidad de agua presente en la muestra representaria un ruido

importante en los resultados.

A pesar de la gran cantidad de metodologias existentes actualmente hay muy pocos
estudios que analicen las interacciones fisicoquimicas entre la matriz de un alimento y sus
compuestos biofuncionales. En los citricos primordialmente se encuentran investigaciones
que se enfocan a analizar interacciones al encapsular o aislar ciertos compuestos,
principalmente volatiles relacionados con el aroma. Por otro lado, ninguno de estos estudios
ha tratado de relacionar el impacto de las interacciones fisicoquimicas de un alimento

funcional con el efecto bioldgico in vivo.
Para esto, como ya se ha mencionado, se pueden emplear metodologias directas o

indirectas, las metodologias planteadas en este proyecto de investigacion se describen a

continuacion
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13. Procedimientos o métodos

13.1 Implementacién de los métodos de medicidon de variables de respuesta y
evaluacion de los jugos frescos y de la férmula seleccionada, obtencion de
parametros a emplear en las soluciones modelo.

13.1.1 Disefo experimental

Se utiliz6 un disefio multifactorial en donde las variables de estudio fueron:
Jugos de citricos:

e Procesamiento: fresco y pasteurizado

e pH: natural (lima 5.6 y naranja agria 2.7) de procesamiento (lima 5 y naranja agria
4).

e Polisacarido: adicion de B- CD y sin - CD

e Edulcorante: solo en el caso de jugo de naranja agria con y sin sucralosa

Se llevaron a cabo un total de 24 experimentos para simular el comportamiento de un jugo
industrializado

Sistema modelo:

e Tipo de flavonoide: tres niveles (dos de cada citrico y la mezcla de estos)

e pH:en el caso de la lima se utiliz6 5 y 5.5 mientras que en el caso de la naranja
agria2.6y4

e Temperatura: ambiente (25°C) y pasteurizacion (90°C por 90 segundos)

e Tipo de polisacarido: pectina, B-ciclodextrina y pectina/B-ciclodextrina

e Edulcorante: solo en sistema modelo de naranja agria con y sin sucralosa

Se llevaron a cabo un total de 432 soluciones modelo de las cuales 144 pertenecieron al
sistema modelo de lima y 288 al sistema modelo de naranja agria

La estrategia se baso en la suposicion de la disponibilidad del flavonoide para interactuar
con los reactivos, se cree que si hay una disminucion de capacidad antioxidante y
concentracion de flavonoides en las soluciones modelo, esta disminucion sera debida a que
se generd una interaccion con el polisacarido.

Las variables de respuesta en el caso de los jugos fueron:

v’ Caracterizacion de los jugos ( pruebas fisicoquimicas)
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Cantidad de pectina

Cantidad de flavonoides totales

Capacidad antirradical

Identificacion y cuantificacion de flavonoides (cromatografia de capa fina 'y
cromatografia liquida de alta resolucion).

v' Efecto bioldgico (hipoglucemiante e hipocolesterolémico) en modelo animal

RS

Mientras que en las soluciones modelo se midieron cambios en:

v" Contenido de flavonoides totales

v' Capacidad antirradical

v Contenido de flavonoides libres (cromatografia liquida de alta resolucion)

v' Efecto bioldgico (hipoglucemiante e hipocolesterolémico) en modelo animal
Todas las pruebas se realizaron por triplicado y se analizaron estadisticamente por medio de
una prueba ANOVA multifactorial utilizando el software Statgraphics centurion XVI®
tomando como nivel de significancia, para cada variable de estudio, valores de Py <0.05,

se presentan los valores promedio + desviacion estandar.

Las caracteristicas del jugo dependeran de la composicion, las propiedades fisicas y las
propiedades fisicoquimicas de la materia prima empleada para su elaboracion,. Las pruebas
mas comunes ademas de la determinacidn el rendimiento del citrico, el contenido de

solidos solubles (°Bx), pH, y acidez titulable relacionados con la madurez (Kimball 1999).

Solidos solubles (°Brix).- Se utilizé un refractometro en el cual se coloc6 1 gota de muestra
entre 1 lente y el prisma del refractémetro. El equipo funciona de la siguiente manera: la
luz atraviesa primero una lente de vidrio esmerilado que dispersa la luz de manera uniforme
en todas direcciones, la luz dispersa penetra a continuacién en la muestra y es refractada en
la superficie del prisma sobre la que esta situada la muestra, el grado de refraccién
dependera de la concentracion de solutos dentro de la muestra y equivale a la concentracion
de azucares, sin embargo, ya que la materia soluble de los jugos no se compone
exclusivamente de hidratos de carbono en este caso se considera como sdlidos solubles
(Kimball 1999).
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pH.- se midié mediante un potencidmetro cuyo fundamento es la diferencia de potencial
que se genera entre dos electrodos sumergidos en una solucion donde hay una
concentracion dada de iones, un electrodo se utiliza como referencia (generalmente de

plata/cloruro de plata) y el electrodo de vidrio que es sensible al ion de hidrogeno.

Acidez titulable.- Esta técnica, a diferencia del pH, determina la concentracion total de
hidrégenos acidos, independientemente si estdn en forma libre o no, se pesan 5g de muestra
agregando 50ml de agua y 3 gotas de fenolftaleina (1% en etanol y agua) como indicador
para despues titular con solucion valorada de hidroxido de sodio (NaOH) al 0.1N y calcular

el porcentaje de acidez con la siguiente formula:

(V de NaOH)(Eq del acido)(N)(100)
g muestra

% de acidez =

Donde V de NaOH es el volumen gastado en la titulaciéon, Eq del &cido se refiere a los
equivalentes quimicos del acido que para el acido citrico es 0.64Eqg, N se refiere a la

normalidad de NaOH con la que se titulo.

La pectina se encuentra principalmente en la materia opaca o pulpa centrifugable del jugo y
corresponde aproximadamente al 5% del mismo y solo el 15% de éste es protopectina, por
lo tanto, se utilizd la metodologia propuesta por Kimball en 1999 para determinar la

cantidad de pectina presente en el jugo fresco.

El jugo se extrajo mediante un exprimidor “Moulinex® vita press 1000”, una vez extraido
se tom6 un volumen determinado (25ml) y se filtr6 a vacio en papel filtro Whatman
numero 50 para después centrifugar a 18138g por 15 minutos para eliminar cualquier
materia insoluble presente en el jugo, se retird el sobrenadante y se pesé el residuo para

sacar el porcentaje de materia insoluble en agua por medio de la formula:

(g de pulpa x 100)
ml de jugo

% de materia insoluble =
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Del porcentaje obtenido mediante la formula, para la elaboracion de las soluciones modelo
se tomo en cuenta que solo el 5% de la pulpa podria ser pectina, del resultado arrojado
tomando en cuenta solo el 5%, se descarté de nuevo de esta cantidad el 75% debido a que
solo la protopectina esta disponible para interactuar lo cual, coincide con lo reportado por
kimball en 1999.

La pectina soluble esta presente en el sobrenadante, esta porcion también estara disponible
para interactuar con los flavonoides, por lo tanto, se determind mediante la técnica
propuesta por Kimball (1999) para lo cual, al sobrenadante del paso anterior se le agregd
isopropanol 1:3 y se dejo precipitar por 24 horas, una vez transcurrido este tiempo se separd
por decantacion para eliminar el alcohol, se dejé secar y se pesd para reportar la pectina

soluble mediante la siguiente formula:

(g de residuo x 100)
ml de jugo

% de pectina soluble =

Esta técnica se realizd segun lo propuesto por Tounsi et al. (2011) con algunas
modificaciones. La determinacion de polifenoles se basa en la formacion de un complejo
entre el tricloruro de aluminio y los flavonoides, mostrando un cambio de coloracién que
puede ir del amarillo intenso al transparente. En una microplaca se agregan 100ul de la
muestra y se mezcla con 24l de solucion acuosa de NaNO, (5%) recientemente preparada,
después de 6min se agregan 48ul de solucion acuosa de AICI; (10%) recientemente
preparada, después de 5Smin, agregar 160ul de NaOH 1M y dejar reposar por 30 minutos
en la obscuridad y temperatura ambiente (25°C), leer la absorbancia a 510nm y comparar
con un blanco (el cual contiene 100ul agua desionizada en vez de muestra). El contenido
total de flavonoides de la muestra se expresa como miligramos equivalentes de Quercetina

por gramos de peso seco, calculados a traves de una curva de calibracion con Quercetina.
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Los rangos de la curva de calibracién fueron 1,10,20,30,40,60,200,600,800 mg/L (Anexo
2) (Tounsi et al. 2011)

Los flavonoides interceptan la cadena de oxidacion y donan electrones del grupo hidroxilo
formando un producto estable, que no iniciara o propagara la reaccion radical. Para medir

esta capacidad se utiliza un radical estable como el 2,2-Difenil-1-picrilhidracil (DPPH).

La técnica fue desarrollada segun lo propuesto por Gonzélez y Nazareno (2011), se prepard
una solucién con 0.002365g del radical DPPH disuelto en una mezcla de 80 ml de metanol
y 20ml de agua, se sonicO por 5min para asegurar que la mezcla estuviera correctamente
homogeneizada. Una vez preparada esta solucién metandlica se mezclaron 3.9 ml de la
misma con 100l de la muestra diluida 1:1 con agua destilada, se dejo reposar por 90min y
se lee absorbancia a 515nm; los resultados se expresaron como % de inhibicion. Ademas
se realiz6 una curva de calibracién con trolox (600-4000 micromoles multiplicando por 2 la
concentracion anterior hasta llegar a la concentracion final, anexo 3) y los datos se

reportaron como micromoles equivalentes de trolox (WUMET/L)(Gonzalez y Nazareno 2011)

AB — AM

I%=[ ]xlOO

Tiene como finalidad conocer, de manera preliminar, el perfil y concentracion de
flavonoides presentes en la bebida a base de naranja agria (citrus aurantium) y de lima

(citrus limetta), de acuerdo al método propuesto por Lopez et al. (2014).

Se utilizé placa de silica gel 60W F,5,S y DC de 10X20 cm (Fertigfolien Alugram xtra
silica gel G/UV254) para la fase estacionaria y se probaron distintas fases moviles,

variando la polaridad de las mismas, las cuales se enumeran la tabla 4. Las placas se
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revelaron con anisaldehido que contenia 0.5 ml de anisaldehido,10ml de &cido acético y
1ml de acido sulfurico; el revelador de vainillina contenia metanol (80%): acido clorhidrico

(19%): agua (1%), sin importar el tipo de revelador se aplica calor.

Tabla 4. Fases maviles utilizadas para HPTLC del jugo de lima y naranja agria

Reactivos Proporciones
1.- Tolueno-Acetato de etilo-Acido formico 36:12:5
2.- Tolueno-Acetato de etilo 24:1
3.- Acetato de etilo-Acetona-Ac. acético-Agua 15:5:2.5:2.5
4.- Acetato de etilo-Ac. acético-Ac. formico-Agua 17:2:2:4
5.- Acetato de etilo-Metanol-Ac. formico-Agua 20:1.5:1.5:2

La identificacion y cuantificacién de los flavonoides se llevd a cabo por medio de
cromatografia liquida de alta resolucion, adaptando el método reportado por Abad y col.
(2012); se utilizé una columna C18 (Whatman) 4.6 x 250mm, que se introdujo en un
horno a 40°C. El volumen de inyeccion fue de 20ul vy la velocidad de flujo fue de
0.7ml/min. La fase movil consistié en un gradiente lineal de agua acidificada con acido
acetico al 1% (a) y metanol puro (b), que fueron variando como sigue: 95%a - 5%b (O-
15min), 80%a - 20%b (15-20min), 70%a - 30%b (20-35min), 60%a - 40%b (35-40min),
50%a - 50%b (40-45min) y 95%a - 5%b (45-55min) (Abad-Garcia et al. 2012).

Este proceso se llevd a cabo en un equipo HPLC marca VARIAN® Pro Star modelo 230,

se trabajoé con dos longitudes de onda, a 278nm y 260mn.

La cuantificacion de los flavonoides se realizd con base al area bajo el pico del
cromatograma correspondiente la recta de calibracion de cada flavonoide, las soluciones
usadas para las rectas de calibracion tuvieron un rango de concentracion de 20 a 200ppm

en el caso de la hesperidina y de 2 a 50 ppm para la eriocitrina (Anexo 4).
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Debido a que el propésito de este estudio es impulsar la creacion de bebidas
comercializables para humanos, en el caso de la naranja agria se incorporé un edulcorante
con la finalidad de obtener un nivel de acidez-dulzor que se aproxime al de los jugos de
citrico dulces comerciales a los que esta acostumbrado el consumidor. El ajuste de la
cantidad de edulcorante se realizdé por medio de evaluacién sensorial. Se utiliz6 sacarosa

como referencia y un edulcorante no caldrico (sucralosa).

Para ajustar el dulzor de la bebida, endulzada con sucralosa, al dulzor que aporta la
sacarosa se aplicd una prueba “A No-A” que tiene por objetivo determinar semejanzas de
muestras problema (diferentes concentraciones de sucralosa) respecto a una muestra
referencia ya conocida, para lo cual, se pregunto a los jueces ¢Cudl o cuales de las muestras

codificadas se parece a “A”? Los datos se analizaron por medio de una prueba chi cuadrada
2
).

La evaluacion del dulzor fue realizada por jueces previamente entrenados en la deteccion
del nivel de dulzor de la sacarosa y algunos edulcorantes. Se proporcionaron 4 muestras
codificadas con numeros de tres digitos al azar conteniendo 10 ml de jugo de naranja agria
con sucralosa a las siguientes concentraciones: 33, 30, 25mg/100ml ademas de una
referencia endulzada con sacarosa (20g9/100ml) marcada como “A”. Se les pidi6 probar la
referencia una sola vez y recordar el nivel de dulzor detectado, después tomar las muestras
problema de izquierda a derecha, probarlas, analizar y comparar el nivel de dulzor respecto
a “A” e indicar cual o cudles de las muestras se parecian. La evaluacion se realizd por
triplicado en dias distintos entre 11-11:30 am y las muestras fueron elaboradas entre 10 y

15 minutos antes de la evaluacion para evitar cambios que no se debieran al dulzor.

Los resultados se analizaron para encontrar la concentracion de sucralosa que aporte un
nivel de dulzor semejante o muy cercano al nivel de dulzor de la muestra referencia
endulzada con sacarosa y fueron analizados con estadistica no parametrica por medio del
célculo de la distribucion de y* , observando la significancia estadistica por medio de las
tablas de distribucion de XZ propuestas en Sensory Evaluation Techniques (Meilgaard,
Civille y Carr 1999).
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Buscando simular la industrializacién de los citricos utilizados en este proyecto se
formularon los jugos y se agregaron aditivos:

e Pasteurizacion: 90°C por 40 segundos para despues enfriar en agua con hielo.

e Adicién de B-CD: se agregaron 3g por cada 100ml segun lo propuesto por Howard
et al. (2013) buscando la estabilidad de los flavonoides a los cambios de
temperatura 'y pH (Howard et al. 2013).

En el caso de la naranja agria, ademas, se controlaron factores como el pH en el cual se
realiz6 un ajuste de 2.7 a 4 buscando disminuir la acidez pero manteniendo un pH bajo
estandar para este tipo de jugos para evitar la proliferacion bacteriana siguiendo las
recomendaciones de la NOM-086-SSA1-1994. El ajustar del pH se realiz6 con fosfato de
sodio dibasico-dodecahidratado (J.T.Baker, Cat. 3822) y el dulzor se ajusto con sucralosa

de acuerdo a los resultados obtenidos mediante la prueba sensorial A No-A.

Como flavonoides se utilizaron hesperidina (Hesp) (Fluka Cat. 45714), naringina (Nar),
eriocitrina (erio) y neohesperidina (NH) grado HPLC (Sigma-Aldrich Cat. 71162, 45714,
N1887, respectivamente), que se prepararon en las concentraciones encontradas en el
analisis del jugo fresco y se aplicd el proceso de pasteurizacion como en la bebida y dos
niveles de pH para cada uno, ademas de una concentracion fija de pectina utilizando
estdndar de pectina de citrico de alto metoxilo (Sigma-Aldrich Cat. P9561) y como
polisacarido no presente en el jugo se utiliz6 la B-CD (Carbiochem Cat. 239760) en una

concentracion equimolar con los flavonoides.
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Se preparé una solucion madre de pectina diluida en agua, la cual se agregd en la
concentracion deseada a una solucion de flavonoide, se ajusto el pH con un buffer hecho a
base de acido citrico y/o fosfato de sodio dibasico dodecahidratado grado reactivo
(JTBaker). Una vez elaboradas las soluciones modelo, se mantuvieron en contacto por
agitacion veinte minutos a temperatura ambiente para asegurar la formacion de
interacciones. Las soluciones a las que se les aplicé el proceso de pasteurizacion se llevaron
a un termoblock a 90°C y una vez que las soluciones alcanzaron 90°C se mantuvieron a esa

temperatura por 40 segundos para simular la pasteurizacion del jugo.

Una vez formado el complejo de interaccion, se centrifugé a 1467g por 5 minutos para
precipitar el complejo, los analisis posteriores se hicieron utilizando solamente el
sobrenadante.

Se prepar6 una soluciéon madre de B-CD en agua y se dejo en agitaciéon a 20°C por 16 horas
para asegurar la disolucién completa del compuesto; se tomé una alicuota de la misma y se
prepar6 una solucion equimolar que se agregé a la solucién de flavonoide, ajustando el pH
con buffer, hecho a base de &cido citrico o fosfato de sodio dibasico dodecahidratado grado
reactivo (JTBaker), una vez afiadidos todos los ingredientes se sometieron a una agitacion
de 85 rpm por 72 horas a 25°C en un bafio maria con agitacién marca Boekel de Boekel
Scientific, pasado este tiempo, aquellas muestras que requerian ajustar temperatura se

[levaron a un termoblock a 90°C por 40 segundos para simular la pasteurizacion del jugo.

Una vez formado el complejo de interaccion se centrifugé a 1467g por 5 minutos para

precipitar el complejo, los analisis posteriores se hicieron utilizando el sobrenadante.
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Para determinar indirectamente el impacto de las interacciones fisico-quimicas en la
disponibilidad de los flavonoides y su posible efecto bioldgico (hipoglucemiante o
hipocolesterolémico), se plante6 hacer dos pruebas postprandiales en ratones Balb/c,
provocando niveles elevados de glucosa y colesterol reversiblemente de manera que el
efecto de estas soluciones simulara el consumo de un alimento y el posible efecto sobre los
niveles que se elevan al consumir de manera excesiva algin alimento rico en grasa 0 en

colesterol, por tanto se realizaron las siguientes pruebas:

Se utilizaron 72 ratones, de ocho semanas de edad, 36 ratones machos Balb/c adquiridos en
el Zooterio de la Universidad de Guadalajara que se utilizaron para la prueba
hipoglucemiante, y 36 ratones Harlam que se utilizaron para la prueba hipocolesterolémica.
Los ratones fueron alimentados con dieta estandar (Proteina 20%, grasa 10% fibra 2.1%) y
se mantuvieron a temperatura ambiente (22°Cy humedad relativa de 50%) en periodos de
12 horas de luz y 12 de oscuridad. Los animales fueron manejados siguiendo las pautas de
cuidado de animales de acuerdo con las regulaciones promulgadas por el Gobierno Federal
de México (NOM-062- ZOO-1999 y NOM-033-ZO0-1995).

El método utilizado en este proyecto se ha llevado a cabo en otras ocasiones para la
evaluacion bioldgica de productos naturales y se basa en administrar a distintos modelos
animales una dosis elevada de disacaridos para crear un pico de glucosa parecido 0 mayor
al que se obtendria después de consumir alimentos, de esta manera se prueba el efecto
hipoglucemiante sin crear una enfermedad y se lleva a cabo de manera reversible (Rendell
and Jovanovic, 2006)

Se formaron seis grupos de seis ratones, a cada grupo se le administré una de las soluciénes

gue se describen a continuacion:
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« Control negativo, al que se administro agua.

« Control positivo, al que se administré una solucién de acarbosa que inhibe la
absorcion de los carbohidratos (50 mg/kg raton).

« Grupo A, al que se le administré la solucion del modelo que presentd mayor
concentracion de flavonoides libres (interaccion menos estable).

» Grupo Al, al que se le administrd jugo fresco

« Grupo B, al que se administr6 una solucion modelo que presentd la menor
concentracion de flavonoides libres (interaccién mas estable).

» Grupo B1, al que se le administro el jugo con la formula seleccionada.

Para poder suministras dichas soluciones, se requirio dejar a los ratones en ayuno de 15-18
horas, una vez transcurrido este periodo, a cada raton, se le midi6 la glucosa basal con un
glucometro marca Accu-Chek® una vez realizado lo anterior, se les administr6 via oral una
solucion de maltosa (4g/kg raton) para elevar los niveles de glucosa en sangre,
inmediatamente después, a cada grupo se le administré una segunda solucion segun fuera
su clasificacion (agua, acarbosa y las soluciones modelo con mayor 6 menor concentracion
de flavonoides libres).

Después de 30 minutos, se tom6 una muestra de sangre de la cola de cada ratén la que fue
analizada utilizando el glucometro. Los resultados presentados, se basan en los aumentos
de la glucosa postprandial, obtenido por la diferencia entre los niveles de glucosa

postprandial (gr/dl) menos los niveles de glucosa basales (gr/dl).

Al igual que en el efecto hipoglucemiante, este método se ha utilizado con anterioridad para
evaluar propiedades biofuncionales de productos naturales, se basa en la administracién
(intraperitoneal) de Tiloxapol, que es un detergente no iénico que inhibe la lipoprotein-
lipasa induciendo una hiperlipidemia aguda (Ramchoun et al. 2012).

De la misma manera que en el efecto hipogluceminate, se formaron seis grupos de seis
ratones, a cada grupo se le administr0 una de las soluciones que se describen a
continuacion:

« Control negativo, al que se administré agua.
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» Control positivo, al que se administré una solucion de atorvastatina (100 mg/kg
raton).

« Grupo A, al que se le administrd la solucion modelo que presenté mayor
concentracion de flavonoides libres (interaccion menos estable).

» Grupo Al, al que se le administrd jugo fresco

* Grupo B, al que se administré una soluciébn modelo que presentd la menor
concentracion de flavonoides libres (interaccién mas estable).

« Grupo B1, al que se le administré el jugo con la formula seleccionada.

Para poder administrar dichas soluciones, se requirié dejar a los ratones en ayuno de 15-18
horas, una vez transcurrido este periodo, a cada ratdn se le midi6 el colesterol basal para
después administrar via intraperitoneal 100ul de una solucién de tiloxapol (500 mg/kg
raton). Una vez conseguida la hiperlipidemia a cada grupo se le administré una solucién
problema y después de 24 horas, se tomd una muestra de sangre de la vena coclear y se
analizo utilizando el Kit enzimatico Colesterol liquicolor Stanbio (fabricado en Estados
Unidos de Norteamérica y distribuido en México por laboratorios Licon).

Esta determinacion se realiza a través de un método enzimatico que provoca la hidrolisis
de esteres mediante la enzima colesterol esterasa originando colesterol libre, después este
colesterol se oxida por accion de la colesterol oxidasa para después unirse a un compuesto
cromageno en presencia de peroxidasa, la intensidad del color rojo final es proporcional a
la concentracion de colesterol total. Se utilizan 10ul de suero y 1ml del reactivo
proporcionado en el kit, los valores de colesterol total sérico se obtienen de la siguiente
ecuacion:

Colesterol total serico (@) = A—uxZOO
dl As

Donde Au es la absorbancia de la muestra y As la absorbancia de un estandar
proporcionado por el kit. Los resultados presentados en esta investigacion son: aumento del
colesterol postprandial, obtenido por la diferencia entre los niveles de colesterol

postprandial (gr/dl) menos los niveles de colesterol basales (gr/dl).
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14.Resultados y discusion

14.1 Implementacion de los métodos de medicion de variables de respuesta y
evaluacion de los jugos frescos y |la formula seleccionada, obtencion de
parametros a emplear en las soluciones modelo.

14.1.1 Pruebas fisicoquimicas

Los pardmetros fisicoquimicos del jugo de lima y naranja agria fresco se muestran en la

tabla 5.
Tabla 5. Resultados fisicoquimicos

Prueba Lima Naranja agria
Rendimiento de fruto en jugo (%) 40 23

pH 5.66+0.01 | 2.71+0.02
°Brix 8.310.1 10.3+1
Acidez titulable (% de acidez) 1.36+1.15 | 53.87+0.24

El jugo con mayor contenido de solidos solubles (°Brix) es el de naranja agria, es muy
probable que se deba a que, en este parametro, se reflejan no solo los azucares sino
también la cantidad de acidos y sus sales, esta afirmacion se comprueba con el porcentaje
de acidez titulable correspondiente a la naranja agria, el cual es mayor que el de la lima. El
rendimiento es mayor para la lima, la cantidad de residuos es del 55% (cascara y pulpa)
mientras que para la naranja agria es de 66%. Estos parametros son importantes para
establecer los balances de materia y la rentabilidad de la produccién, para el control de
calidad del jugo asi como también para la estandarizacién de la materia prima (Kimball

1999).

14.1.2 Determinacion de pectina total
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El contenido de pectina no present6 diferencias significativas entre un citrico y otro, sin
embargo, la lima muestra una tendencia mayor en contenido de pectina tanto soluble como
insoluble con 1+£0.5 g/100ml de jugo y la naranja agria 0.6+0.029/100ml de jugo (gréafico
1). Esta diferencia se debe a la composicion especifica de cada fruto y dependera del estado
de madurez, del lugar de cultivo y del pH tipico del mismo. Tecnol6gicamente hablando,
una de las principales funciones de la pectina es la de espesante, agente gelificante o bien
como estabilizador, por lo tanto, la naranja agria, al tener un pH mas acido requiere una
menor cantidad de pectina para estabilizar el jugo, debido a la formacion de gel por parte de

la pectina al estar en medio acido.

Hlima

g/100ml
[

— Naranja agria

Pectina total

Gréfico 1. Contenido de pectina de jugos frescos de lima y naranja agria

14.1.3 Cromatografia de capa fina (TLC)

Se probaron 5 fases moviles, 2 tipos de fase estacionaria y 2 reveladores encontrando que
hay un mayor factor de retardacién (RF), con mejor definicion y separacion (resolucion) de
compuestos con la placa para TLC de silica gel 60W F54,S (Figura 19) ademas de que el
revelador més eficaz en este caso fue el que contenia anisaldehido ya que se cree podria
formar un complejo con los flavonoides atrapados en la placa, que al someterse a calor,

permite colorear el mismo en tonos que van del verde al naranja.

66



En las fases mdviles con menor polaridad como la de tolueno: acetato de etilo: acido
férmico y tolueno: acetato de etilo, las muestras tienen mayor afinidad por la fase
estacionaria con un RF de 0, a diferencia de lo propuesto por Lopez-Nufiez (2014), esto
debido a que la mayor proporcién de solventes son de tipo apolar o polar aprotico, es decir,
aquellos en los cuales no hay grupos hidroxilo y no aceptan ni dan protones, lo que provoco
que haya una mayor afinidad del compuesto a los grupos expuestos de la silica. En la fase
movil acetato de etilo: acetona: acido acético: agua (15:5:2.5:2.5) la mayor proporcion de la
fase mdvil estd constituida por solventes polares aproticos lo cual evita la separacion
adecuada de los compuestos de la misma manera que la fase movil con mayoria de

solventes apolares.

——

Figura 19. Resultados de distintas fases estacionarias, A: TLC silica gel 60W F25 Sy B: DC Fertigfolien
Alugram xtra silica gel G/UV254

La fase movil de acetato de etilo: 4cido acético: &cido férmico: agua (20:1.5:1.5:2), al ser
muy polar y tener mayor proporcion de solventes proticos que la fase movil acetato de
etilo: metanol: &cido férmico: agua (20:1.5:1.5:2) evita que los compuestos presentes en el
jugo se separen de manera adecuada, provocado la elucion de los compuestos en mezcla y
no una separacion adecuada, mientras que la segunda fase mévil mencionada (acetato de

etilo: metanol: acido formico: agua) separa mejor los compuestos presentes en el jugo.

En la figura 20 se muestra la placa y fase mévil méas adecuada para separar los flavonoides

de interés, de izquierda a derecha se inyectaron los siguientes estandares: eriocitrina,
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naringina, hesperidina, neohesperidina y mezcla en una relacion de 1000 mg/l, ademas de
jugo de lima, naranja, lima liofilizada. Se puede apreciar que todos los estdndares corren en
un rango de RF similar que incluye las manchas mas intensas de las muestras. En los
carriles del 1 al 5 estan distribuidos los estandares en el siguiente orden: eriocitrina,
naringina, hesperidina, neohesperidina y mezcla, mientras que en los carriles 6, 7,y 8 se
encuentran los jugos de naranja agria y lima fresca asi como la formula de jugo de lima
(secreto industrial), debido a la distinta coloracién mostrada por los compuestos al revelar
la placa, no se puede garantizar que estos correspondan a los estandares de flavonoides de
interés, sin embargo, ya que el RF es similar al reportado por los estdndares podria

suponerse que los flavonoides estan presentes pero se encuentran en interaccion con otros

compuestos, lo cual provoca un cambio en la coloracion al revelarse.

Figura 20. HPTLC silica gel 60W F254S, fase movil acetato de etilo: metanol: acido féormico: agua

(20:1.5:1.5:2) donde 1: Erio (eriocitrina), 2: Naring (naringina), 3: Hesp (hesperidina), 4: Neohesp

(neohesperidina), 5: Mezcla (mezcla de flavonoides), 6: lima, 7: NA (naranja agria), 8: Lima L (lima
liofilizada).
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14.1.4 Flavonoides totales

El contenido total de flavonoides se estim6 con base en el rango de respuesta en la curva
de Quercetina. En los graficos 2 y 3 se muestra las concentraciones de flavonoides de los

jugos frescos y las formulas seleccionadas de ambos citricos.
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Gréfico 2. Flavonoides totales de los jugos de naranja agria de izquierda a derecha: jugo fresco,
pasteurizado a 90°C por 30seg, con sucralosa sin pasteurizar, con sucralosa y pasteurizado a 90°C por
30s, con sucralosa y ciclodextrina pasteurizado a 90°C por 30s (* valores p< 0.005 en comparacién con
jugo fresco)

En los jugos frescos (grafico 2 y 3 barra “a”), el mayor contenido de flavonoides totales se
encuentra en la naranja agria con 27+9mg equivalentes de quercetina por litro (mgEQ/L),
este comportamiento se observa debido a que los flavonoides de la naranja agria poseen una
distribucion ortodihidroxi en el anillo B (Barreca, Belloco et al. 2011), provocando que
estos tengan una mayor disposicion para formar el complejo de inclusion con el AICl3
dando una absorbancia mayor que con el jugo de lima (grafico 3) (Denni Mammen and
Daniel 2012). Al agregar sucralosa al jugo de naranja agria fresco no hay un cambio
significativo en comparacion con el jugo fresco sin sucralosa (barra “a”) detectandose
26x6 mgEQ/L en el jugo fresco con sucralosa (barra “c”), lo cual significa que los
flavonoides que pudieran estar interactuando con la matriz no presentan mayor afinidad por

la sucralosa. Al pasteurizar el jugo fresco (barra “b”) sin afiadir edulcorante o B-CD se
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aprecia un ligero aumento no significativo (27£9 y 30£6mgEQ/L) en comparacion con el
jugo fresco (barra “a”) que podria deberse a la hidrolisis de compuestos (Plaza et al. 2011).
Cuando se le agrega B-CD vy sucralosa al jugo y se pasteuriza hay una disminucion
significativa de los flavonoides totales (barra “d”), podria deberse al encapsulado de los

flavonoides libres y la proteccion que la ciclodextrina ofrece frente al calor.
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Gréfico 3. Flavonoides totales de los jugos de lima (* valores p< 0.005 en comparacion con jugo fresco)

Por su parte la lima presentdé un menor contenido de flavonoides (18+4 mgEQ/L) (grafico
3) que el jugo de naranja agria. La literatura reporta que el flavonoide mas abundante en la
lima es la hesperidina (4.29mg/l) una flavanona que tiene en su estructura O-disacarido
como sustituyente lo cual obstaculiza la quelacion con el AICI; provocando que estos no
sean detectados por el método, no hay una diferencia significativa al someter el jugo a
pasteurizacion (barra “b”) o al agregarle B-CD (barra “c”) si se compara con el jugo fresco
(barra “a”), sin embargo, se aprecia una tendencia a disminuir al agregar -CD debido a
que cualquier bloqueo de los grupos hidroxilos en los carbonos 3,5,3",4" evitan la quelacién

reduciendo el desplazamiento batocromico (Denni Mammen and Daniel 2012)
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14.1.5 Capacidad anti-radical por DPPH

La habilidad del jugo de lima y naranja agria para actuar como antioxidante, se midié con
base a su capacidad de inhibir el radical DPPH (%), los resultados se muestran en el grafico
4,
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Gréfico 4. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH de los jugos de naranja agria de izquierda a derecha:
a) jugo fresco, b) pasteurizado (90°C por 30seg), c)con sucralosa sin pasteurizar, d)con sucralosa y
pasteurizado, €) con sucralosa y 3-CD pasteurizado y jugos de lima: f) fresco, g) pasteurizado, h) con -
CD pasteurizado ( letras minuasculas indican diferencia significativa entre valores p< 0.005 en
comparacion con jugo fresco)

Al analizar los jugos frescos ( grafico 4, barra “a y f” ) se aprecia que el jugo de naranja
agria (barra “a”) tienen un porcentaje de inhibicion del radical DPPH (%])
significativamente mayor que el jugo de lima (barra”f”), esto concuerda con lo reportado
por Barreca e al (2011), ellos afirman que el jugo de naranja agria tiene un %Il de hasta 75%
y se puede explicar debido a que como ya se menciond, la actividad antirradical esta
determinada por la habilidad de donar electrones que estard asociada con el grado y
posicion de hidroxilacion y metilacion en el anillo B y los flavonoides del jugo de naranja
agria poseen un anillo B catecélico en flavonoides como la Neoeriocitrina, eriocitrina y
lucenin-2 lo cual confiere una gran estabilidad al radical aroxil formado por el DPPH
(Barreca et al. 2011a), ademas los acidos también pueden dar una sefial en este método y
debido a que la naranja agria tiene mayor contenido de acidos que la lima esto podria estar

influyendo en el resultado.
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En el jugo de naranja agria (gréfico 4) hubo un incrementd en el %I, al ser pasteurizado
(69£0.5 y 71+0.3 %l en jugo fresco (barra “a”) y pasteurizado (barra “b”’) respectivamente).
Esto podria deberse a la hidrolisis de los compuestos que aumentan la capacidad de donar
electrones, esto se ha observado en otros estudios, Plaza et al. (2011) mostraron un aumento
en el contenido de flavonoides y la capacidad antirradical de los mismos cuando se somete
a pasteurizacion un jugo de naranja (Plaza et al. 2011). La adicion de sucralosa al jugo de
naranja agria mostré una disminucion significativa en el %I sin importar si se somete a
pasteurizacién o no (barras gris, amarillo y morado), esto podria deberse a la interaccion
entre el edulcorante y los flavonoides en el jugo y la resistencia de sucralosa a los cambios
en el pH y la temperatura (Tollefsen et al., 2012), la interaccion se vuelven mas fuertes

cuando se afiade B-CD mostrando el menor %I de todos los jugos (52+2.5%l barra “h”).

En el grafico 4 en la parte derecha se muestra el % de inhibicion del radical DPPH de los
distintos jugos de lima, al someter el jugo de lima a pasteurizacion (barra “g”) o al
agregarle B-CD vy pasteurizarlo (barra “h”) no se mostraron diferencias significativas con
respecto al jugo fresco (barra “f”), esto puede deberse a que la composicion quimica podria
no ser afectada por un procesamiento minimo como lo es la pasteurizacion (Del Caro et al.
2004).

El analisis mediante HPLC, el uso de estandares y la determinacion del tiempo de retencion
permitio identificar a los flavonoides eriocitrina, hesperidina, neohesperidina, naringina,
hesperidina y neoeriocitrina en jugos frescos de naranja agria y lima. Los tiempos de
retencion y las concentraciones de estos flavonoides se muestran en la tabla 6. Ademas se

muestran los cromatogramas de cada jugo en la figura 21.

Los flavonoides encontrados concuerdan con lo reportado por diversos autores (Park et al.,
2014; Peterson et al., 2006; Rodriguez-Rivera et al., 2014).
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Tabla 6. Concentracién de flavonoides en jugos frescos y pasteurizados, ademas de los jugos de naranja
agria con sucralosa (3mg/100ml)

Tiempo Concentracion (mg/l)

de Jugo de lima Jugo de naranja agria
Tipo de retencion CD+
flavonoide [Min] Fresco | CD Bibliografia | Fresco sucralosa | Bibliografia
Eriocitrina 28.28 16+0.5 | 61+1.3 | 2.1+0.27 | 2+0.1 71 0.8+0.07
Neoeriocitrina | 29.25 2+0.04 | ND ND 6+0.02 ND 9.03+0.8
Naringina 33.28 31+3.5 | 9+0.7 ND 683+0.01 | 63+4 23.4+1.4
Hesperidina 35.29 501+62 | 121+2.1 | 4.3+053 |0 0 ND
Neohesperidina | 36.43 0 0 ND 542+6.1 | 459+20 18.09+1.2

Datos de la columna “Reportes” se obtuvieron de Barreca y col 2011 ay b.

De la bibliografia consultada solo Barreca et al. (2011) realizaron estudios sobre el jugo de
naranja agria y lima encontrando las concentraciones que se presentan en la tabla 6 en la
columna de ”Bibliografia”. Las concentraciones encontradas por estos autores y las
encontradas en el presente trabajo son diferentes, lo que puede deberse a factores tales
como region de procedencia, el grado de madurez, la variedad y las condiciones de cultivo
ademas, puede influir el método de obtencion y conservacion del jugo, asi como la
metodologia que se utilizé para la identificacion y cuantificacion de los flavonoides
(Barreca et al. 2011a, 2011b).

Al pasteurizar y afadir B-CD al jugo de lima como si fuera una bebida formulada, puede
haber una disminucion significativa en la concentracion de algunos flavonoides presentes
en el producto, mientras que otros parecen aumentar (tabla 6). La eriocitrina aumenta
aproximadamente 45 ppm en comparacién con lo encontrado en el jugo fresco, esto podria
deberse, a que este compuesto tuviera mas afinidad por los polisacaridos presentes en el
jugo (celulosa, pectina) que con la B-CD lo cual podria dejar al flavonoide desprotegido
(tabla 6).

La hesperidina parece tener mayor afinidad por la B-CD, lo que se ve reflejado en una
disminucion de 24% de su concentracion en solucidn, con lo que podria pensarse que este

compuesto estaria protegido por la B-CD (Nguyen et al. 2013) (tabla 6).
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Figura 21. Cromatogramas de jugos frescos, izquierda: lima y derecha: naranja agria

Al jugo de naranja agria, ademas de la B-CD también se le agregd sucralosa, al adicionar
estas sustancias se observd una disminucion significativa en todos los flavonoides
estudiados con respecto a los encontrados en el jugo fresco, siendo la formula a la que se le
agrega B-CD y sucralosa la que disminuye en mayor proporcion, ya que en el jugo fresco se
encontraron 683+0.01ppm de naringina mientras que en el jugo con B-CD vy
sucralosa/pasteurizado se encontraron 63x4ppm del mismo flavonoide, esto puede deberse
a la proteccion de los compuestos al ser puestos en contacto con la ciclodextrina, ademas
esta interaccion se hace ain mas estable al adicionar sucralosa, tal vez debido a que, se ha
demostrado que la sucralosa es estable a cambios de pH y temperaturas, lo cual puede
proteger a los flavonoides en mayor medida que solo con la B-CD (tabla 6) (Tollefsen,
Nizzetto y Huggett 2012).

En base a estos resultados se seleccionaron cuatro estandares para la elaboracion del
sistema modelo: hesperidina, eriocitrina, naringina y neohesperidina, las variables y los
parametros se muestran en la figura 22, parametros como la cantidad de pectina

(0.095¢/100ml) y la temperatura (25 y 90 °C) se dejaron fijos en ambos sistemas modelo.
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Flavonoides | (527ppm)
Eriocitrina
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5 Agria
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Naringina
(665ppm)
2.7
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4

Figura 22. Disefio esquematizado de los parametros tomados en cuenta en las soluciones modelo.
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Debido a que el AICI; se utiliza como precipitante de pectina en la clarificacion de jugos
con una concentracion de 0.64% (Levi¢ et al. 2007), la determinacién de flavonoides solo
se aplico a las soluciones modelo con B-CD. El contenido de flavonoides totales para los
sistemas modelo se estimé con el rango de respuesta de la curva de Quercetina

(concentraciones desde 0-60mg/l) y los datos se muestran en los graficos 5y 6.

Al analizar los resultados de flavonoides totales del sistema modelo de flavonoides de la
lima (grafico 5), se observa que el mayor contenido de flavonoides totales lo tiene la
solucién que solo contiene hesperidina a pH 5.5 y 25°C (barra Il, control) y la solucién que
contiene eriocitrina a pH 5y 25°C (barra I, control).

Las soluciones que contienen solo eriocitrina (grafico 5, barra “I” control) a pH 5.5 no
presentan diferencia significativa si se aumenta la temperatura, sin embargo si se cambia el
pH a 5 hay un aumento significativo en el contenido de flavonoides sin importar la
temperatura, este contenido aumenta mayormente al cambiar el pH de 5.5-5 a 25°C, esto
podria deberse a que a pH 5.5 se favorece la auto-asociacion de los flavonoides
protegiéndose de los cambios de temperatura, sin embargo al variar el pH esta auto-
asociacion se debilita dejando a los flavonoides disponibles para reaccionar con los

reactivos propios del método(Riou et al., 2002)

Al afiadir B-CD a la soluciones con eriocitrina (barra “I” [-CD) hay una disminucion
significativa en el contenido de flavonoides totales sin importar pH ni temperatura, esta
disminucion es mayor para aquellas soluciones a pH 5.5 lo cual podria reflejar la presencia
de asociacién con el polisacarido lo cual provoca que haya menor cantidad de flavonoides

libres para interactuar con los reactivos del método (Del Valle, 2004).
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Gréfico 5. Flavonoides Totales, comparacion entre eriocitrina (Erio), hesperidina (Hesp) y mezcla de

flavonoides (Erio/Hesp) solos (control) y las soluciones con g-CD a pH 5.5y 5, temperaturas 25 y 90°C
(letras minusculas iguales indican diferencia significativa para cada flavonoide entre los factores evaluados: pH, temperatura,
contenido de polisacarido).

En aquellas soluciones que contienen solo hesperidina (gréafico 5, barra “II” control) hay
una disminucion significativa en el contenido de flavonoides totales al cambiar la
temperatura de 25°C a 90°C y al cambiar el pH de 5.5 a 5, presentando los valores mas
bajos a pH 5 y 90°C en este caso también podria deberse a una auto-asociacion, al estar
presentes en una solucién a pH 5.5 y 25°C la hesperidina esta libre y no asociada entre ella
debido a un impedimento estérico, los cambios de pH y temperatura evitarian este
impedimento ayudando a que estos a auto-asociarse evitando que estén disponibles para
interactuar con los reactivos del método y dando un menor contenido de flavonoides libres.
En las soluciones que contienen hesperidina y B-CD (grafico 5, barra “II” B-CD) en ambos
niveles de pH y 90°C no hay diferencia significativa si se compara con las soluciones
control, mientras que a pH 5 y 25°C se presenta una disminucion significativa del
contenido de flavonoides totales, este comportamiento podria deberse a que segun lo
propuesto por Pinho y col. 2014 quienes demostraron que a altas temperaturas la

formacion del complejo de inclusion es menos favorable (Pinho et. al., 2014).

En las soluciones que contienen la mezcla de flavonoides (gréafico 5, barra “III” control)

hay una disminucion del contenido de flavonoides totales al cambiar el pH de 5.5 a 5 sin
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importar la temperatura, esta disminucion es ain mayor al agregar la B-CD (gréfico 5, barra
“III” B-CD), este comportamiento podria deberse a la aparicion de ambos fendmenos, una

auto-asociacion y la interaccion con el polisacérido.

Las soluciones del sistema modelo de naranja agria (grafico 6) tienen un comportamiento
similar a las de lima, resalta que en esta ocasién la solucion con mayor contenido de
flavonoides totales es la que contiene la mezcla de flavonoides. Aquellas soluciones que
contienen solo naringina o neohesperidina (gréafico 6, barra | y Il control) presentan un
aumento significativo al cambiar el pH de 2.7 a 4 lo que se podria que se debilita la auto-
asociacion que podria generarse a pH 2.7, ademas podria deberse a la formacion de un
complejo estable entre flavonoide y tricloruro de aluminio que provoque una mayor sefial,

Young y col. en 2001 encuentran que a pH entre 4 y 6 la interaccién con el AICI; es

estable.
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Gréfico 6. Flavonoides Totales, comparacion entre naringina (Nar), neohesperidina (NH) y mezcla de
flavonoides (Nar/NH) solos (control) y las soluciones con g-CD y -CD con sucralosa a pH 2.7y 4,

temperaturas 25 y 90°C (letras mindsculas iguales indican diferencia significativa para cada flavonoide entre los factores
evaluados: pH, temperatura, contenido de polisacarido).

En las soluciones que contienen naringina y B-CD (grafico 6, barra “I” f-CD) hay una
disminucion significativa del contenido de flavonoides totales a pH 4 y 25°C si se compara
con la solucién control bajo las mismas condiciones de pH y temperatura, lo cual podria

deberse a una interaccion del flavonoide y la B-CD que lo protege de los cambios del

78



medio, este comportamiento se mantiene con aquellas soluciones que ademas de B-CD

contienen sucralosa.

Las soluciones que contienen neohesperidina y B-CD (grafico 6, barra “II” p-CD) se
observa una disminucion significativa de los flavonides totales al agregar 3-CD a pH4 sin
importar la temperatura, de la misma manera este comportamiento se mantiene si se agrega
sucralosa, Caccia y col (1998) encontraron que se forma un complejo de inclusion entre la
CD y la neohesperidina (1:1) y coincide con lo reportado por Malpezi (2004), ellos ademés
encontraron que el residuo glucosidico de la neohesperidina queda fuera de la cavidad de
la CD, lo cual puede llevar a interacciones huésped-huésped dejando la neohesperidina

protegida completamente.

Las soluciones que contienen solo la mezcla de flavonoides (gréfico 6, barra “III” control)
a pH 2.7 aumentan el contenido de flavonoides totales si se cambia la temperatura a 90°C,
sin embargo el contenido de flavonoides totales de estas soluciones no se ve afectado por
cambiar el pH de 2.7 a 4, al agregar B-CD y/o sucralosa a las soluciones (gréafico 6, barra
“IlI” B-CD y B-CD+ sucralosa) hay una disminucion significativa del contenido de
flavonoides, sin importar el pH o la temperatura, lo cual podria deberse a la proteccion que
la B-CD hacia los flavonides presentes en la solucion, agregar sucralosa a la solucion
tiende a disminuir el contenido de flavonoides totales, esto podria deberse a que al
encontrase un edulcorante en el medio habra una menor formacion de puentes de hidrogeno
entre el agua presente en la solucion y la B-CD evitando que al calentarse se libere el
flavonoide de la cavidad de la B-CD.
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14.2.2 Capacidad anti-radical (DPPH) y concentracién de flavonoides libres (HPLC)

El analisis estadistico del sistema modelo de lima mostré que el cambio de temperatura de
25°C a 90°C no tiene un efecto sobre la capacidad antirradical de las soluciones sin
importar si estas contenian el polisacarido (anexo 5), el cambio de pH 5 a 5.5 provoca una
disminucion significativa de la capacidad anti-radical, esto podria deberse a que en pH 5.5
hay menor cantidad de hidronios disponibles para interactuar con los complejos de
interaccion dando una medicién mas acertada. EIl grafico 7 se muestra los valores de

capacidad anti-radical del sistema modelo de lima a 90°C.
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Gréfico 7.Capacidad anti-radical de algunas soluciones representativas del sistema modelo de lima:
hesperidina (863umoles/L), eriocitrina (28.5umoles /L), hesperidina-eriocitrina (Hesp-Erio) apH 5y 5.6

90°C (letras minasculas iguales indican diferencia significativa para cada flavonoide entre los factores evaluados: pH, temperatura,
contenido de polisacarido).

En la primera parte del grafico 7 se muestran las soluciones control, son aquellas que solo
contienen el flavonoide, y se puede observar que la solucion con mayor capacidad
antioxidante es la hesperidina (barra “II” control) y la mezcla de flavonoides (barra “III”

control) , hay que resaltar que la concentracion de eriocitrina (28.5uM/L) es menor a la de
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hesperidina (863 pM/L) y su capaciadad antirradical no refleja esta diferencia en la
concentracion, la capacidad antirradical depende de la estructura especifica de cada
flavonoide particularmente de la posicion y grado de hidroxilacién, polaridad y solubilidad
(Sroka et. al., 2005).

Las soluciones con eriocitrina (grafico 7 barra “I”) no hay diferencia significativa al
agrergar un polisacarido o variar el pH sin embargo aquella solucion que contiene pectina
tiende a disminur el %l si se compara con las soluciones que solo contienen el flavonoide,
sin importar el pH al que se encuentren,este comportamiento se corrobora con la
concentracion de flavonoides libres encontrada en HPLC (tabla 7), la solucién
eriocitrina/pectina (2.5£0.4ppm) presenta una disminucion significativa en comparacion
con la solucion de eriocitrina control (15+1ppm), este comportamiento se debe a que la
estructura de la pectina tiene la capacidad de formar cavidades hidrofobicas, y debido a la
relativa hidrofobicidad del flavonoide, éste entrara para interactuar con la pectina por

medio de interacciones hidrofdbicas (Le Bourvellec y Renard 2005).

Tabla 7. Concentracién de flavonoides libres (ppm) por HPLC en Sistema modelo de lima pH 5.5
temperatura 90°C

Mezcla
Polisacarido Eriocitrina | Hesperidina |Eriocitrina | Hesperidina
Sin 15 +1.0° 428.4 +£1.1 15+1.0 428.4 +1.1
Pectina 25+04" | 90.1+0.6 1.4+0.04 | 2714045
B-CD 4.7 +0.2° | 24.5+0.01 0.6 £0.04 83.4+6.1
B-CD/Pectina 0.5 +0.2° 189 +46.5 0.1 +0.01 94.9 +0.1

En las soluciones que contienen hesperidina y polisacaridos (grafico 7, barra “II”’), no hay
diferencia significativa entre las soluciones a las que se les adicioné B-CD y la mezcla de
polisacaridos (B-CD-Pect) si se comparan con las soluciones control, la soluciones que
contiene pectina a pH 5 disminuye significativamente el %Il sin embargo este
comportamiento no concuerda con la concentracion de flavonoides libres mediante HPLC,
en la tabla 7 se muestra que la solucién con menor concentracion de flavonoides libres es
aquella que contiene B-CD, esto se explica con lo encontrado por Nguyen et al. (2013), al
haber interacciones entre la p-CD Yy los flavonoides, los puentes de H* formados entre ellos

hardn que la transferencia de electrones sea mas eficaz aumentando su capacidad
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antioxidante, la diferencia entre ambos métodos pareciera obedecer a una interaccion
hesperidina/B-CD (Nguyen etal. 2013), por lo tanto se cree que la interaccion en este
punto, se lleva a cabo por el residuo glucosidico de la hesperidina, pudiendo formar un

complejo de inclusion 1:2 (Sameena y Enoch 2013).

Las soluciones con la mezcla de flavonoides (grafico 7, barra “III”) a pH 5 disminuyen
significativamente el %I al agregar cualquier polisacarido, siendo la solucion que contiene
B-CD y pectina la que mas disminuye, los resultados concuerdan con la concentracion de
flavonoides libres reportada en la tabla 7, podria deberse a que estan presentes ambos

polisacéridos lo que favorecera mayor interaccion.
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Graéfico 8. Capacidad antirradical del jugo fresco y algunas soluciones representativas del sistema modelo
de naranja agria naringina (1145.5umoles/L), neohesperidina (822.1 umoles/L), naringina-
neohesperidina (Nar-NH) a pH 4 90°C (letras mindsculas iguales indican diferencia significativa para cada flavonoide entre

los factores evaluados: pH, temperatura, contenido de polisacérido).
En el sistema modelo de naranja agria (grafico 8), no hay diferencia significativa en el %]
al variar el pH o la temperatura de las soluciones (anexo 6), por tanto en el grafico 8 se
presentaran las soluciones que simulan mayormente el jugo industrializado. En este caso la
solucion con mayor capacidad antiradical es la que contienen solo neohesperidina (NH), se

relaciona con la estructura de los compuestos, en la cual la capacidad de atrapar especies
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reactivas de oxigeno dependera del grado de hidroxilacion y la posicion de los mismos en
cada flavonoide (Sroka, Fecka y Cisowski 2005), ya que a diferencia de la neohesperidina
contiene un grupo catecol que le da la capacidad de donar un electron adicional al DPPH, lo

cual provoca que su capacidad anti-radical sea mas fuerte.

En las soluciones que contienen naringina (grafico 8, barra “I” sin sucralosa) hay una
disminucion significativa en el %l al agregar cualquier polisacarido sin sucralosa, mientras
que la solucion Nar-B-CD/pectina (tabla 8) es aquella con la menor concentracion de
flavonoides libres, el mismo compotamiento se repite al agregar sucralosa (grafico 8, barra
“I” sin sucralosa y tabla 9) lo cual podria ser evidencia de la formacion de un complejo de
inclusion con el polisacarido, Liu et.al, 2013 encontro que la naringina formaba complejos
de inclusion con la B-CD mediante el anillo “B”, lo cual dejaria el reciduo glucosidico
disponible para interactura con la pectina, formando un complejo mas estable a los cambios
del medio (Liu et. al., 2013).

Tabla 8. Concentracién de flavonoides libres (ppm) por HPLC en el sistema modelo de naranja agria, a
pH4, temperatura 90°C y sin sucralosa

Mezcla
Polisacaridos Naringina Neohesperdina | Naringina Neohesperidina
Sin 644.7+0.76 | 468.8+ 3.01 644.7+£ 0.76 | 468.8+ 3.01
Pectina 318.7+£1.24 | ND 68.4+0.88 330.2+0.26
B-CD 592.5+ 1,59 | ND 241.240.76 108+0.62
B-CD/Pectina 97.5+0.05 |ND 179.9+4.6 567+0.16

Las soluciones que contienen neohesperidina (NH) agregar B-CD y pectina no tiene un
efecto significativo en el %l (gréfico 8 barra “II” sin sucralosa), sin embargo la mezcla de
polisacaridos (B-CD/Pectina) disminuye significativamente el %l si se compara con la
solucion control, Malpezzi et al. (2004) observaron la formacion de complejo de inclusion
de B-CD y neohesperidina dihidrochalcona, demostrando que el complejo de inclusion
formado por la estructura base del flavonide, dejando fuera el reciduo glucosidico que
podria interactuar con la pectina generando un complejo mas estable, al agregar sucralosa a
la solucion con B-CD/pectina o B-CD (grafico 8 barra “II” sucralosa), hay una disminusion
significativa en el %l si se compara con las soluciones sin sucralosa, estos resultados
concuerdan con el contenido de flavonoides libres (tabla 9) siendo la solucion que contine

B-CD y sucralosa la que mas disminuye, Malpezzi tambien encontro que podrian formarse
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interacciones huesped-huesped entre los residuos glucosidicos de los flavonoides ya
incluidos en la B-CD (Malpezzi et. al., 2004)

Tabla 9. Concentracidn de flavonoides libres (ppm) por HPLC en el sistema modelo de naranja agria,
pH4 temperatura 90°C con sucralosa

Mezcla
Polisacaridos Naringina | Neohesperidina | Naringina Neohesperidina
Sin* 644.7+£0.76 |468.8+ 3.01 644.7+£ 0.76 |468.8+ 3.01
Pectina 318.7£1.24 |ND 411.1+150.5 |416.1+182.4
B-CD 256.5+4.26 | 188.1+0.30 218.2+2.57 | 89.7+0.86
-CD/Pectina 134.1+1.51 | 182.7+0.97 197.1+0.32 | 91.9+2.69

* La solucion sin no contiene sucralosa
Aquellas soluciones que contienen la mezcla de flavonoides (grafico 8 barra “III” sin
sucralosa) disminuyen significativamente el %Il si se agrega cualquier polisacarido,
disminuyendo mayormente aquellas soluciones que contienen B-CD, estos resultados
concuerdan con el contenido de flavonoides libres (tabla 8) y podria deberse a que en
ambos casos hay una interaccion B-CD/ flavonoides mediante la estructura base del
mismo. Al agregar sucralosa a las soluciones que contiene polisacarido y la mezcla de los
flavonoides (grafico 8 barra “IIl” sucralosa) hay una disminucion significativa en el %l, la
mayor disminucion es para la solucion que contiene pectina, sin embargo estos resultados
no concuerdan con la concentracion de flavonoides libres, en este caso la solucion con
menor concentracion de flavonoides es aquella en la que esta presente la mezcla de
polisacaridos (B-CD/pectina, segun lo observado por Nguyen et al. (2013) los puentes de
H* formados debido a la interaccion B-CD/ flavonoides haran que la transferencia de
electrones sea mas eficaz aumentando su capacidad antioxidante, ademas podria ser
debido a la capacidad de la B-CD para mover agua (deshidratacion), haciendo que la

pectina formara redes que producian una interaccién mas estable (Basu et. al., 2013).

Una vez analizados los resultados fisicoquimicos se seleccionaron las soluciones a utilizar
para probar el papel de la disponibilidad de flavonoides en el efecto bioldgico reportado
para ellos. La seleccion se basé en la disponibilidad de los flavonoides dentro de la matriz y
por lo tanto, en el nivel de interaccion presente en las soluciones (una menor disponibilidad

indica una mayor interaccion y viceversa).
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Menos interacciones/ mayor disponibilidad:
e Hesperidina/ eriocitrina pectina (Hesp/erioc pec) en el sistema modelo de lima
e Naringina/ neohesperidina ciclodextrina (N/NH B-CD) en el sistema modelo de
naranja agria
e Jugo fresco de lima

e Jugo fresco de naranja agria

Mas interacciones/ menos disponibilidad:
e Hesperidina/ eriocitrina 3-CD (Hesp/erioc B-CD) en el sistema modelo de lima.
¢ Naringina/ neohesperidina B-CD sucralosa (N/NH B-CD sucralosa) en el sistema
modelo de naranja agria.
e Jugo de lima adicionado con B-CD.

e Jugo de naranja agria adicionado con 3-CD.

85



14.3Evaluacion y comparacién de los parametros biolédgicos (capacidad
hipoglucemiantes e hipocolesterolémico) de los sistemas modelo, el jugo fresco
y el jugo a base de lima o la naranja agria modificado, in vivo (modelo animal).

14.3.1 Efecto hipoglucemiante

En el grafico 9 se muestra el incremento en los niveles de glucosa de los grupos de ratones
a los que se les administraron las soluciones modelo seleccionada en el capitulo anterior.
En la primera barra se muestra el comportamiento del grupo control al que solo se le
administré maltosa y agua (barra “a”), seguido por el grupo control al que se le administro
maltosa y acarbosa (barra “b”) que, como ya se menciond, es un medicamento utilizado
para inhibir la a-glucosidasa que evita la descomposicion y absorcion de los carbohidratos
provenientes de la dieta, las siguientes barras representan los grupos a los que se les
administro las soluciones modelo de mayor y menor disponibilidad de flavonoides del
sistema modelo de lima (barras “c y d”) seguidas por las soluciones del sistema modelo de
naranja agria en el mismo orden (barras “e y ). Al comparar el grupo control (maltosa
barra “a”) contra los grupos suministrados con las soluciones modelo, se puede observar un
tendencia a disminuir los niveles de glucosa en sangre en algunos grupos de ratones
(excepto hesp/erioc pec), esto se puede deber a que se ha demostrado que la hesperidina y
la naringina tienen la capacidad de disminuir la hiperglicemia, mediante el control en la
actividad de algunas enzimas (Mahmoud et al. 2012; Zhang et al. 2012; Unnikrishnan et al.
2014).
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Graéfico 9. Incremento de la glucosa de grupos de ratones administrados con las soluciones de mayor
disponibilidad de flavonoides (Hesp/Erio Pec y NH/N #-CD) asi como las soluciones de menor
disponibilidad de flavonoides (Hesp/Erio CD y NH/N CD sucralosa) de los sistemas modelo de lima 'y
naranja agria (* valores p< 0.005 en comparacion con grupo control)

El andlisis estadistico del grafico 9 demostré que no hay diferencia significativa con el
grupo de ratones suministrados con la solucion de mayor disponibilidad del sistema
modelo de lima (Hesp/Erioc Pec) y el grupo control, mientras que al grupo que se le
administrd la solucion de menor disponibilidad (Hesp/Erioc B-CD) presenta una diferencia
significativa y su comportamiento es similar al grupo administrado con acarbosa ya que al
comparar estos dos grupos no hay diferencias significativas, esto debido a su
biodisponibilidad, una suposicién seria que el flavonoide fue liberado de la B-CD por
enzimas del intestino delgado y deglucosilado en el tracto intestinal para llegar al colon
como aglicona y poder suprimir la actividad de enzimas como la a-glucosidasa (Saura-

Calixto, Serrano y Gofii 2007; Unnikrishnan et al. 2014).

En la comparacion de los grupos suministrados con las soluciones modelo de naranja agria
contra el grupo control administrado solo con maltosa y agua (grafico 9, barras “a, e y 1),
el comportamiento es contrario al observado en los grupos a los que se les administraron las
soluciones modelo de lima. En este caso el grupo que consumio la solucion con mayor
disponibilidad de flavonoides (NH/N B-CD, barra “¢”) es en la que se observa una

disminucion significativa al compararla con el grupo que consumié maltosa (barra ”a”) y
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no muestra una diferencia significativa con el grupo administrado con acarbosa (barra “b”),
mientras que el grupo de menor disponibilidad de flavonoides no disminuye de manera
significativa los niveles de glucosa (barra “f”), probablemente gracias a que se logra una
proteccion eficiente del flavonoide por la matriz de polisacaridos, de la cual no se logra
liberar el flavonoide para que éste sea biodisponible en el intestino grueso y lleve a cabo su
correspondiente efecto biolégico. Algunos autores han demostrado la importancia de la
estructura de cada flavonoide en el reconocimiento enzimatico y la actividad de las mismas,
lo que puede impactar en la actividad hipoglucemiante (Unnikrishnan et al. 2014; Zhang
etal. 2012). Se cree que la presencia de grupos hidroxilo en la estructura base del
flavonoide es importante para la capacidad inhibitoria de las enzimas por tanto, la union y
extremada proteccidn de los flavonoides evita que estos grupos hidroxilo estén disponibles
para desencadenar la actividad inhibitoria de las enzimas provocando el grupo de ratones
administrados con la solucion de menor disponibilidad presente el menor efecto en los

niveles de glucosa en sangre (Gao et al. 2004; Zhang et al. 2012).
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Gréfico 10. Incremento en la glucosa de grupos de ratones administrados con los jugos frescos y las
formulas seleccionadas de lima (f-Ciclodextrina, pasteurizado a 90°C) y naranja agria (#-CD sucralosa,
pasteurizado a 90°C) (* valores p< 0.005 en comparacién con grupo control)

En el grafico 10 se muestra el incremento de glucosa en los grupos de ratones
administrados con los jugos frescos y las formulas seleccionadas. En la barra “a” se

muestra el comportamiento del grupo control al que solo se le administrd6 maltosa y agua,
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seguido por el grupo control al que se le administr6 maltosa y acarbosa (barra “b”), las
barras posteriores muestran el jugo de lima fresco y la formula seleccionada (barras: “c y

d”) seguido del jugo de naranja agria en el mismo orden (barras: “e y ).

Al realizar una comparacion entre el grupo control al que se le administro agua y maltosa
(barra “a”) con los grupos administrados con los jugos de lima no se presentd una
diferencia significativa (barra “c y d”), sin embargo, se observa una tendencia a disminuir
los niveles de glucosa al agregar B-CD a la formulacién, lo cual concuerda con lo
observado en las soluciones modelo, Kundunsen et al. (2011) quienes demostraron que el
extracto de cascara de lima en una concentracion desde 200 a 400mg/kg tiene un efecto
hipoglucemiante en ratones sanos, se cree que este efecto podria ser debido a la regulacion
hepética de glucosa (Kundusen et al. 2011), otro estudio realizado por Padilla et al. (2014)
se demuestra que la lima (Citrus limetta) tiene potencial para fungir como inhibidor de a-
amilasa y a-glucosidasa que inhiben la absorcion de carbohidratos procedentes de la dieta,
ademas proponen que la actividad inhibitoria depende de la concentracion de polifenoles
presentes en el extracto (Padilla-Camberos et al. 2014). Ambos estudios fueron realizados
con los polifenoles provenientes de la cascara de lima, sin embargo, el jugo de lima tiene un
menor contenido de flavonoides (Barreca etal. 2011b), debido a esto, el efecto
hipoglucemiante no es tan marcado como en el caso de los estudios realizados con la

cascara del mismo fruto.

En el caso de los grupos administrados con jugo de naranja agria, consumir jugo fresco,
bajo las condiciones del estudio, no tiene un efecto en los niveles de glucosa en sangre
(gréfico 10, barra “e”), estos resultados concuerdan con lo encontrado por Figueroa et al.
(2009) en el que se observo que al administrar extractos de naranja agria, hay una variacion
en los niveles de glucosa sin llegar a normalizarlos (Figueroa-Valverde et al. 2009). El
consumo del jugo de naranja agria con la férmula seleccionada (naranja agria B-CD y
sucralosa) disminuye los niveles de glucosas en sangre de los ratones de manera
significativa. Estos resultados concuerdan con lo encontrado por Sharma et al. (2008) a
pesar de no ser la misma muestra ni la misma metodologia, estos investigadores
administraron 500mg/kg de un extracto de flavonoides procedentes de la cascara de naranja

agria y demostraron una disminucién significativa de los niveles de glucosa en ratones
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sanos (Sharma et al. 2008), sin embargo, los resultados no concuerdan con lo encontrado en
el experimento con las soluciones modelo, en el cual pareciera que la solucion que contiene
B-CD vy sucralosa no disminuye los niveles de glucosa (grafico 10), se cree que la
diferencia presentada al realizar la formulacion del jugo se debe a la complejidad de la
matriz alimentaria, es decir la B-CD y la sucralosa podrian estar interactuando con otros
ingredientes de la matriz dejando mas susceptibles a los flavonoides para la degradacion en
el tracto gastrointestinal, pudiendo de esta manera, estar biodisponibles en la barrera

intestinal para llevar a cabo su funcion.

La regulacion de la glucosa que ejercen los flavonoides esté estrechamente ligada con una
regulacion del perfil lipidico, por lo tanto, en este proyecto también se estudio la capacidad
hipocolesterolémica de los flavonoides seleccionados y los jugos. En el grafico 11 se
muestra el cambio en el nivel de colesterol en la sangre de los grupos de ratones a los que

se les administraron las soluciones modelo.

En la primera barra se muestra el grupo al que solo se le administr6 agua y tiloxapol (barra
“a”), que es un detergente no iénico que inhibe la actividad de la enzima lipoproteina-lipasa
(Ramchoun et al. 2012) causando una hiperglicemia aguda, seguido de los grupos que
consumieron las soluciones modelo de lima y naranja agria. En este caso no se presentan
los resultados de la atorvastatina (control positivo) debido a que la dosis empleada no
genero una disminucion significativa en los niveles de colesterol de los ratones a los que se

les administré este medicamento.
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Gréfico 11. Incremento en el colesterol de grupos de ratones administrados con las soluciones de mayor
disponibilidad de flavonoides (Hesp/Erio Pec y NH/N B-CD) asi como las soluciones de menor
disponibilidad de flavonoides (Hesp/Erio 3-CD y NH/N B-CD sucralosa) de los sistemas modelo de lima'y
naranja agria (* valores p< 0.005 en comparacion con grupo control tiloxapol).

Al analizar los resultados obtenidos se aprecia una tendencia a disminuir los niveles de
colesterol en sangre de todos los grupos a los que se les administraron las soluciones
modelo si se compara con el grupo de ratones que solo consumio tiloxapol (grafico 11).
Esto demuestra, al igual que en el caso de la glucosa, que la hesperidina y la naringina
tienen efecto en el perfil lipidico. Estos compuestos regulan la actividad de receptores
nucleares llamados PPAR, reducen la actividad de enzimas que estan involucradas en el
metabolismo de colesterol como las Acil-coA transfereasas (ACATS) en especial la 3-
hidroxi-3metilglutaril CoA (HMGCoA), inhiben la peroxidacién lipidica, y aumentan el
catabolismo de la fraccion LDL que se considera el “colesterol malo”, aumentan los niveles
de HDL o “colesterol bueno” (Wilcox, Borradaile y Huff 2006; Jeon et al. 2001; Kim et al.
2003; Roohbakhsh et al. 2015).

En el sistema modelo de lima el grupo que fue administrado con la solucién con mayor
disponibilidad de flavonoides, es decir, la de menor interaccion (Hesp/Erio Pec) no mostro
una diferencia significativa en relacion con el grupo control (grafico 11, barra “a y b”), sin
embargo, se observa una tendencia a disminuir los valores de colesterol. El grupo
administrado con las soluciones de menor disponibilidad (Hesp/Erio B-CD) disminuye

significativamente los niveles de colesterol (barra “c”), esto se debe, como en el caso de la
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prueba de glucosa postprandial, a la disponibilidad de los flavonoides, en el estdmago estos
compuestos son expuestos a condiciones acidas que pueden desestabilizar las interacciones
con los polisacaridos para que los flavonoides puedan ser liberados y deglucosilados en el
intestino delgado (Lewandowska et al. 2013) y, como en el caso de la hesperetina tener la
oportunidad de traspasar la barrera epitelial mediante difusion pasiva y asi llevar a cabo su
funcion bioldgica (Ziberna et al. 2014). Se ha demostrado que la hesperetina inhibe la
enzima hepatica HMG-CoA y ACAT reduciendo la produccion hepatica de apoB contenido
en las lipoproteinas (Kim et al. 2003).

En el sistema modelo de naranja agria el comportamiento fue el contrario, el grupo de
ratones administrados con solucién de mayor interaccion, es decir, menor contenido de
flavonoides libre, no mostr6 una disminucién en los niveles de colesterol en sangre (gréafico
11, barra “d”), mientras que los grupos que consumieron la solucion con menor
disponibilidad presenta una disminucion significativa (grafico 11, barra “e”), este
comportamiento es similar al encontrado en la prueba hipoglucemiante y se ha demostrado
que la formacion de complejos flavonoides-B-CD puede aumentar la biodisponibilidad de
estos compuestos, ademas de que puede servir como acarreador para que el efecto bioldgico
se lleve a cabo (Lucas-Abellan et al. 2007), la B-CD al ser un polisacarido ciclico derivado
de la degradacion del almidén no es digerible por lo que se ha demostrado que puede
formar un complejo de inclusion con el colesterol, disminuyen su absorcién intestinal y
aumenta su secrecion en las heces por lo tanto al debilitarse las interacciones fisicoquimicas
con los flavonoides y romper el complejo flavonoide-B-CD la cavidad de la ciclodextrina
queda libre para interactuar con el colesterol presente en el intestino (Trautwein et al.
1999), al agregar un edulcorante (sucralosa) la interaccion se vuelve tan fuerte que a pesar
de pasar por las condiciones acidas del estobmago, la liberacion no es tan efectiva como
aquella solucion que solo contiene B-CD reduciendo asi la biodisponibilidad del flavonoide

y por lo tanto, su efecto bioldgico.

El grafico 12 muestra los niveles de colesterol obtenidos al administrar los jugos frescos y
las formulas seleccionadas a los grupos de ratones, en la primera columna (barra “a”) como

en los demas casos se muestran los resultados del grupo control que fue administrado con
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agua y tiloxapol, seguido de los grupos que consumieron jugo de lima (barra “b y ¢”) y
naranja agria (barra “d y €”).
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Gréfico 12. Cambio en los niveles de colesterol de los grupos de ratones administrados con los jugos
frescos y las formulas seleccionadas de lima (8-CD, pasteurizado a 90°C) y naranja agria (f-CD y
sucralosa, pasteurizado a 90°C) (* valores p< 0.005 en comparacién con grupo control tiloxapol).

En los resultados obtenidos de los grupos que consumieron el jugo de lima, se observa una
tendencia a disminuir los niveles de colesterol del grupo administrado con jugo fresco
(gréfico 12, barra “b’) mientras que el grupo que consumié jugo con B-CD disminuyd
significativamente estos nivel (barra “c”), esta observacion concuerda con lo encontrado en
el sistema modelo, por lo tanto, se podria suponer que este efecto se debe a la presencia de
flavonoides, se ha demostrado que la presencia de flavonoides citricos como hesperidina
disminuye los niveles de colesterol (Jung et al. 2006), ademas se cree que la presencia de
compuestos que se encuentran dentro de la matriz del jugo como la pectina, disminuye los
niveles de colesterol en ratas (Krzysik et al. 2011), también se ha demostrado como ya se
habia mencionado que la B-CD puede formar complejos de inclusion con el colesterol
promoviendo de esta manera una disminucion de los niveles presentados en los ratones
(Trautwein et al. 1999).

En el caso de los grupos administrados con los jugos de naranja agria, hay una disminucion
significativa en los niveles de colesterol al compararlos con el grupo control (grafico 12,

barra “a, d y €”), sin importar el tipo de jugo. Sharma et al. (2008) demostré que al
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administrar extractos etandlicos de cascara de naranja agria hay disminucion de los niveles
de colesterol en ratones con diabetes inducida, esto se podria deber a una estimulacion de
las células B-pancreéaticas que estimulan la secrecion de insulina, la insulina estimulara la
biosintesis de acidos grasos, ademas de la incorporacion de acidos grasos a triglicéridos en

el higado y las células (Sharma, Manoj et al. 2008)

Los ratones que consumieron el jugo que contiene B-CD vy sucralosa disminuye estos
niveles de colesterol en mayor proporcién que el jugo fresco, esto podria deberse como en
el caso del efecto hipoglucemiante, a la disponibilidad de los compuestos biol6gicamente
activos y a la complejidad de compuestos presentes en la matriz alimentaria que interactan
no solo con los flavonoides, sino también con otros compuestos presentes en la matriz

dejando mayormente disponibles a los flavonoides.
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15. Conclusiones

Se demostrd la presencia de interacciones fisicoquimicas entre los flavonoides y los
polisacaridos pectina y B-CD presentes en las formulas seleccionadas para jugos de naranja
agria y lima mediante una disminucion en las variables de respuesta (flavonoides totales,
%I del radical DPPH, concentracion de flavonoides libres por HPLC). Estas interacciones

pueden involucrar puentes de hidrogeno e interacciones hidrofobas.

La utilizacion de sistemas modelo ayudé a observar las interacciones especificas,
flavonoide-polisacarido y a suponer los mecanismo de unién de los distintos flavonoides
utilizados. Las interacciones dependeran del tipo de flavonoides y el polisacérido al que se
unan, eriocitrina y naringina interactian en mayor proporcion con la pectina mientras que
hesperidina y neohesperidina con la B-CD, este comportamiento se debe a la estructura de

cada flavonoide.

Estas interacciones afectan directamente en la disponibilidad y accesibilidad de los
compuestos estudiados, tanto en las soluciones modelo, como dentro de la matriz compleja.
De esta manera se comprueba que, el efecto bioldgico se ve influenciado por la
disponibilidad de los compuestos. Se requiere una interaccion que proteja al flavonoide de
manera gque pueda ser liberado en el intestino grueso, sin embargo, demasiada proteccion
obstruye la liberacion del flavonoide evitando que lleve a cabo su efecto hipoglucemiante e
hipocolesterolémico.

En los jugos, el tratamiento térmico afecta la capacidad anti-radical, adicionar 3-CD parece
proporcionar estabilidad a la bebida al someterla a pasteurizacién, ademas de ayudar a
llevar a cabo un mejor efecto bioldgico (hipoglucemiante e hipocolesterolémico) que los

jugos frescos.

Por todo lo anterior, el disefio de un alimento funcional requiere considerar factores como
tipo de compuestos bioactivos presentes en la matriz alimentaria, las interacciones entre
estos compuestos y la matriz alimentaria asi como las condiciones de procesamiento a los

gue estos productos seran sometidos, aun cuando sean un simple jugo pasteurizado.
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16. Recomendaciones futuras

Llevar a cabo estudios con algunos otros componentes de la matriz celular, utilizando como
estrategia sistemas modelo, quiza utilizando otros polisacéridos usados en la industria como
almidon o celulosa y otros flavonoides.

Adicional a lo planteado en este estudio, se podrian utilizar métodos directos para medir las
interacciones que se determinaron de manera indirecta en este estudio, mediante laser
pulsado, microscopio de fuerza atbmica entre otras técnicas, esto deberia hacerse sin variar

los parametros utilizados en esta ocasion.

Seguir con la formulacion de los jugos industrializados llevando a cabo evaluaciones

sensoriales para buscar un producto apto para el consumo.

La parte bioldgica del presente trabajo se realizd en un tiempo relativamente corto (30min
efecto hipoglucemiante y 24hrs efecto hipocolesterolémico), pero un alimento funcional se
ingiere durante mayor tiempo en la vida de un ser humano, por lo tanto seria necesario
realizar pruebas de mayor duracion primero en animales y después con seres humanos
sanos para ver el impacto real del producto en la prevencién de enfermedades crénico-

degenerativas.

Realizar pruebas bioldgicas de las matrices utilizadas en este proyecto con modelos
animales enfermos de diabetes mellitus tipo 2 para ver el comportamiento de las soluciones

en un metabolismo en déficit debido a una enfermedad cronico degenerativa.
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18.Anexos

Nutrimento Unidades | Lima Naranja agria
Porcién comestible % 63 63
Energia kcal 47 65
Humedad % 88.3 82.4
Fibra dietética g 0.50 1.3
Hidratos de Carbono g 10.50 13.40
Proteinas g 0.70 1.5
Lipidos totales g 0.20 0.6
Ac. Grasos
Saturados g - -
Monoinsaturado g - -
Poliinsaturado g - -
Colesterol g 0.0 0.0
Minerales
Calcio mg 33 65
Fosforo mg 18 17
Hierro mg 0.6 0.8
Magnesio mg - 11
Sodio mg 2 1
Potasio mg 102 200
Zinc mg 0.11 0.05
Vitaminas
RAE (Vit.A) Mg 1 5
Ac. Ascorbico mg 29 31
Tiamina mg 0.03 0.07
Riboflavina mg 0.02 0.01
Niacina mg 0.20 0.4
Piridoxina mg - -
Ac. Folico ug 8 -
Cobalamina Mg 0.0 0.0
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18.2 Anexo 2. Curva de calibracion de flavonoides totales
Curva de calibracion con quercetina a 510nm para el metodo de flavonoides totales.
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18.3 Anexo 3. Capacidad antirradical equivalente en trolox
Curva de calibracion con trolox a 570nm para el radical DPPH
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18.4 Anexo 4. Curvas de calibracion para cromatografia liquida (HPLC)
Curva de calibracién de los flavonoides utilizados para la cuantificacién de compuestos en el jugo.

Calibration curve: Flavonoides Nancy SML 2014 - Eriocitrina
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Calibration curve: Flavonoides Nancy SML 2014 - Neohesperidina
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Analisis de Varianza para %I del sistema modelo de lima

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
Modelo 5723.62 26 |220.139 3.53 0.0000
Residuo 4300.65 69 |62.3283

Total (Corr.) [10024.3 95

Suma de Cuadrados Tipo 111
Fuente Suma de Gl Cuadrado |Razén-F |Valor-P
Cuadrados Medio
Tipo de polisacarido 772.416 2 386.208 6.20 0.0034
tipo de flavonoide 1641.95 3 547.317 8.78 0.0001
pH 360.375 1 360.375 5.78 0.0189
temperatura 6.40667 1 6.40667 0.10 0.7495
Tipo de polisacarido*tipo de flavonoide 865.268 6 144.211 2.31 0.0429
Tipo de polisacarido*pH 494.528 2 247.264 3.97 0.0234
Tipo de polisacarido*temperatura 127.906 2 63.9529 1.03 0.3638
Tipo de polisacérido*tipo de flavonoide*pH 738.27 6 123.045 1.97 0.0812
tipo de flavonoide*pH*temperatura 716.502 3 238.834 3.83 0.0134
Residuo 4300.65 69 62.3283
Total (corregido) 10024.3 95
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Anadlisis de Varianza para %Il del sistema modelo de naranja agria

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio |Razén-F  [Valor-P

Modelo 2836.03 39 |72.7187 9.63 0.0000

Residuo 422.957 56 |7.55281

Total (Corr.) |3258.99 95

Suma de Cuadrados Tipo 111

Fuente Suma de Gl |Cuadrado |Razén-F|Valor-P
Cuadrados Medio

tipo de flavonoide 1092.79 2 |546.397 |[72.34 [0.0000

tipo de polisacarido 1002.64 3 |334.214 |(44.25 [0.0000

pH 1.5297 1 [1.5297 0.20 0.6544

temperatura 16.1606 1 [16.1606 ([2.14 0.1491

tipo de flavonoide*tipo de polisacérido 436.774 6 [72.7957 ]9.64 0.0000

tipo de flavonoide*pH 42.1223 2 [21.0612 |2.79 0.0701

tipo de flavonoide*temperatura 0.12513 2 10.0625652(0.01 0.9918

tipo de polisacarido*pH 67.4508 3 |22.4836 |[2.98 0.0392

tipo de polisacarido*temperatura 12.3083 3 [4.10278 ]0.54 0.6547

pH*temperatura 43.9246 1 143.9246 |5.82 0.0192
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