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Resumen

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto antihiperglucémico del bagazo de
naranja (Citrus sinensis Var. Valencia), en estudios in vitro. Se trabajé con el bagazo de
naranja, el cual fue deshidratado a 70 °C durante 7 h. Posteriormente, se cuantifico el
contenido de fibra soluble e insoluble. En los estudios in vitro se evalud la capacidad que
tiene la fibra para atrapar glucosa en un sistema modelo (membrana de dialisis), la fibra se
incubd con diferentes concentraciones de glucosa y se cuantificd el contenido de glucosa en
el medio. Asi mismo, se determind la capacidad que tiene la fibra de inhibir la actividad de la
enzima a-amilasa, utilizando como sustrato al almidon. Las tres harinas de bagazo
deshidratado presentan un elevado porcentaje de fibra soluble que representa mas del 55%
y el porcentaje de fibra insoluble fue menor del 3%, asi mismo se observo que los tres
diferentes tipos harina de bagazo deshidratado de naranja manejados en este estudio;
absorben glucosa, retardan la difusién de la glucosa a través de una membrana de dialisis y

tienen actividad para inhibir la actividad de la enzima a-amilasa.

Abstrac

The objective of the present work was evaluate the anti-hyperglycemic effect of the orange
bagasse (Citrus sinensis Var. Valencia), with in vitro studies. The orange bagasse was
dehydrated to 70 °C during 7 h. After, the soluble and insoluble fiber content was quantified.
In the in vitro studies was evaluated the capacity that has the fiber to catch glucose in a
model system (dialysis membrane). The fiber was incubated with different glucose
concentrations, and glucose content of solutions was quantified. Also, the capacity that has
the fiber to inhibit the activity of the a-amylase enzyme was determined, using starch like
substrate. The three dehydrated bagasse flours display a high percentage of soluble fiber that
represents more than 55% and the percentage of insoluble fiber was smaller of 3%. In the

same way, was observed that the three different types of orange bagasse flour handled in
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this study; they absorb glucose, they slow down diffusion of glucose through a dialysis

membrane and have activity to inhibit the activity of a-amylase.

Palabras clave: Bagazo de naranja, fibra dietética, efecto antihiperglucémico, diabetes.

Introduccion.

La diabetes es una enfermedad crénico-no transmisible. Su prevalencia ha aumentado
notablemente en los ultimos anos, debido a los cambios existentes tanto en los habitos
alimentarios y el caracter sedentario de las personas. Se caracteriza por niveles elevados de
glucosa en la sangre, debido a la falta de secreciéon de insulina o una alteracion en la
respuesta a esta hormona. Por afios, en México se han utilizado un sin niumero de plantas y
frutas como apoyo en el tratamiento del control de la diabetes, tal es el caso del nopal, por su
alto contenido de fibra a la cual se le han atribuido muchos de los efectos fisiolégicos que se
obtienen al consumir estos productos, por lo que han sido utilizados en la medicina
tradicional, para la prevenciéon y el control de algunas enfermedades, tales como:

hipertensién, obesidad y diabetes tipo 2 (DM2).

Materiales y Métodos.
Material biolégico: Naranja Var. Valencia adquirida en el mercado municipal de Pachuca de

Soto, Hidalgo; en el mes de enero de 2006.

Obtencion de la harina de bagazo de naranja: La naranja se lavo, se procedio a extraer el
jugo con un extractor convencional domestico y una vez extraido, el bagazo de naranja se
deshidraté en una estufa con circulacion de aire forzado (Oven Series 900 marca
Thermolyne) a 70 °C por 7 h; se molié en una licuadora domestica (Osterizer), obteniéndose
asi una harina de bagazo de naranja deshidratado (Gémez et al., 2005). Con la finalidad de
disminuir el tamafo de particula se procedié a tamizar la harina de bagazo de naranja
deshidratado (fibra total), la que pasé por la malla 100 (U.S. Number). Se denomind fibra
tamiz y la harina de bagazo de naranja deshidratado retenida en la malla 100 se identifico

como fibra residual.

Fibra dietética soluble: Se peso por triplicado 1 g de cada una de las muestra obtenidas,
éstas fueron colocadas en matraces Erlenmeyer de 500 mL, se les adicionaron 50 mL del
buffer de fosfatos pH 6.0 y 0.1 mL de a-amilasa termoestable (TDF100A, Sigma-Aldrich); la
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mezcla se coloco en un bafio de agua hirviendo durante 30 min, con temperatura interna de
75-100°C y se agitd a intervalos de 5 min, posteriormente se enfrid y se ajusté el pH a 7.5, se
agregaron 5 mg de proteasa (TDF100A, Sigma-Aldrich) y se incubd por 30 min a 60 °C con
agitacion continua. Nuevamente se enfrié a temperatura ambiente, se ajustoé el pH entre 4.0-
4.6 y se le adicionaron 0.3 mL de amiloglucosidasa (TDF100A, Sigma-Aldrich), repitiendo el
proceso de incubacion durante 30 min a 60 °C con agitacion continua. Una vez finalizada las
incubaciones indicadas, el residuo se enfrié y se filtré6 en papel Whatman No. 1, colocandolo
en una estufa (Isotemp Oven marca Fisher Scientific) a 40 °C durante toda la noche, una vez
que se obtuvo un peso constante en la muestra, se transfirio a un desecador y se peso
(AOAC, 1990).

Fibra dietética insoluble: Al filtrado y el agua de lavado obtenidos en la seccion anterior, se
adiciondé un volumen de 298 mL de alcohol etilico al 95 % a 60 °C, mismo que se dejé
reposar toda la noche a temperatura ambiente, para asi poder determinar el porcentaje de
fibra dietética insoluble. El residuo obtenido después de la filtracion, se lavo dos veces con
porciones de 15 mL de etanol al 78 %, dos veces mas con 15 mL de etanol al 95 % y por
ultimo, en dos ocasiones con 15 mL de acetona. El residuo una vez seco, se pesé (AOAC,

1990) y se determino la cantidad de fibra dietética insoluble.

Capacidad de absorcion de glucosa: Se colocdé 1 g de cada una de las muestras en
diferentes concentraciones de soluciones de glucosa (50, 100 y 200 umol/L), éstas se
incubaron en un bafio Maria a 37 °C por 6 h en agitacion continia. Después se tomo una
alicuota de la solucion y se centrifugo en una centrifuga Centra GP8R marca IEC a 3500 X g
por 15 min. El contenido de glucosa en el sobrenadante se midi6 usando un Kit de
cuantificacion de glucosa (GAGO20 Kit de Glucosa, Sigma-Aldrich) (Ou et al., 2001; Chau et
al., 2003).

indice de Retardacién de Dialisis de Glucosa (GDRI): Se colocé en una membrana de
didlisis 1 g de muestra con 25 mL de solucién de glucosa (glucosa 6-fosfato, Sigma) a una
concentracion de 50 umol/L, después se dializé contra 200 mL de agua destilada a 37 °C y
se midié a diferentes tiempos (20, 30, 60, 120, y 180 min) el contenido de glucosa en el
dializado, usando un kit de cuantificacién de glucosa, mediante la siguiente ecuacion se

calculé el valor del GDRI:
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(100 — contenido de glucosa con adicién de fibra)
GDRI = x 100

Contenido de glucosa en el control

Inhibicién de la enzima a-amilasa: Para la realizacién de esta técnica se hizo una
separacion de los soélidos insolubles en alcohol (AIS) y los sélidos insolubles en agua (WIS)
de acuerdo al método reportado por Chau y Huang (2003), AIS y WIS (por sus siglas en
ingles) fueron separados de las tres diferentes harinas bajo estudio. Para obtener AIS se
pes6 una muestra de la harina (2 g) y se homogenizé en 40 mL de etanol al 85% en
ebullicion, empleando un homogenizador de laboratorio a 2500 rpm por 1 min se obtuvo una
suspension, ésta se mantuvo a 80 °C por 40 min, se filtré y lavd dos veces con etanol al 70
%, posteriormente se secd con un secador a vacio. Para realizar la extraccién de WIS se
puso agua destilada y se pes6 2 g de cada una de las tres harinas, la muestra se
homogenizé de la misma manera que en la etapa anterior con la excepcion de que en esta
prueba se usaron 20 mL de agua fria para cada muestra, se filtro, se lavd con agua destilada
e igualmente, se secd empleando un secador a vacio. Una vez obtenidas ambas fracciones,
se prepard una solucion de almidon, mezclando 10 g de almidon de papa con 200 mL de
0.05 M de buffer fosfato (pH 6.5), esta suspension se calent6é por 30 min a 65 °C, y se aforo
a un volumen final de 250 mL. Una vez obtenidas las fracciones AIS y WIS y la suspensién
de almidon gelatinizado, se peso por separado 1 g de muestra y de sus respectivas
fracciones (AIS y WIS) con 4 mg de a-amilasa (Cat No. 100447, ICN Biomedicals) y 40 mL
de la solucion de almidoén, se colocaron en bafio Maria a 37 °C por 60 min, transcurrido este
tiempo se adicionaron 80 mL de NaOH 0.1 M y se centrifugd la mezcla a 3500 x g por 15
min. Por otro lado, del sobrenadante se determind el contenido de maltosa mediante
colorimetria en espectrofotémetro con longitud de onda de 540 nm, usando 1 mL de acido
3,5-dinitrosalicilico (Chau et al, 1998), de este modo. La actividad de inhibicion de a-amilasa
(%) fue definida como el porcentaje de decremento en el rango de produccion de la maltosa

comparado con el control (Chau, 1998; Chau et al., 2003).

Resultados y Discusion.
Los resultados obtenidos muestran que las tres harinas de bagazo de naranja deshidratado
tienen un elevado porcentaje de fibra soluble (tabla 1), correspondiendo el porcentaje mas

alto a fibra residual y el menor a fibra tamiz; mientras que la fibra total presenta un porcentaje
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intermedio. La fibra residual presentd el menor porcentaje de fibra insoluble, siendo mas
elevada para la fibra total y mostrando un valor intermedio en la fibra tamiz. Estos resultados
se presentan contradictorios a lo publicado por Chau et al. (2003) y Chau y Huang (2003),
pues estos investigadores reportaron que el bagazo de la naranja que ellos estudiaron es
rico en fibra dietética insoluble, cabe mencionar que la variedad de naranja empleada en el
trabajo de estos investigadores fue diferente a la utilizada en este estudio. No existen
reportes previos donde se analice el porcentaje de estos componentes de la fibra en funcion

del tamario de particula de la harina de bagazo de naranja.

En la tabla 2 se presentan los resultados de la capacidad de absorcion de glucosa, en esta
tabla se observa que la fibra tamiz y fibra residual presentaron las mejores caracteristicas de
retencion de glucosa en solucion, mostrando las menores concentraciones de glucosa, por
debajo de la inicial, este resultado fue mas evidente en la fibra tamiz, este resultado puede
deberse a posibles diferencias en la viscosidad por efecto del tamano de particula. De
acuerdo a los datos reportados por Chau et al. (2003), en estudios realizados con fibra
insoluble proveniente de naranja, estas presentaron capacidades de absorcion de glucosa
menores que la celulosa, los resultados encontrados por estos investigadores no pueden ser
comparados con los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que la composicion de
las fracciones de fibra soluble e insoluble presentes en las naranjas utilizadas en ambos

estudios no son comparables.

En la tabla 3 se muestran los resultados del indice de retardacién de dialisis de la glucosa,
de estos se puede apreciar que las tres harinas de bagazo de naranja disminuyeron la
difusién de la glucosa durante los primeros 30 minutos y que la fibra residual la disminuyo
incluso hasta los 60 min, presentando las tres harinas valores menores que la goma arabiga
a los 120 min. En este apartado se puede observar que la celulosa presenta las mejores
caracteristicas para inhibir la difusion de la glucosa al medio, esto debido a que este
compuesto es principalmente una fibra insoluble, motivo por el cual inhibe de una mejor
manera la difusion de la glucosa al medio en comparacién con todas las otras fibras
probadas y también explica porque las fibras de naranja presentan mejores caracteristicas

para inhibir la difusién de la glucosa que la goma arabiga.
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Los resultados de la inhibicion de la accion de la enzima a-amilasa (tabla 4) revelaron que la
fibra tamiz, presenta menor porcentaje de inhibicion en la actividad de esta enzima
comparada con fibra total y en mayor proporcién con fibra residual, la cual presenta mayor
actividad en la inhibicion de dicha enzima. Chau et al (2003), reportaron que la inhibicion de
la actividad de la enzima a-amilasa estaba en funcion del origen y el tipo de fibra, lo cual
puede explicar porque la fibra residual presento la mayor inhibicion de esta enzima, ya que
durante el proceso de molienda y tamizado se separaron diferentes fracciones y tipos de
fibra soluble e insoluble. Concluyendo y tomando en cuenta lo reportado por Ou et al. (2001),
que concluyo que la FD retarda la accion de la enzima a-amilasa a través de que encapsula

al almidén y a la enzima.

TABLA 1: Contenido de fibra soluble e insoluble 2.

Muestra Soluble Insoluble

Fibra total 59.84 %+0.23 " 3.12 %%0.90 "
Fibra tamiz 59.75 %+1.30 " 3.03 %%0.30 "
Fibraresidual  64.53 %+2.62 ") 2.63 %+1.37 ")

Tabla 2: Capacidad de Absorcién de la Glucosa® de Varias Fibras a
Diferentes Concentraciones de Glucosa.

Absorcion de Glucosa pmol/L

Muestra de

Fibra 50 mmol/L 100 mmol/L 200 mmol/L
Arabiga 5493+921Y 7442+082W 15247 +277 W)
Celulosa ® 46.86+0.56 " 9423+330" 178.75+6.01 W
Fibra total 5451 +1.83Y 9016 +1.71™ 20533+ 14.20 "
Fibra tamiz 4358+0.85" 9370+1.74" 173.42+6.08 W

Fibra residual 4762 +213"  84.02+4.19"™  176.87 +8.01 W
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TABLA 3: Efectos de Varias Fibras en la Difusion e indice de Retardacion
de Dialisis de la Glucosa (GDRI).

Glucosa en Dialisis (Minutos).

Muestra de
Fibra 20 30 60 120
Control 0.84+001Y 115+0.04™ 2.01+0.03™ 253+0.01"
Arabiga 0.71+001™ 112+003™ 1.91+001" 3.07+0.01"
Celulosa 1.04+0.01™ 1.03+000" 173+0.03™ 1.94+017W
Fibra total 0.67+0.04™ 097+0.01"™ 214+005" 241+0.03™W

Fibra tamiz 0.73+0.01™ 094+000™ 206+003" 284+0.01Y
Fibra residual 0.73+0.07™ 1.14+0.05" 1.90+0.03™ 263+0.05Y

Tabla 4: Inhibicién de a-amilasa en fibras
de harina de bagazo deshidratado de

naranja®
a-Amilasa %
Control 2.2340.013
Fibra total 1.766+0.007 ") 19.05
AlS 1.762+0.004 ™) 19.21
WIS 1.664+0.002 ") 2551
Fibra tamiz 1.786£0.002 ™) 18.03
AlS 1.719+0.002 ™) 21.20
WIS 1.686+0.002 ") 24.51
Fibra residual  1.668+0.003 )  23.51
AlS 1.766+0.002 ") 19.05
WIS 1.628+0.003 ") 27.11

Conclusiones.

Las harinas del bagazo de naranja deshidratado presentaron altos contenidos de fibra
dietética soluble, el cual representa mas del 55% y el porcentaje de fibra insoluble es de
menor del 3%. Asimismo, las tres harinas tiene caracteristicas funcionales especificas para
controlar la glucosa en sistemas modelo, de esta manera las harinas estudiadas tienen la
capacidad de absorber glucosa, retardar la difusion de la glucosa a través de una membrana
de didlisis y tienen actividad para inhibir la accién de la enzima a-amilasa.
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