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RESUMEN

El consumo de polifenoles y fibra dietética disminuye el riesgo de enfermedades
cardiovasculares. La fresa y sus subproductos son fuente de dichos compuestos
asi como de polifenoles no extraibles. Estos fitoquimicos mejoran la microbiota
intestinal y su metabolismo, potenciando la absorcion de compuestos. El objetivo
del estudio consiste en evaluar una bebida estable de frutos rojos enriquecida
con polifenoles extraibles, no extraibles y fibra dietaria sobre el control de
factores de riesgo cardiovascular en poblacion y establecer su asociacion con la
microbiota intestinal y sus metabolitos y la oxidacién de proteinas. Se elaboraron
bebidas de fresa y mora y se selecciond la que presentd una mayor estabilidad
de color y contenido de compuestos polifendlicos, para evaluar su efecto por 28
dias en adultos jovenes con 22 factores de riesgo cardiovascular determinando
su composicion corporal, bioquimica, analisis de la microbiota fecal, metaboloma
en suero, orina y heces, y proteinas oxidadas en suero. La adicion del residuo
de jugo de fresa incremento significativamente hasta 50 veces las antocianinas
y 11 veces los elagitaninos con respecto a la bebida control. El grupo con bebida
control disminuyd principalmente su consumo de lipidos (18.7 %) y azucares
(12.7 %) en la ultima semana de tratamiento, mientras que el grupo con bebida
enriquecida mostré un aumento en el consumo de energia (785.2 kcal) y lipidos
(42.8 g), explicando la disminucion significativa en HOMA-IR del grupo con la
bebida control en comparacion con la bebida enriquecida. La bebida enriquecida
redujo el indice Firmicutes/Bacteroidetes en un 32 %, asi como las familias
Rikenellaceae y Ruminococcaceae, asociadas con obesidad y dietas
hipercaloricas. Finalmente, la falta de significancia en las correlaciones entre la
carbonilacion de proteinas y la composicion corporal y resistencia a la insulina,
sugieren gue el consumo de estas bebidas de fresa no afecto significativamente
en la modulacion del estrés oxidativo. En conclusion, el consumo de bebidas de
fresa enriquecidas con polifenoles puede ser una estrategia efectiva para
modular la microbiota intestinal y promover la salud. Los resultados de este
estudio respaldan la importancia de incluir alimentos ricos en polifenoles en la
dieta para mejorar la salud intestinal.

Palabras clave: Frutos rojos, riesgo cardiovascular, microbiota intestinal,
bebidas funcionales.
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ABSTRACT

The consumption of polyphenols and dietary fiber decreases the risk of
cardiovascular diseases. Strawberry and its by-products are a source of these
compounds as well as non-extractable polyphenols. These phytochemicals
improve the intestinal microbiota and its metabolism, enhancing the absorption
of compounds. The aim of the study is to evaluate a stable berry drink enriched
with extractable and non-extractable polyphenols and dietary fiber on the control
of cardiovascular risk factors in the population and to establish its association
with the intestinal microbiota and its metabolites and protein oxidation.
Strawberry and blackberry drinks were prepared and the one with the greatest
color stability and polyphenolic compound content was selected to evaluate its
effect for 28 days in young adults with =2 cardiovascular risk factors by
determining their body composition, biochemistry, fecal microbiota analysis,
serum, urine and feces metabolome, and oxidized proteins in serum. The
addition of strawberry juice residue significantly increased anthocyanins by up to
50 times and ellagitannins by 11 times compared to the control drink. The control
drink group mainly decreased their lipid (18.7%) and sugar (12.7%) intake in the
last week of treatment, while the enriched drink group showed an increase in
energy (785.2 kcal) and lipid (42.8 g) intake, explaining the significant decrease
in HOMA-IR of the control drink group compared to the enriched drink. The
enriched drink reduced the Firmicutes/Bacteroidetes ratio by 32%, as well as the
Rikenellaceae and Ruminococcaceae families, associated with obesity and high-
calorie diets. Finally, the lack of significance in the correlations between protein
carbonylation and body composition and insulin resistance, suggests that the
consumption of these strawberry drinks did not significantly affect the modulation
of oxidative stress. In conclusion, consumption of polyphenol-enriched
strawberry drinks may be an effective strategy to modulate the intestinal
microbiota and promote health. The results of this study support the importance
of including polyphenol-rich foods in the diet to improve intestinal health.

Keywords: Berries, cardiovascular risk, intestinal microbiota, functional
beverages.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares son uno de los principales problemas de
salud publica a nivel mundial. México presenta altas prevalencias de los factores
de riesgo cardiovascular en adultos jovenes como el sobrepeso y la obesidad
(68%), obesidad abdominal (70.9%), dislipidemias (25%), hipertension (14.4%),
asi como glucosa elevada en sangre (6.1%) de acuerdo con la Encuesta
Nacional de Salud del 2022 (Campos-Nonato et al., 2023).

Estos factores de riesgo cardiovascular tienen en comun un incremento del
estrés oxidativo y una disminucion del sistema de defensa antioxidante propio
del organismo. La formacion de especies oxidantes en exceso desencadena,
entre otras alteraciones, la disfuncion mitocondrial y la acumulacion de productos
de oxidacion, mayoritariamente proteinas, lo que esta correlacionado con niveles
altos de carbonilacion proteica, que es la forma principal de oxidacion de estas
macromoléculas. La carbonilacion de proteinas consiste en una modificacion
postraduccional irreversible que genera un resto carbonilo reactivo en una
proteina. Estos cambios conformacionales en la cadena polipeptidica conducen
a una pérdida de su funcion, lo que conlleva a la progresion de la enfermedad
(Akagawa, 2020).

Para el control de estas enfermedades cardiovasculares se ha recomendado
incluir patrones alimentarios saludables. Entre estos alimentos estan los frutos
rojos como la fresa y la mora azul, los cuales son los mas consumidos en todo
el mundo, que ademas de su elevado valor nutricional, han demostrado ser
alimentos funcionales, empleados para el tratamiento y prevencién de

enfermedades cardiovasculares.

Los estudios clinicos muestran que el consumo en fresco de fresa y mora azul,
asi como sus bebidas inducen proteccion de riesgo cardiovascular, regulando el
metabolismo de glucosa, lipidos, estrés oxidativo e inflamacion (Higuera-
Hernandez et al.,, 2019). Estos estudios han atribuido la proteccion

cardiovascular a las antocianinas; no obstante, los polifenoles no extraibles

[14]



también presentes en estos frutos han sido poco estudiados como precursores
de dichos beneficios.

Del mismo modo, los subproductos generados del procesamiento de la fresa y
mora azul retienen compuestos bioactivos, como polifenoles extraibles, no
extraibles y fibra dietaria. Su incorporacion en dietas ha mejorado el
metabolismo de lipidos y glucosa (Jaroslawska et al., 2011). Por lo que su uso
como ingrediente funcional para enriquecer otras matrices alimentarias
permitiria aprovechar sus compuestos y mejorar los beneficios relacionados con

el control de factores de riesgo cardiovascular.

Adicionalmente, se ha reportado que el consumo de estos frutos rojos modula la
microbiota intestinal, incrementando bacterias benéficas como Bifidobacterium,
Lactobacillus y Akkermansia; y disminuyendo la abundancia de bacterias
relacionadas con la obesidad y diabetes como Verrucomicrobia, Firmicutes,

Oscillibacter y Alistipes (Petersen et al., 2019).

Por lo tanto, el objetivo de este proyecto es evaluar una bebida estable de frutos
rojos enriquecida con polifenoles extraibles, no extraibles y fibra dietaria sobre
el control de factores de riesgo cardiovascular en la poblacion y establecer su

asociacion con la microbiota intestinal y la oxidacion de proteinas.

[15]



2. ANTECEDENTES

2.1 Factores de riesgo cardiovascular
2.1.1 Sobrepeso y obesidad
La obesidad se define como la acumulacion excesiva de grasa en el organismo,

cuyos efectos anatémicos caracteristicos son el aumento de volumen del
musculo esquelético, higado y otros érganos y tejidos, debido a la acumulacién
de lipidos, principalmente triglicéridos (Heymsfield y Wadden, 2017). Estos
triglicéridos se hidrolizan, logrando que los niveles de &cidos grasos libres en
plasma también se aumenten. Este efecto esta relacionado con una secrecion
excesiva de adipocinas pro-inflamatorias por los adipocitos y macréfagos,
influida por la distribucion y cantidad de tejido adiposo presente, generando un
estado inflamatorio sistémico en ciertos individuos y por ende, mayor liberacion
de acidos grasos, lo que conlleva a complicaciones de la obesidad (Tchkonia et
al., 2013).

2.1.2 Dislipidemias
La dislipidemia consiste en un conjunto de desérdenes en el metabolismo de

lipidos, que conducen a cambios en los niveles de lipidos circulantes en suero y
de lipoproteinas (NOM-037-SSA2-2012). En la obesidad existe una liberacion
poco controlada de acidos grasos del tejido adiposo visceral por medio de la
lipdlisis, incrementando el suministro de acidos grasos al higado y la sintesis de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Este aumento de los niveles de
acidos grasos libres pueden disminuir los niveles de la expresion del ARNm o la
actividad de la lipoproteina lipasa en el tejido adiposo y el misculo esquelético,
enzima encargada de la hidrdlisis de triglicéridos provenientes de quilomicrones
y de VLDL; mientras que el aumento de la sintesis de VLDL en el higado puede
inhibir la lipdlisis de quilomicrones, promoviendo la hipertrigliceridemia (Qureshi
y Abrams, 2007).

Por otro lado, la hipertrigliceridemia induce el intercambio de triglicéridos
localizados en lipoproteinas ricas en triglicéridos, las VLDL, por ésteres de

colesterol localizados en lipoproteinas ricas en estos ultimos, las LDL y HDL, por
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medio de proteinas de transferencia. Esto conduce a una produccion de LDL y

HDL ricas en triglicéridos (Klop et al., 2013).

2.1.3 Hipertensién
La hipertension consiste en el aumento de la presiéon con la que el corazén

bombea sangre a las arterias para su circulacién en todo el cuerpo. Dentro de
los principales mecanismos que conducen a la hipertension arterial se encuentra
un aumento de la inflamacion vascular y el estrés oxidativo, la desregulacion de
los factores neurohumorales, lesiones vasculares y disfuncion renal (Zhu et al.,
2013). En presencia de hipertension arterial, los adipocitos comienzan un
proceso de hipertrofia y secretan adipocinas pro-inflamatorias, como la leptina,
el angiotensindgeno, la aldosterona y el inhibidor del activador del
plasminégeno-1 (PAI-1), que incrementan la resistencia a la insulina y generan

efectos proateroscleroticos y pro-hipertensivos (Tanaka, 2019).

Por otro lado, el incremento de la actividad del sistema nervioso simpatico
estimula la reabsorcion tubular renal de sodio de manera directa e indirecta, al
promover la liberacion de renina, que activa el sistema de renina-angiotensina-
aldosterona, provocando un aumento de la presion hidrostatica (Hall et al.,
2019).

2.1.4 Hiperglucemia
La hiperglucemia se define como una concentracion elevada de glucosa en

sangre (OMS, 2006; American Heart Association, 2019). La hiperglucemia en
ayunas esta relacionada principalmente con una accion inadecuada de la
insulina, que es la principal hormona hipoglucemiante. La insulina estimula la
entrada de glucosa al musculo, la sintesis de glucégeno en el higado y musculo,
el control de la gluconeogénesis, asi como el almacenamiento de grasa en los
adipocitos (Saltiel y Kahn, 2001).

Por lo tanto, una resistencia a la insulina puede definirse como una disminucion
en la respuesta tisular a la estimulacién de la insulina, caracterizada por defectos

en la captacion y oxidacion de glucosa, aumento de la gluconeogénesis, una
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disminucion en la sintesis de glucégeno y, en menor medida, una menor

capacidad para suprimir la oxidacion de lipidos (Ormazabal et al., 2018).

2.2 Estrés oxidativo en los factores de riesgo cardiovascular
El estrés oxidativo y el desequilibrio redox intracelular se encuentran vinculados

a los diferentes factores de riesgo cardiovascular, causados por el incremento
de inflamacion crénica. EI aumento en la formacién de especies oxidantes
constituye un mecanismo clave en la disfuncion mitocondrial, la acumulacion de
productos de oxidacion de proteinas y lipidos, y el deterioro o agotamiento de
los sistemas antioxidantes (Vona et al., 2019).

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre oxidantes y
antioxidantes en favor de los oxidantes, dando lugar a una interrupcion de la
sefalizacion y el control redox y/o dafio molecular (Sies y Jones, 2007). Por
tanto, en condiciones de estrés oxidativo ocurre una sobreproduccion de
especies reactivas de oxigeno (EROS) y especies reactivas de nitrogeno (ERN)
y/o una disminucién de la cantidad, expresion y actividad de los sistemas
antioxidantes. Ademas, esta produccion excesiva de agentes oxidantes, muchos
siendo especies altamente reactivas, pueden conducir a la oxidacién o
modificacion oidativa irreversible de lipidos, acidos nucleicos y proteinas
(Janssen-Heininger et al., 2008). Estas ultimas son el principal blanco de EROS
y ERN, ya que se encuentran en altas concentraciones en los sistemas

biologicos y eliminan del 50-75% de las EROS generadas.

2.2.1 Carbonilacién de proteinas
La carbonilacion de proteinas es una modificacién postraduccional irreversible

gue ocurre cuando un grupo carbonilo (C=0), como un grupo aldehido, cetona
o lactama (amida ciclica), se introduce en una proteina. Esto puede inducir
cambios conformacionales en la cadena polipeptidica y posteriormente una
pérdida de la funcion de la proteina (Akagawa, 2020). La estructura de la
proteina es dependiente de la carbonilacion, que puede tener lugar de diferentes

formas como la oxidacion directa en los residuos de lisina, arginina, prolina y
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treonina; o por interaccion con especies reactivas de carbonilo producidas por
oxidacién de carbohidratos y lipidos, asi como por reacciones no oxidativas con
compuestos dicarbonilo (Caimi et al., 2013). Se ha reportado que las
alteraciones metabdlicas como la obesidad, hipertension, dislipidemias e
hiperglucemias se encuentran fuertemente correlacionadas con niveles altos de
carbonilacion proteica (Cuadro 1):

Cuadro 1. Carbonilacién de proteinas y su relacion con los factores de riesgo
cardiovascular’

Riesgo Posibles mecanismos Referencias
Cardiovascular
Obesidad tCarbonilacion de Frohnert y Bernlohr,
proteinas en tejido 2013
adiposo
1Tejido adiposo
subcutaneo.
Hipertension TEROS, |[NOy 1NADPH Hopps y Caimi,
oxidasa. 2013

Actividad alterada de los

sistemas antioxidantes

enzimaticos.

Dislipidemias tcorrelacion entre el CT Klafke et al., 2010

y hiveles de proteinas

carboniladas.

Tcorrelacion entre

oxidacion de proteinas,

TGy el TG/HDL-C.

Resistencia a la 1Oxidacién de proteinas Méndez et al., 2014.
insulina en plasma e higado:
albumina, CPS1,

ALDH2, ASS, ATP
sintasa subunidad ,
actina citoplasmatica 1,
GDH1.

"EROS: especies reactivas de oxigeno; NO: O6xido nitrico, NADPH: nicotiamida-adenina
dinucleétido fosfato; CT: colesterol total; TG: triglicéridos; HDL-C: lipoproteinas de colesterol de
alta densidad; CPS1: carbamoil fosfato sintasa mitocondrial; ALDH2: aldehido deshidrogenasa
mitocondrial; ASS: argininosuccinato sintetasa; ATP: adenosina trifosfato; GDH: glutamato
mitocondrial deshidrogenasa.
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2.3 Consumo de frutas como prevenciéon y tratamiento de factores de
riesgo cardiovascular
De acuerdo con diferentes estudios epidemiolégicos, una ingesta elevada de

frutas ha mostrado asociaciones inversas con el riesgo cardiovascular. Las frutas
son ricas en nutrientes y compuestos como vitaminas, minerales, compuestos
polifendlicos y fibra dietaria; siendo los compuestos polifendlicos y la fibra
dietaria los que han generado un importante interés en el estudio de sus
mecanismos de accion relacionados con sus beneficios en el tratamiento de

factores de riesgo cardiovascular (Loo et al., 2020).

2.3.1 Compuestos polifendlicos
De acuerdo con su solubilidad, los polifenoles se clasifican en polifenoles

extraibles (PE), los cuales son solubles en soluciones de agua-solventes
organicos, y polifenoles no extraibles (PNE) que se encuentran retenidos en los
residuos de extraccion (Saura-Calixto, 2012). Los PE son una mezcla compleja
de compuestos de bajo y medio peso molecular (mondmeros a decameros) que
incluyen flavonoides, acidos fendlicos, proantocianidinas extraibles y taninos
hidrolizables. Asimismo, los PNE son polifenoles poliméricos que incluyen
proantocianidinas no extraibles y polifenoles hidrolizables, que son de alto peso
molecular ligados a componentes de la pared celular como proteinas y
polisacaridos presentes en la fibra dietaria o atrapados dentro de la matriz
(Macagnan et al., 2018).

Los polifenoles presentan formas de ésteres, glicosidos y polimeros que
requieren de una hidrdlisis por enzimas intestinales o por la microbiota para ser
absorbidos, siendo las estructuras agliconas, monomeéricas y diméricas las que
principalmente son absorbidas en el intestino delgado (Lavefve et al., 2019).
Antes del transporte pasivo a la vena hepatica y a la circulacién sistémica, las
agliconas de los polifenoles se metabolizan por medio de enzimas de fase Il, que
comprenden a las sulfotransferasas, glucuronosiltransferasas uridina-5"-
difosfato y catecol-O-metiltransferasas, responsables de la desintoxicacion y

produccion de conjugados glucuronidados, sulfatados y metilados (Figura 1).
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Una vez en el torrente sanguineo, los metabolitos llegan al higado donde pueden
someterse a un mayor metabolismo de fase Il. Por otro lado, la recirculacion
enterohepatica permite el reciclaje de regreso al intestino delgado a través de la

excrecion de bilis (Teng y Chen, 2019).

| Polifenoles \

Ingesta
| Metiacion | | [ Estomago_| " Wetiacion
: Metilacion I stomago ! Metilacion :
. 1% I | . 1%
! Gh;wlfropld_ea,cnlon | i Glucuronidacion !
| Sulfatacion | | Sulfatacién |
____f ______ == —=T==1 L____A ______
1 . , Catequinas .
Conducto biliar . 1
. Intestino 1 Flavonoides | .
Y - - —— -z == - |
" Higado delgado Reaccion de | vt
Lo -2y s L conjugacion_ Rifion
. S -0 -0 I
r-‘.'L'.T" = . 1"Metabolismo | ) ---t---,
1 Circulacion | o Intestino | _ , Metabolismo I_._., L Circulacion |
| sistémica ! 9. grueso \ _microbiano_ ! | regacion
Lo - - I o =1  "—-T--==== sistémica
o Lo - I
. ' Enzimas L_._._ |
pm====t- Colon  =-="* microbianas | ™7 _____+_
i Tejidosy '+ | || oo T==== 4 = -===-="
1 Eliminacion |

|
I células ! > , R
Lo I Excrecion | urinaria_ |
fecal -~ T T==

Figura 1. Diagrama general del metabolismo de compuestos polifendlicos.

(Adaptado de Ten y Chen, 2019)

Tanto los metabolitos de fase Il como los metabolitos microbianos llegan a la
circulacién sistémica y se distribuyen a diferentes 6rganos y tejidos, o pueden
llegar a los rifiones para ser excretados a través de la orina. Los polifenoles que
no son absorbidos en el intestino delgado (90-95% de la ingesta inicial) llegan al
colon. En el colon, la microbiota intestinal, hidroliza los glicosidos en agliconas,

lo que facilita su posterior absorcién (Fraga et al., 2019).
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2.3.2 Fibra dietaria
La fibra dietaria se define como aquellos carbohidratos no digeribles (por

enzimas humanas digestivas) y lignina, que se encuentran intactos en plantas,
compuestos por un polimero complejo de subunidades fenilpropanoides
(Soliman, 2019). De manera general, la fibra dietaria se clasifica como soluble e
insoluble en agua. La fibra dietaria se encuentra dentro de los alimentos en las

paredes celulares o en particulas de tamafio variable.

En el proceso de la masticacion en la boca, las células se fracturan y se producen
fragmentos de material de la pared celular. En el estbmago e intestino delgado,
la fibra dietaria absorbera el agua y se hinchara en un grado que depende de su
propiedad quimica y estructural, seguida de la solubilizacion de la fraccion
soluble de la fibra. Posteriormente, la fibra es hidrolizada en el estbmago y
fermentada por la microbiota del ileon. La fraccion fermentable de la fibra dietaria
se obtiene en el intestino grueso dejando restos formados por la fibra dietaria no
fermentable, ademas, en este mismo sitio se producen acidos grasos de cadena

corta (Capuano, 2017).

2.4 Subproductos de frutas como fuente de compuestos con beneficios a
la salud
Durante la elaboracién de diferentes productos derivados del procesamiento de

las frutas, se generan residuos y subproductos que son desechados. En general,
los subproductos mas abundantes provienen del procesamiento de frutas y
hortalizas, y constituyen entre el 40-50 % del total de desechos. Estos
subproductos se descartan en forma de semillas, pulpa, piel u orujo, que

representan entre el 10 y el 35 % de la masa cruda (Dilucia et al., 2020).

Se ha reportado que el proceso de elaboracion de jugos de frutas genera una
cantidad importante de subproductos que corresponden a aproximadamente 20
% del peso inicial del fruto (Sari¢ et al., 2015). No obstante, estos subproductos
de frutas son una fuente natural de compuestos bioactivos, como fibra, acidos

fendlicos, carotenoides, flavonoides, entre otros; por lo que poseen propiedades
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antioxidantes que pueden emplearse para el enriquecimiento de alimentos y

mejorar con ello sus propiedades nutricionales.

2.5 Frutos rojos para el control de los factores de riesgo cardiovascular
2.5.1 Fresa
Con respecto a los compuestos polifendlicos extraibles, la fresa presenta acidos

fendlicos como &cido cafeico, p-cumarico, cinamico; antocianinas como
pelargonidina principalmente y peonidina; flavonoides como catequina,
guercetina y kaempferol; proantocianidinas en forma de propelargonidinas y
elagitaninos como sanguiin-H6 y lambertianin C (Skrovankova et al., 2015;

Reynoso-Camacho et al., 2021).

Los polifenoles no extraibles han sido poco estudiados, no obstante, existen
reportes como el de Reynoso-Camacho y colaboradores (2021), donde el
residuo de decoccion de fresa presento 43 mg de proantocianidinas no extraibles
por gramo de peso seco. Ademas, se encontraron polifenoles hidrolizables como
acido elagico, que fue el mas abundante, el cual posiblemente se encuentra

unido a la matriz por enlaces glucosidicos y enlaces éter/éster.

Finalmente, con respecto a la fibra dietaria, se ha reportado que la fresa cruda
contiene 2 g de fibra total/100 g (USDA, 2018). Los subproductos del
procesamiento de jugo de fresa contienen un promedio de 60 g de fibra dietaria
total/100 g de muestra seca (Sojka et al., 2013).

Previamente, se han reportado diversos efectos benéficos por el consumo de
bebidas de fresa sobre diferentes factores de riesgo cardiovascular y estrés
oxidativo (Cuadro 2). Dichos estudios han determinado que la suplementacion
de bebidas de fresa en individuos con obesidad y alteraciones en el perfil lipidico
disminuye significativamente los triglicéridos postprandiales (Burton-Freeman et
al., 2010), colesterol total en suero (Basu et al., 2010), resistencia a la insulina y

la concentracion del marcador PAI-1 (Basu et al., 2021).
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Cuadro 2. Estudios clinicos de los efectos de intervencién de bebidas de fresa

sobre factores de riesgo cardiovascular’

Participantes Intervencion diaria Hallazgos Referencias
significativos
Adultos 1 porcion de bebida de TG Burton-Freeman
obesos con fresa en polvo (10 g) = postprandiales et al., 2010
dislipidemias 338 mg polifenoles
12 semanas
Adultos con 2 tazas de bebidade FL  |CT Basu et al.,
sindrome (50 g) = 2006 mg |LDL-C 2010
metabdlico polifenoles IVCAM-1
8 semanas
Adultos con 2 tazas de bebidade FL  |CT Amani et al.,
DM2 (25 g puré) = 2006 mg |CT/HDL-C 2014
polifenoles |Presion
6 semanas diastodlica
Adultos con 1) 25 g FL + 2 tazas ILDL-Cy CT en Basu et al.,
adiposidad agua =1001 mg dosis alta de 2014
abdominaly  polifenoles bebida
lipidos 2) 50 g FL + 2 tazas |Malondialdehido
Séricos agua =2005 mg en ambas dosis
elevados polifenoles de bebida
12 semanas
Adultos 50 g de FL resuspendida |IL-6 y IL-1 Schell et al.,
obesos con en agua = 1585 mg IMMP-3 2017
osteoartritis polifenoles |Dolor constante,
de rodilla 26 semanas intermitente y total
Adultos 1) 13gde FL + agua = lInsulina Basu et al.,
obesos con 400 mg polifenoles IRI 2021
LDL-C 2) 32 gde FL + agua = | Particulas totales
elevado 960 mg polifenoles de VLDL

14 semanas

pequenas y LDL
IPAI-1
En dosis alta de
bebida.

"CT: colesterol total; TG: triglicéridos totales; DT2: diabetes mellitus tipo 2; LDL-C: lipoproteinas
de colesterol de baja densidad; FL: fresa liofilizada; VCAM: molécula de adhesion de células
vasculares: MMP: metaloproteinasa de matriz; RI: resistencia a la insulina; PAI: inhibidor del
activador del plasmin6geno.
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Ademas, Basu y colaboradores (2014) demostraron que en adultos con
adiposidad abdominal y lipidos elevados en suero, dos diferentes dosis de
bebidas de fresa disminuyen significativamente el indice de peroxidacion de

lipidos (malondialdehido en suero) respecto a los grupos sin tratamiento.

Otros de los efectos de estas bebidas en pacientes con diabetes mellitus tipo 2
consisten en una disminucion significativa de colesterol total en suero y de la
presion diastélica (Amani et al., 2014); los niveles de proteina C-reactiva, como
marcador de inflamacidn, peroxidaciéon de lipidos y un incremento del estatus

antioxidante (Moazen et al., 2013).

El subproducto de fresa también ha mostrado beneficios, como la disminucion
de triglicéridos y colesterol séricos de animales alimentados con una dieta alta
en fructosa suplementados con 7.7% de subproducto de fresa durante 4
semanas (Jaroslawska et al., 2011). Durante este estudio, no se asociaron
compuestos del residuo de fresa que pudieran explicar los resultados

observados.

Entre los mecanismos asociados a la fresa se reporta una mejora de la actividad
de las enzimas antioxidantes, debido a la proteccion de los polifenoles al activar
el sistema de defensa enddgeno, modulando la expresion de algunos genes de

dichas enzimas (Giampieri et al., 2016).

Por otro lado, se ha reportado que el contenido de fibra dietaria en fresa
contribuye en la regulacion de los niveles de azucar en sangre al ralentizar la
digestion. Ademas, produce saciedad, ya que controla la ingesta de calorias en
los individuos (Giampieri et al., 2015). Conjuntamente, la fibra se une con el
colesterol e incrementa su excrecion, disminuyendo los niveles de colesterol
circulantes, lo que permite que las lipoproteinas sean menos susceptibles a la
oxidacion (Holt et al., 2019). No obstante, solo dos estudios realizados en

bebidas de fresa liofilizadas (8g/dia) han asociado el contenido de fibra de estas
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en la disminucion de los niveles de lipidos en plasma (Basu et al., 2009; Zunino
et al., 2012).

Entre las principales limitaciones que presentan estos estudios son que ninguno
establece una asociacién de los compuestos bioactivos de la fresa, tales como
polifenoles extraibles o no extraibles, con los efectos observados en la
suplementacion de bebidas. A pesar de que se conoce que las antocianinas
pueden lograr dichos beneficios, estas son poco absorbidas; por lo tanto,

identificar sus mecanismos de accién es de gran relevancia.

2.5.2 Mora azul
La mora azul es un fruto caracterizado por el nimero y variedad de antocianinas

gue contiene. Algunas de ellas son glucdsidos de cianidina, delfinidina,
malvidina, petunidina y peonidina. Con respecto a los flavonoides, se ha
reportado que estas moras contienen principalmente epigalocatequina,
catequina, quercetina y naringenina principalmente (Eichholz et al., 2015). La
mora azul también presenta acidos fendlicos como acido 5 O-cafeoilquinico,
acido p-hidroxibenzoico, acido siringico, sinapico y feralico (Skrovankova et al.,
2015). En cuanto a los polifenoles poliméricos, se ha estudiado que la mora azul
presenta proantocianidinas desde mondmeros hasta octameros, con un grado

medio de polimerizacion de entre 3.1 a 5.3 (Schmidt et al., 2006).

Los subproductos del procesamiento de mora azul contienen 34 mg
proantocianidinas extraibles/g de muestra, asi como 56 mg proantocianidinas no
extraibles/g. El acido gélico y clorogénico, la antocianina malvidina hexdsido y
guercetina como flavonoide fueron los principales compuestos identificados en

un subproducto de decocciéon de mora azul (Reynoso-Camacho et al., 2021).

Finalmente, con respecto a la fibra dietaria en mora azul, se han reportado 2.4 g
por cada 100 g de fruto fresco (USDA, 2018). Hotchkiss-Jr y colaboradores
(2021) concluyeron que el subproducto de mora azul contenia 60.8% de fibra

dietaria, que en su mayoria era insoluble (46.2%) y fibra soluble (14.6%).
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De igual manera, se han estudiado los efectos benéficos del consumo de
diferentes bebidas elaboradas a partir de mora azul (Cuadro 3), destacando
principalmente sus efectos antihipertensivos en poblacion con sindrome
metabdlico (Basu et al., 2010; Johnson et al., 2015), asi como la mejora en la
funcion endotelial y vascular tanto en individuos con riesgo cardiovascular (Stull
et al., 2015) como en sujetos con predisposicion a diabetes mellitus tipo 2 (Stote
et al., 2017).

Con respecto a la evaluacion de subproductos de mora azul, en un estudio se
examinoé el efecto de extractos de cascara de mora azul contra la obesidad en
ratas alimentadas con una dieta alta en grasas, y se observé una disminucién
de la ganancia de peso corporal y del tejido adiposo perirrenal, sugiriendo que
los efectos anti-obesogénicos de este tratamiento resultan de una disminucion

de la adipogénesis en los animales (Song et al., 2013).

Se ha propuesto que los polifenoles de la mora azul se incorporan en las
bicapas lipidicas de la membrana y actian como donadores de hidrégeno,
atrapan los radicales libres e inhiben la formacion de radicales lipidicos. También
se ha demostrado que la disminucion de la oxidacion de lipidos y proteinas se
relaciona con el incremento de la actividad de enzimas antioxidantes como

catalasa, superoxido dismutasa y glutation peroxidasa (Stroher et al., 2015).

A pesar de los resultados interesantes que evalGan el consumo de estas
bebidas y sus beneficios, ninguno de ellos demuestra los mecanismos posibles
de los compuestos bioactivos de las bebidas de este fruto, aunque se ha
reconocido que las antocianinas son responsables, por ser los polifenoles
mayoritarios en dicho fruto. Sin embargo, los polifenoles no extraibles y la fibra
dietaria también se encuentran presentes y han sido poco estudiados, por lo que
se espera que la adicion del subproducto de esta fruta a una bebida mejore los

beneficios sobre el tratamiento de diversos factores de riesgo cardiovascular.
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Cuadro 3. Estudios clinicos en los efectos de intervencion de bebidas de mora

azul sobre factores de riesgo cardiovascula™

Participantes Intervencion diaria Hallazgos Referencias
significativos

Adultos con 2 tazas de bebida de IPAS y PAD Basu et al.,
sindrome MAL (50 g) = 1624 mg | LDL-oxidadas 2010
metabdlico polifenoles tMalondialdehido

8 semanas
Hombres conal 25 g de MAL + 250 mL |Bases de ADN Riso et al.,
menos un factor agua =375 mg oxidadas 2013
de riesgo antocianinas INiveles de dafio
cardiovascular 6 semanas inducido por H20>

en ADN

Mujeres pos- Bebida con 22 g de MAL  |PAS y PAD Johnson et
menopausicas resuspendidos en agua = |Rigidez arterial  al., 2015
con hipertension 185.9 mg polifenoles TNO
previay en 8 semanas
etapa 1
Adultos con Batido con 12 onzas de Mejora en la Stull et al.,
alteracion de yogurt, leche desnataday funcion endotelial 2015
glucosa en 22.5 g MAL, dos veces al en reposo
ayunasoenla dia=773.6 mg
tolerancia a polifenoles
glucosa y mas 6 semanas
de 2 factores de
riesgo
cardiovascular
Adultos con 240 mL de jugo de mora  |PAS Stote et al.,
mayor riesgo de azul =2138 mg TNO 2017
diabetes polifenoles
mellitus tipo 2 7 dias

"PAS: presion arterial sistélica; PAD: presion arterial diastélica; MAL: mora azul liofilizada; NO:

6xido nitrico.

2.6 Microbiota intestinal
cardiovascular

y su

relacion con los factores de riesgo

Se ha demostrado que la obesidad puede desencadenar una disbiosis en la

microbiota intestinal y con ello modificar diferentes pardmetros en distintos

niveles del organismo. El aumento en la ingesta de alimentos caléricos y una

disminucién de la fibra dietaria, produce un decremento de la fermentacion de
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carbohidratos no digeribles y una menor produccién de acidos grados de cadena
corta (AGCC) (Koh et al., 2016). Estos AGCC mejoran la funcion de la barrera
intestinal al prevenir la migracion de compuestos toxicos (Canfora et al., 2019).

El intestino es el principal sitio donde se metabolizan los polifenoles complejos a
compuestos fendlicos mas pequefios mediante la accion de microrganismos.
Estos polifenoles y sus metabolitos pueden modular las poblaciones microbianas
(Lavefve et al., 2019). Se han reportado algunos estudios sobre el efecto de los
compuestos bioactivos de frutos rojos en la modulacion de la microbiota
intestinal, asi como de los metabolitos generados por la misma, que demuestran

mejoras en los factores de riesgo cardiovascular (Cuadro 4).

La modulacién de la microbiota intestinal de los frutos rojos de fresa y mora azul
se ha demostrado en el incremento de bacterias probioticas como
Bifidobacterium, Lactobacillus y Akkermansia; asi como en la disminucion de la
abundancia de bacterias relacionadas con la obesidad y la diabetes, como
Verrucomicrobia, Firmicutes, Oscillibacter y Alistipes (Petersen et al., 2019;
Zhong et al., 2020).

Por otro lado, los metabolitos microbianos generados por el consumo de estos
compuestos polifendlicos de frutos rojos se han estudiado a nivel in vitro,
principalmente en la disminucion de mediadores de inflamacion y regulacion del
metabolismo de triglicéridos, logrados por metabolitos como las urolitinas y los

acidos fenolicos (Amin et al., 2015; Tomas-Barberan et al., 2016).

Cuadro 4. Efecto de la suplementacion de frutos rojos sobre la microbiota
intestinal en factores de riesgo cardiovascular”

Fruto Intervencion Efectos observados Referencias
Dieta estandar +
2.35% de FL en lVerrucomicrobia
. - . Petersen et
Fresa ratones diabéticos 1Bifidobacterium al. 2019
db/db por 10 "
semanas.
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Urolitina Ay B de |Oxidacion de LDL-C Tomas-
elagitaninos in |PPAR-y Barberan et
Vitro. JAMPK al., 2016
JAcumulacién de
grasay los niveles de
LDL-C
Jugo fermentado |Firmicutes
en ratones con Oscillibacter1y Zhong et al.,
obesidad inducida o 2020
por 17 semanas . _Allstlpes_
' 1Bifidobacterium,
Mora Lactobacillus y
azul Akkermansia
Acido
protocatecuico y
fg?ggﬁg}ﬁfg_‘g_o |Proteinas y genes de Amin et al.,
IL-6 y VCAM-1. 2015

glucésido y sus
metabolitos de
fase Il in vitro.

"FL: fresa liofilizada, LDL-C: lipoproteinas de colesterol de baja densidad; PPAR- y: receptor
activado de peroxisoma-proliferador gamma; AMPK: proteina cinasa activada por AMP; IL:
interleucina; VCAM: y molécula de adhesion de células vasculares.

En otro estudio se comprobaron los efectos ateroprotectores de siete acidos
fendlicos identificados como metabolitos en suero de ratas alimentadas con una
dieta suplementada con un 10 % de moras azules liofilizadas. Dichos fenoles se
evaluaron en la linea celular de macrofagos murinos RAW 264.7, y después de
dos semanas demostraron la inhibicion de la expresion de ARNm inducida por
LPS (lipopolisacarido) y los niveles de proteina de las citocinas proinflamatorias
TNF-a e IL-6, al reducir la fosforilacion de MAPK JNK, p38 y Erk1/2 (Xie et al.,
2011).

Con base en lo anterior, se identifica que se requieren mas estudios para
esclarecer los mecanismos de accién de los metabolitos microbianos y su
relacion con los factores de riesgo cardiovascular, asi como la evaluacion clinica
de los mismos. Es por ello que, el uso de herramientas como las ciencias 6micas,

pueden identificar el estado funcional de las relaciones huésped-microbiota.
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Los avances en las ciencias 6micas como la protedmica y metabolémica
producen conjuntos de datos a gran escala que han aumentado el interés en el
analisis de los sistemas biolégicos en su conjunto. Esto permite identificar
nuevos marcadores o mecanismos de la intervencion de alimentos funcionales

sobre diferentes condiciones fisiopatolégicas (Oberbach et al., 2011).

2.7 Metabol6émica multicompartimental
Los perfiles de diferentes muestras obtenidas del mismo sujeto, pero de

diferentes compartimentos y/o analizadas por diferentes métodos analiticos,
comprende a la metabolomica multicompartimental. Es por ello que, los
enfoques de bloques multiples permiten el analisis simultaneo de diferentes
conjuntos de datos con los mismos sujetos, y conocer cuales de ellos muestran
mayores diferencias debido a la intervencion de un tratamiento, asi como la
integracion de vias metabdlicas que expliqguen los mecanismos realizados por

los compuestos bioactivos responsables (Yde et al., 2014).

Algunos estudios previos han aplicado el enfoque de la metabolomica
multicompartimental para estudiar el efecto beneficioso del consumo de fresas y
moras azules. Asi, en muestras de plasma, orina y heces de adultos con
sobrepeso y obesidad que consumieron una bebida de fresa (25 g de fresa
liofilizada) durante 4 semanas, se identificaron 81 acidos biliares. Se observo
una disminucién significativa de las concentraciones de acidos grasos biliares
secundarios como acido desoxicolico, acido litocdlico y sus conjugados de
glicina, asi como acido glico-ursodesoxicolico. Por lo tanto, esta disminucion en
la concentracidn de acidos biliares secundarios sugiere que la ingesta regular de
fresas modula el metabolismo microbiano de los acidos biliares (Zhao et al.,
2020).

En personas con sobrepeso/obesidad, se evaluaron los efectos postprandiales
de comidas altas en grasas y con alta carga glucémica y enriguecidas con moras

azules. En las muestras de orina recolectadas se presentd una disminucién de
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los niveles de acetoacetato y acetona, metilaminas y succinato, indicadores de

diabetes mellitus tipo 2. (Sobolev et al., 2019).

2.8 Protebmica redox
De acuerdo alo descrito por Furdui y Poole (2014), los objetivos de la proteémica

redox implican: a) identificacion de sensores y blancos que presentan
modificaciones oxidativas; b) la naturaleza de estas modificaciones en las
proteinas; c) la aparicion de modificaciones oxidativas especificas; d) la
identificacion de sitios de oxidacién especificos dentro de las proteinas y e) las
consecuencias de las modificaciones oxidativas respectivas en las actividades
biolégicas de las proteinas blanco, asi como en sus diferentes rutas metabdlicas.

Méndez y colaboradores (2020), evaluaron la modulacion de las proteinas
carboniladas del plasma e higado de ratas alimentadas con una dieta alta en
grasa y sacarosa por el consumo de un extracto rico en polifenoles de uva y
aceite de pescado rico en acidos grasos poliinsaturados omega-3 durante 24
semanas. Entre los resultados principales se encontr6 una reduccion
significativa de la carbonilacién de la albumina en plasma en los animales con
tratamiento, asi como una disminucion del indice de carbonilacién de proteinas
especificas en el higado, implicando una modulacion significativa de rutas
metabdlicas claves para la funcién hepatica, incluyendo la glucdlisis y la
gluconeogénesis, la beta-oxidaciéon de lipidos y el sistema antioxidante,

mediante el control del nivel especifico de carbonilacién proteica.

También se demostré que, el consumo del extracto de polifenoles de uva junto
con el aceite de pescado regulaba adicionalmente las concentraciones celulares
de diferentes clases de proteinas implicadas en dichas rutas metabdlicas,
ejerciendo por tanto un papel fundamental en la regulacién del proteoma
hepatico, actuando tanto a nivel de regulacién de la expresion proteica como a
nivel de la formacion de modificaciones postraduccionales oxidativas,

concretamente, la carbonilacion. (Méndez et al., 2017).
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Por lo tanto, los estudios integrales de microbiota intestinal, metabolémica y
protedémica redox aplicados a los factores de riesgo cardiovascular, permitiran
explicar las modificaciones de las poblaciones bacterianas en dichos factores, y
su relaciébn con los metabolitos y proteinas encontrados en diferentes
compartimentos para proponer posibles mecanismos de accion del consumo de
bebidas de frutos rojos enriquecidas con compuestos polifendlicos extraibles, no
extraibles y fibra dietaria.

2.9 Estabilidad de las propiedades fisicoquimicas y compuestos
polifendlicos de bebidas elaboradas con frutos rojos
Una de las principales limitaciones de las bebidas que contienen compuestos

bioactivos es que sus propiedades fisicas, quimicas y sensoriales pueden
cambiar durante el almacenamiento debido a factores externos. Por lo tanto, el
proceso de produccién, transporte y almacenamiento de las bebidas son pasos
fundamentales que deben considerarse para mantener estables dichos

productos, y por lo tanto, sus ingredientes bioactivos.

Los polifenoles tienen enlaces insaturados que los hacen sensibles a altas
temperaturas, variaciones de pH, luz, actividades enzimaticas y presencia de
lones metalicos y oxigeno. Estos compuestos muestran falta de estabilidad a
largo plazo, y esta dependera de la composicion global del extracto en el que se
encuentran, ya que los diferentes compuestos presentes en la matriz podrian
potenciar o mitigar los procesos de degradacién de una determinada molécula
(Esparza et al., 2020).

Las antocianinas son altamente susceptibles a los cambios quimicos durante el
almacenamiento, los cuales generan una decoloracion y pérdida de bioactividad.
La estabilidad fisicoquimica de las antocianinas se ve afectada por factores
como pH, oxigeno, luz, temperatura, enzimas, entre otros (Chung et al., 2016).
Se ha reportado que un incremento en la hidroxilacion de las antocianinas
incrementa su inestabilidad, mientras que un aumento en la glucosilacion

confiere mayor estabilidad. Por ello, la pelargonidina es considerada la
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antocianina mas estable bajo condiciones neutras de pH, mientras que
antocianinas con sustitucion O-dihidroxil, como cianidina y delfinidina, son mas
susceptibles a reacciones de oxidacion y, por lo tanto, presentan menor
estabilidad (Reque et al., 2014). En los estudios realizados con compuestos
polifendlicos, en los cuales se evallan sus beneficios, no se determina su
sensibilidad durante el almacenamiento a pesar de que podria afectar sus
propiedades biolégicas, y por lo tanto, los efectos observados.
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3. HIPOTESIS

Los polifenoles extraibles, no extraibles y fibra dietaria de una bebida estable de
frutos rojos disminuyen los factores de riesgo cardiovascular en adultos jovenes
mediante una modificacion de la microbiota intestinal, incrementando la
abundancia de Bifidobacteriaceae, Lactobacillaceae y Akkermansia. Estos
cambios aumentan la produccion y la absorcion de sus metabolitos colénicos
derivados de los compuestos polifendlicos de la bebida, provocando una
reduccion del estrés oxidativo y por lo tanto, de la carbonilacion de proteinas en

Suero.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar una bebida estable de frutos rojos enriquecida con polifenoles extraibles,

no extraibles y fibra dietaria sobre el control de factores de riesgo cardiovascular
en poblacion y establecer su asociacion con la microbiota intestinal y sus
metabolitos y la oxidacién de proteinas.

4.2 Objetivos especificos
4.2.1 Elaborar bebidas de frutos rojos con polifenoles extraibles, no extraibles y

fibra dietaria para seleccionar aquella que presente una mayor estabilidad

durante el almacenamiento.

4.2.2 Determinar el efecto del consumo de una bebida de frutos rojos enriquecida
sobre el control de factores de riesgo cardiovascular en adultos jovenes
mediante la evaluacion de la composicidn corporal, parametros antropometricos

y bioquimicos.

4.2.3 Evaluar los cambios de los metabolitos exdégenos y endogenos de las vias
de carbohidratos, lipidos y proteinas por el consumo de una bebida de frutos
rojos enriquecida para la identificacion de los mecanismos de accion en el control

del riesgo cardiovascular.

4.2 .4 |dentificar las modificaciones de la microbiota intestinal en individuos

tratados con una bebida de frutos rojos enriquecida.

4.2.5 Determinar la capacidad de una bebida de frutos rojos para disminuir la
carbonilacion de proteinas en suero y su asociacion con los factores de riesgo

cardiovascular
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales
Los frutos de fresa (Fragaria L.) y mora azul (Vaccinium corymbosum) fueron

proporcionados por agricultores locales del estado de Michoacan, México
(19°10°07"N 101°53'59"0).

5.2 Métodos

En la Figura 2 se presenta un diagrama general del desarrollo de las bebidas a

base de decoccidn de frutos rojos, el cual se describira a continuacion.

5.2.1 Elaboracion de las bebidas de decoccion de frutos rojos
Los frutos seleccionados para la elaboracién de las bebidas fueron aquellos que

presentaron superficies libres de mohos y de magullamiento, y con al menos 2/3
partes de su superficie de color rojo o rosado. Posteriormente, los frutos fueron
lavados con jabdn, desinfectados con una solucion de NaClO (100 ppm) y se
rebanaron para secarse a 45 °C en un horno de circulacion de aire forzado marca
Binder durante 48 h. A continuacion, se elaboraron decocciones de los frutos
secos al 10 % por 15 min de ebullicion. Los residuos obtenidos de las
decocciones se almacenaron a -20 °C hasta su posterior uso. Se elaboraron 3
bebidas a partir de las decocciones: fresa (100 %), mora azul (100 %) y fresa-
mora azul (50-50 %) utilizando sucralosa y acesulfame como edulcolantes no
caldricos, sorbato de potasio como conservador y acido citrico como regulador
de pH y sabor. Finalmente, las bebidas se pasteurizaron a 73 °C por 15 s,

siguiendo las buenas practicas de manufactura.
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Seleccion de frutos

Lavado, desinfeccion y rebanado

Secado 45 °C, 48 h

Decoccion —1 10%, 15 min

Elaboracion de bebidas:

* Fresa 100%
» Moraazul 100%
» Fresa-Mora azul 50%-50%

Pasteurizacion ——— 73°C,15s

Bebidas de
frutos rojos

Figura 2. Elaboracion de las bebidas a base de decoccion de frutos rojos.

5.2.2 Evaluacién microbiologica de las bebidas de decoccidn frutos rojos
Para garantizar la inocuidad de las bebidas desarrolladas, se realizaron los

analisis microbiologicos correspondientes en la Unidad de Analisis Clinicos de
la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro, que
incluyeron la determinacién de mesofilos aerobios totales, coliformes totales y
fecales, asi como el recuento de hongos y levaduras de acuerdo con la NOM-

218-SSA1-2011 correspondiente a bebidas saborizadas no alcohdlicas.

5.2.3 Evaluacién sensorial heddnica de las bebidas de decoccién de frutos
rojos
La evaluacion sensorial se realiz6 con 50 jévenes de 18 a 30 afios no

entrenados. Los participantes se reclutaron en la Facultad de Quimica de la
Universidad Autonoma de Querétaro por medio de las redes sociales de la

misma. Los participantes contaron con buena salud, eran consumidores
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frecuentes de bebidas, no se encontraban en medicacion y no presentaban
alergias a los frutos rojos. Ellos tuvieron la oportunidad de retirarse de la prueba
sensorial en cualquier momento que lo desearon. Aquellos que no cumplieron
con las caracteristicas anteriores, fueron eliminados. Los participantes que
estuvieron de acuerdo firmaron el consentimiento informado del estudio. Cabe
mencionar, que el protocolo fue aprobado por el Comité de Bioética con el
namero de oficio CBQ21/098, el cual se muestra en el Anexo 5.

Se llevo a cabo una prueba de aceptabilidad donde se proporcionaron 20 mL de
las bebidas correspondientes (4 °C). Los participantes evaluaron los atributos de
olor, sabor, color y aceptabilidad general en un cuestionario con una escala
hedonica de 9 puntos, donde 1 represento “me disgusta extremadamente” hasta
9 me gusta extremadamente” (Amorim et al., 2018). Previamente, se realizo el
analisis microbioldgico de las bebidas tal como se describié previamente en el
punto 5.2.2, por parte de la Unidad de Andlisis Clinicos de la Facultad de
Quimica.

5.2.4 Perfil de compuestos polifenolicos por UPLC-ESI-Q-ToF MS en

bebidas de decoccidn de frutos rojos
El perfil de polifenoles se determiné a partir de los sobrenadantes obtenidos de

las bebidas de frutos rojos, que se filtraron (0.45 pm) y se inyectaron en una
columna BEH Acquity C18 (2.1 x 100 mm, 1.7 um) a 35 °C en un UPLC acoplado
a un MS de cuadrupolo-tiempo de vuelo (Q-ToF MSE) con una interfase ESI
(Vion, Waters Co). La fase mévil consistié en (A) agua con 0.1% acido férmico y
(B) acetonitrilo con 0.1% acido formico a 0.5 mL/min. Los gradientes de
concentracion fueron: 0 min un 0% B, 2.5 min un 15% B, 10 min un 21% B, 12
min un 90% B, 13 min un 95% B, 15 min un 0% B y a 17 min un 0% B. Las
condiciones del Q-ToF MS fueron las siguientes: ionizacién en modo negativo y
positivo (ESI- y ESI+) con un rango de masas de 100-1200 Da, realizando la
correccién de la masa de bloqueo con leucina-encefalina (50 pg/mL) a 10
ML/min. Los polifenoles se identificaron analizando su masa exacta (error de

masa <5 ppm), distribucién de is6topos y patron de fragmentaciéon. Las curvas
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de calibracién se construyeron con &cido elagico (acidos hidroxicinamicos y
elagitaninos), &cido galico (acidos hidroxibenzoicos), (-)-epicatequina
(flavanoles), naringenina (flavanonas), quercetina (flavonoles) y cloruro de

cianidina (antocianinas) (Reynoso-Camacho et al., 2021).

5.2.5 Evaluacién de la estabilidad durante almacenamiento de las bebidas
de decoccién de frutos rojos
Las bebidas se guardaron en frascos de tapa de rosca de 500 mL a tres

temperaturas comerciales de almacenamiento (4 °C, 25 °C y 34 °C).
Posteriormente, se monitorearon las caracteristicas fisicoquimicas, que
incluyeron pH, acidez titulable, °Brix, color e indice de pardeamiento; asi como
el contenido de compuestos fenolicos totales, antocianinas monomericas totales
y proantocianidinas totales, cuyas metodologias se describen a continuacion.
Las bebidas almacenadas a 4 °C se monitorearon de forma quincenal durante
90 dias, mientras que las bebidas a 25 °C y 34 °C se monitorearon cada 3 dias
durante 12 dias, conforme a pruebas previas que establecieron este periodo

como adecuado segun su calidad microbiana permitida.

5.2.5.1 Color

Se colocaron 300 yL de cada muestra y se realiz6 una medicion de las
absorbancias en una longitud de onda de 380 nm a 780 nm con una resolucion
de 5 nm en un espectrofotometro para microplacas (Thermo Scientific). Los
datos obtenidos se procesaron en el software ColorBySpectra, donde se
obtuvieron los parametros del sistema CIE: L*, a* y b* (Tang y Giusti, 2018). Por
otro lado, la diferencia de color (AE) se calcul6 de acuerdo con la siguiente

ecuacion:

AE = (L' = Lo)* + (a" = ap)? + (b" — by)?

Donde L*, a* y b* corresponden a la luminosidad, cambio de color rojo/verde y
cambio de color azul/amarillo al final del tiempo de almacenamiento, mientras

qgue Lo, ao y bo corresponden al inicio del tiempo de almacenamiento.
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5.2.5.2 indice de pardeamiento
El indice de pardeamiento se calculé con el cociente entre la absorbancia de
pigmentos rojos (Amax= 520 nm) y absorbancia de pigmentos cafés (Amax= 430

nm) medidas por espectrofotometria en 200 pL de muestra (Ling et al., 2015).

5.2.5.3 Cuantificacién de compuestos polifendlicos extraibles

a) Compuestos fendlicos totales

Los compuestos fendlicos totales se determinaron diluyendo 200 pL de muestra
con 800 pL de agua destilada. Una alicuota de 10 pL de esta solucidén se mezclo
con 40 pL de agua destilada, 25 L del reactivo de Folin Cicalteu 1 Ny 125 pL
de NaxCOs3 (10 %). Se dejé reposar la mezcla en oscuridad a temperatura
ambiente durante 30 min y se midieron las absorbancias a 765 nm. La
cuantificacion se realizé de acuerdo con una curva estandar de acido galico (0 a
0.1 mg/mL) y los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido galico
por mL de bebida (Singleton et al., 1999).

b) Antocianinas monomeéricas totales

Las antocianinas monomeéricas se determinaron utilizando 50 pL de muestra y
175 pL de una solucion de KCI 0.025 M (pH 1) y CH3COONa 0.4 M (pH 4.5).
Finalmente, se midieron sus absorbancias a 510 nmy 700 nm (Giusti y Wrolstad
2001). Los resultados se expresaron como mg de cianidina-3-O-glucésido/mL

de bebida a partir de las siguientes ecuaciones:

Absorbancia total = (AbSs10 nm — Abs700 nm)pH 1.0 — (AbSs10 nm — AbS709 nm)pH 45

Absorbancia total*1000*PM*FD
exd

Antocianinas totales =
Donde:
Abs: Absorbancia

PM: Peso molecular de cianidina — 3 — 0 — glucésido (448.8 %)

FD: Factor de dilucion

L
mol-cm

e: Coeficiente de extincién molar de cianidina — 3 — 0 — glucésido (26900

)

d: distancia (1 cm)
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c) Proantocianidinas totales

El contenido de proantocianidinas totales en las bebidas se determind a partir de
una alicuota de 100 pL adicionando 600 pL de vanillina (4 % p/v vanillina en
metanol). Después, se le agregaron 300 pyL de HCI concentrado y se agitaron.
Finalmente, la solucion se guarddé en oscuridad por 15 min y se midié su
absorbancia a 500 nm. Se utilizé una curva estandar de catequina (0 a 0.1
mg/mL). Los resultados se expresaron como mg eq de catequina/mL de bebida
(zZielinski y Haminiuk 2018).

5.2.5.4 Modelo de cinética de degradacion

Se han reportado cinéticas de primer orden para fenoles totales, antocianinas y
proantocianidinas (Pérez-Ramirez et al., 2015; Xu et al., 2015). Los parametros
del modelo se identificaron mediante regresiones lineales sobre las curvas
logaritmicas siguiendo el modelo de Arrhenius a partir de la siguiente ecuacion:

1 (Yt)— kt
n YO =

Donde Yo e Y: son los valores en el tiempo t = 0 dias y después del
almacenamiento en el tiempo y k es el factor pre exponencial. Se estimaron las
constantes de la tasa de degradacion a partir de las cuales se calcul6 la vida

media (tu2) a partir de la siguiente ecuacion:
t12 =In(2)/k

Finalmente, se selecciond el sabor de bebida que presenté una mayor
aceptabilidad sensorial, asi como una mayor estabilidad de sus compuestos

polifendlicos y su color en el almacenamiento.

De acuerdo con estos resultados, se determiné que las bebidas a base de
decoccion de frutos rojos, a pesar de tener aceptabilidad sensorial por parte de
los consumidores, no presentaron la estabilidad en el almacenamiento requerida
para conservar sus propiedades de color y contenido de compuestos

polifendlicos. Por tanto, se decidio elaborar las bebidas a partir del jugo de dichos

[42]



frutos y comparar su estabilidad con la de las bebidas elaboradas a base de

decoccién durante el almacenamiento.

5.2.6 Elaboracion de jugo de frutos rojos
A partir de las caracteristicas de seleccion, lavado y desinfectado descritos en

el apartado 5.2.1, los frutos se procesaron en un prototipo de despulpadora para
obtener el jugo correspondiente. El residuo, que contenia semillas y remanentes

de pulpa, se reservl para su posterior analisis.

5.2.7 Estabilidad del color en decocciones y jugos de frutos rojos
Se realizaron mediciones de color e indice de pardeamiento, conforme a lo

descrito en los apartados 5.2.5.1 y 5.2.5.2 en las decocciones y jugos de frutos
rojos durante 7 dias a 4 °C y 25 °C para comparar la estabilidad de dichos
parametros con el objetivo de elegir el fruto adecuado y la matriz para el
desarrollo de las bebidas del estudio.

5.2.8 Extraccion de compuestos polifendlicos totales del residuo de jugo
de frutos rojos
Los residuos obtenidos del proceso de despulpado se secaron a 45 °C por 24 h.

Posteriormente, se realiz6 una extraccion de polifenoles extraibles y no
extraibles siguiendo la metodologia descrita por Hassan y colaboradores (2011),
utilizando una solucién de metanol-agua (50:50 v/v, pH 2) y una solucion
acetona-agua (70:30 v/v). Los sobrenadantes resultantes de estas extracciones
se combinaron para conformar la fraccion extraible, mientras que los residuos,
gue comprendian la fraccion no extraible, se secaron a 45 °C durante 48 hy se

almacenaron a 20 °C hasta su uso.

5.2.9 Cuantificacion de compuestos polifendlicos extraibles y no extraibles
del residuo de jugo de frutos rojos
La cuantificacion de compuestos polifendlicos extraibles se realiz6 en base a la

metodologia descrita previamente en el apartado 5.2.5.3. En el caso de los
polifenoles no extraibles, se realiz6 la determinacion de proantocianidinas no

extraibles y polifenoles hidrolizables, que se describe a continuacion.
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a) Proantocianidinas no extraibles

La cuantificacion de proantocianidinas no extraibles se llevo a cabo por hidrolisis
acida. Los residuos se mezclaron con 10 mL de una solucion de HCl:butanol
(5:95, viv) con 0.7 g de FeCls/L y se incubaron a 100 °C durante 1 h.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron (2500 x g, 10 min) para obtener
los sobrenadantes. Se realizaron 2 lavados posteriores con la solucion
HCl/butanol/FeClz hasta completar un volumen de 25 mL. Las absorbancias se
midieron a 450 y 555 nm, y los resultados se expresaron como mg eq de
proantocianidinas/100 mL de bebida de acuerdo con la curva de calibracion

reportada por Zurita y colaboradores (2012).

b) Polifenoles hidrolizables

La determinacion de polifenoles hidrolizables se llevd a cabo mediante una
hidrolisis acida y alcalina, siguiendo el protocolo descrito por Quatrin y
colaboradores (2019). Para la hidrolisis alcalina, los residuos se mezclaron con
12 mL de agua y 5 mL de NaOH (10 M) y se sometieron a agitacion durante 16
h. Posteriormente, el pH de las muestras se ajustd a un rango de 2.0-3.0
utilizando HCI (6 M), y se centrifugaron (2000 x g, 10 min) para recuperar los
sobrenadantes. Los residuos se lavaron dos veces con 5 mL de agua destilada
y se centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones. Los sobrenadantes
se combinaron para cuantificar sus compuestos fendlicos totales

correspondientes a la hidrdlisis alcalina.

Los residuos resultantes de la hidrolisis alcalina entonces se sometieron a
hidrdlisis acida, mezclandolos con 2.5 mL de HCI incubandolos a 85 °C durante
30 min. Posteriormente, el pH se ajust6 a un rango de 2.0-3-0 con NaOH (10 M),
y las muestras se centrifugaron (2000 x g, 10 min) para recuperar los
sobrenadantes. Los residuos se lavaron dos veces con 5 mL de agua destilada
y se centrifugaron nuevamente bajo las mismas condiciones. Finalmente, los
sobrenadantes se combinaron para cuantificar sus compuestos fendlicos totales

correspondientes a la hidrdlisis acida.
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Los resultados se expresaron como mg eq de &cido galico/100 mL de bebida,

sumando las concentraciones de ambas hidrdlisis.

5.2.10 Enriquecimiento de la bebida de frutos rojos
El enriquecimiento de la bebida de frutos rojos seleccionada se realizd

adicionando el subproducto en fresco, buscando que la bebida aportara un
intervalo de polifenoles totales de 1000-2000 mg eq &cido galico/dia. Este rango
ha demostrado beneficios en el control de riesgo cardiovascular en estudios
realizados con bebidas elaboradas a base de fresa y mora azul (Basu et al.,
2014; Stote et al., 2017). Asimismo, se considerd que el consumo promedio de
polifenoles totales en una dieta mexicana varia entre 445-1240 mg eq &cido
galico/dia, con reportes que indican que las bebidas no alcohdlicas aportan
340.5 mg eq acido galico/dia (Galvan-Portillo, et al., 2007; Zamora-Ros et al.,
2018).

5.2.11 Elaboracién y desarrollo de las bebidas de fresa
De acuerdo con los resultados obtenidos en apartados previos, se selecciono el

fruto de fresa para el desarrollo de las bebidas control (sin residuo) y enriquecida
(con residuo). La elaboracion de estas bebidas se muestra en la Figura 3,
realizando las formulaciones de acuerdo con los aditivos mencionados en el
apartado 5.2.1. Las bebidas se sometieron a un proceso de pasteurizacion a 73
°C durante 15 s y, posteriormente se embotellaron en caliente, para su

etiquetado.

Como parte de la evaluacion clinica, se incluyé una bebida comercial en polvo
sabor fresa marca Zuko® para comparar con las bebidas en estudio. Esta bebida
se preparo siguiendo las indicaciones del proveedor y, al igual que las demas,
fue pasteurizada, embotellada y etiquetada bajo las mismas condiciones. Se
seleccioné esta bebida debido a que presentaba caracteristicas organolépticas
similares a las bebidas de estudio, ademas de no aportar compuestos
polifendlicos, macronutrientes ni micronutrientes que pudieran causar alguna

interferencia en los resultados esperados.
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5.2.12 Composicion proximal y nutrimental de las bebidas de fresa
La determinacion de la composicion proximal y nutrimental comprendio

humedad, cenizas, densidad, proteina, grasa total, carbohidratos disponibles,
fibra dietaria, azlcares reductores totales y calorias totales. Estas mediciones
se realizaron por parte de los Laboratorios Becar, Monterrey, Nuevo Ledn.

5.2.13 Cuantificacion de compuestos polifendlicos extraibles y no
extraibles de las bebidas de fresa
La determinacién de los compuestos polifendlicos extraibles de las bebidas de

fresa se realiz6 de acuerdo con las metodologias descritas en el apartado
5.2.5.3, tanto en la bebida control, la bebida enriquecida y la bebida comercial,
asi como los polifenoles no extraibles de la bebida enriquecida de acuerdo con

el apartado 5.2.10.

5.2.14 Evaluacion sensorial heddnica de las bebidas de fresa
La evaluacion sensorial hedonica de las bebidas control, enriquecida con el

residuo y comercial se hizo en base a la metodologia descrita en el apartado
5.2.2, evaluando ademas la aceptabilidad en el contenido de solidos totales
presentes. Se realizo el analisis microbioldgico correspondiente, siendo ademas

estas formulaciones aprobadas por el Comité de bioética.

5.2.15 Perfil de compuestos polifendélicos de las bebidas de fresa
Se realizo la identificacion de compuestos polifendlicos extraibles y no extraibles

por UPLC-ESI-Q-ToF MSE de acuerdo con la metodologia descrita en el

apartado 5.2.3.

5.2.16 Evaluacién de las bebidas de fresa sobre los factores de riesgo
cardiovascular en un estudio clinico

a) Tipo de estudio, poblacién y reclutamiento

El estudio fue aleatorio triple ciego paralelo utilizando una bebida comercial. Los
participantes fueron adultos jovenes con un rango de edad de 18 a 35 afios,
residentes del estado de Querétaro y de nacionalidad mexicana. El reclutamiento
de voluntarios se realiz6 mediante anuncios, carteles y redes sociales de la

Universidad Autonoma de Querétaro (UAQ).
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Las personas interesadas en el estudio asistieron a una reunion en el posgrado
de alimentos de la Facultad de Quimica para explicarles los objetivos del estudio,
asi como las condiciones de participacion. Posteriormente, las personas con
intencion de participar en el reclutamiento acudieron a las instalaciones del
Laboratorio de Bioquimica Molecular de la Facultad de Quimica de la UAQ, en
estado de ayuno de por lo menos 8 h, sin tomar medicamentos, sin desvelo y sin

hacer ejercicio la noche anterior a la visita.

El reclutamiento de los participantes se realiz6 de acuerdo con los criterios de
inclusién, exclusién y eliminacibn que se detallan en el Cuadro 5. Los
participantes que fueron seleccionados para el estudio y desearon participar,
firmaron el consentimiento informado correspondiente, siendo este

procedimiento aprobado por el Comité de bioética.

b) Presion arterial
La toma de la presion arterial diastdlica, y sistélica se realiz6 con ayuda de un

baumanometro digital marca Omron en el brazo derecho de cada participante.

¢) Analisis antropométricos
Las mediciones antropométricas se llevaron a cabo por duplicado en los
participantes del estudio en condiciones de ayuno de 12 h de acuerdo con los

métodos establecidos por la OMS, evaluando los siguientes indicadores:

= Peso y estatura. El peso se tomo utilizando el equipo de composicion
corporal (Seca modelo mBCA 514), mientras que la estatura se midio con
un estadimetro de pared fijo modelo 222 (SECA). A partir de estas
mediciones se calculé el IMC (kg/m?) el cual se calculé dividiendo el peso
en kilogramos entre la estatura en metros al cuadrado.

= Circunferencia de cintura (CC). Se tom0 una cinta métrica metalica en el
punto medio del reborde inferior de la ultima costilla y la posicion de la

cresta iliaca.
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= Circunferencia de cadera (CCad). La medicién de cadera se realiz6 a nivel
de los trocanteres mayores del fémur que coinciden con la sinfisis pubiana
en la parte ventral y en la parte dorsal donde se encuentran mas
prominentes los gluteos por medio de una cinta métrica metalica.

* indice de cintura-cadera (ICC). Se calcul6 dividiendo la circunferencia de

la cintura entre la circunferencia de la cadera.

d) Composicion corporal

La composicion corporal se determind con un equipo de bioimpedancia eléctrica
de multiple frecuencia (Seca modelo mBCA 514) obteniéndose los valores de
masa grasa (%), masa libre de grasa (%), el indice de masa grasa (IMG) (kg/m?),
el indice de masa libre de grasa (IMLG) (kg/m?), tejido adiposo visceral (kg) y
masa muscular esquelética (MME) (kg).

e) Perfil bioquimico en sangre

Las determinaciones bioquimicas se realizaron con kits comerciales en el suero,
e incluyeron glucosa, insulina, triglicéridos totales (TG), colesterol total (CT) y
colesterol HDL, de acuerdo con los protocolos del fabricante. La resistencia a la
insulina se evalu6 mediante el indice HOMA-IR, calculado de la siguiente
manera: [insulina en ayunas (uUl/mL) x glucosa en ayuno (mg/dL)}/405 (Wallace

et al., 2004). Por otro lado, se calcul6 el indice de triglicéridos/glucosa.
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f) Recordatorio de 24 h de consumo de alimentos y bebidas

Cada participante en el estudio registré 3 cuestionarios de recordatorio de 24 h
para determinar el consumo de alimentos y bebidas registrando el consumo de
alimentos y bebidas correspondientes a 2 dias de entre semana (lunes a viernes)
y 1 de fin de semana (sdbado a domingo) durante todo el estudio. Se especificd
la preparacion, los ingredientes que se emplearon, y si tenian alguna marca.
Ademas de las comidas principales y colaciones, se incluyé goma de mascar,
dulces, refrescos, agua, alcohol, suplementos, vitaminas, entre otros. Se
realizaron los promedios correspondientes a los 3 dias de consumo de energia,
macro y micronutrientes, asi como de los polifenoles totales (mg eq AG/g o mL).
La infomacion nutricional se obtuvo a través de la base de datos de U.S.
Department of Agricultue (USDA), mientras que el contenido de polifenoles a
través de la base Phenol-Explorer. Las concentraciones de polifenoles totales
de las preparaciones tradicionales mexicanas se consultaron en la literatura de
estudios poblacionales de la dieta mexicana (Galvan-Portillo et al., 2007; Silva-
Cristobal et al., 2010), asi como el efecto de la coccion en los alimentos (Xu y
Chang, 2008; De Santiago et al., 2018).

g) Cuestionario de actividad fisica

Del mismo modo, se realizdé una evaluacion de la actividad fisica, mediante el
cuestionario de recordatorio de actividad fisica de 24 h de Bouchard y
colaboradores (1983), que consistio en registrar las actividades del dia en
fracciones de 15 min de acuerdo con una escala del 1 al 9, donde 1 son
actividades de menor gasto energético y 9 actividades de mayor gasto
energético. Se respondieron 2 cuestionarios de 2 dias de entre semana y 1 de
fin de semana. Se calcul6 el gasto energético total de cada dia de acuerdo con

la metodologia del articulo.

h) Evaluacion de adherencia al tratamiento
De manera independiente, los participantes realizaron un cuestionario de

adherencia al tratamiento por semana, para monitorear el consumo de la bebida
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de frutos rojos, utilizando una escala Likert de 4 puntos (1=nunca, 2= algunas

veces, 3= casi siempre, 4=siempre).

1) Tamafio de la muestra

El calculo para el tamafio de muestra del estudio clinico en adultos jévenes
(n=13) se realiz6 de acuerdo con la siguiente ecuacion, segun Garcia-Garcia,
Reding-Bernal y Lopez-Alvarenga (2013):

2x(Z, +Zﬁ)2 * (1 —p)=S?
n =
|Mde_Mdc|2

Donde:
n: sujetos necesarios para cada tratamiento
Zy: Corresponde al valor del error tipo I aceptado (nivel de significancia)

Zg: Corresponde al valor del error tipo II aceptado (potencia estadistica)

S:varianza de la variable principal en un grupo de referencia
M,.: diferencia entre valores iniciales y finales en grupo de los controles
Mg.:diferencia entre valores iniciales y finales en el grupo con tratamiento

Para ello se consider6 una potencia del 95% y un nivel de significancia de a=
0.05. Como variable principal se tomo6 en cuenta una tasa de desercion del 15
% Yy la disminucion del indice HOMA-IR observada en un estudio clinico con
adultos obesos suplementados con fresa en polvo durante 14 semanas (Basu et
al., 2021).

j) Recomendaciones generales del estudio clinico

Antes de iniciar el estudio se realiz6 una sesién de capacitacion para los
participantes seleccionados, en la que se les ensefidé a completar los
recordatorios de 24 h de consumo de alimentos y bebidas y el cuestionario de
actividad fisica anteriormente descritos, asi como un cuestionario de adherencia

del tratamiento, que se describira mas adelante.
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Por otro lado, se brindd una capacitacion a los participantes para la recoleccion
de muestras de orina y heces, sobre el consumo de la bebida de frutos rojos
correspondiente, asi como algunas recomendaciones y restricciones durante el

estudio clinico.

Los voluntarios incluidos en el estudio recibieron instrucciones para seguir una
dieta cardiosaludable basada en las recomendaciones de la American Heart
Association. Esta consistio en disminuir el consumo de alimentos altos en
grasas, carnes rojas, bebidas azucaradas, y aumentar la ingesta de frutas y
verduras, cereales enteros y productos alimenticios con bajo contenido de grasa.
Se les sugiri6 comer pescado al menos dos veces a la semana, asi como
preparar sus alimentos con poca o ninguna sal. Adicionalmente, se les sugirio
evitar consumir frutos rojos (fresa, mora azul, entre otros) durante el periodo del
estudio. Por otro lado, se les recomendd no cambiar sus habitos de actividad

fisica.

k) Disefio experimental y administracion de tratamientos

Los participantes fueron asignados al azar a uno de los 3 grupos: grupo con
bebida control (n=15), grupo con bebida enriquecida (n=15) y grupo con bebida
comercial (n=13). El estudio tuvo una duracion de 4 semanas, en la que cada
semana los participantes recibieron 7 porciones de 125 mL de la bebida
correspondiente con la indicacion de almacenar las bebidas a 4 °C. Cabe
mencionar que para garantizar la calidad microbioldgica y la estabilidad del color
y contenido de compuestos fendlicos y antocianinas, se realizd el monitoreo de
dichos parametros, cuyos resultados se muestran en el Anexo 1. Los
participantes consumieron una porcién de bebida al dia, en el horario de su

eleccion, en ausencia o compafia de otros alimentos.

Las bebidas del estudio contaron con las caracteristicas de inocuidad necesarias
para ser evaluadas. La categoria de riesgo del estudio correspondi6 a la A=sin

riesgo. En un estudio previo llevado a cabo in vivo no se encontraron
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alteraciones en los parametros renales, hepéticos ni cardiacos que sugieran

algun efecto téxico de las bebidas de frutos rojos (Sotelo-Gonzélez, 2020).

Los datos proporcionados por los voluntarios se recogieron en un expediente
individual al que sélo tuvieron acceso tres miembros del equipo de investigacion,
siguiendo las especificaciones de la Ley Federal de Proteccién de Datos
Personales (DOF 05-07-2010). En dicha ficha se asigné un folio numérico a cada
voluntario, el cual se utilizé para designar sus muestras y cuestionarios durante

todo el estudio.

En el Cuadro 6 se muestra el monitoreo del estudio clinico. En cada columna se
observan las determinaciones que se realizaron en cada dia del tratamiento en
gue los participantes asistieron a una cita. Para cada una de las citas, los
participantes asistieron en ayuno de 12 h, sin tomar medicamentos, sin desvelo

y sin hacer ejercicio la noche anterior a la visita.

Cuadro 6. Monitoreo del estudio clinico de bebidas de fresa*

Determinaciones y recoleccion Dias

de muestras 0 7 14 28
Signos vitales X X X X
Antropometria X X X X
Composicion corporal X X X X
Muestra de sangre X X
Muestra de orina X X
Muestra de heces X X

*Las celdas marcadas con una X indican la determinacién o monitoreo realizado en el dia
correspondiente.

l) Recoleccion de muestras bioldgicas

Para la recoleccion de muestras de sangre, los participantes asistieron con 12 h
de ayuno. En la cita correspondiente, se tomd una muestra de sangre de cada
participante en tubos de plastico para suero marca Vacutainer de tapén rojo de
6 mL. Posteriormente, todos los tubos se centrifugaron a 850 x g durante 15 min
a 4 °C para separar el suero. Las muestras se almacenaron a —80 °C hasta su

uso.

[54]



Para la recoleccion de muestras de orina y heces, se dio instrucciones de dicho
procedimiento a los participantes previamente a la cita, donde entregaron sus
muestras correspondientes por separado en frascos de plastico redondos de
tapa ancha. Las muestras se almacenaron a—80 °C hasta su uso.

5.2.17 Evaluacion de las bebidas de fresa sobre la regulacion de la
diversidad microbiana intestinal

a) Extraccion de ADN y secuenciacién

Las muestras se procesaron y analizaron utilizando el servicio de secuenciacion
dirigida ZymoBIOMICS® (Zymo Research, Irvine, CA). Para el andlisis de la
microbiota de las muestras fecales se realizo la extraccion del ADN de los
microorganismos presentes en las heces utlizando el kit comercial
ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research, Irvine, CA), siguiendo las

instrucciones del fabricante. El ADN se almacend a —20 °C hasta su analisis.

La secuenciacion dirigida del gen del ARN ribosémico 16S bacteriano se realizo
utilizando el kit de preparacion de la biblioteca NGS Quick-16S™ (Zymo
Research, Irvine, CA), amplificando la region V3-V4 del gen 16S rRNA. La
biblioteca de secuenciacion se prepard utilizando PCR en tiempo real para
controlar los ciclos y limitar la formacién de quimeras de PCR. Los productos
finales de la PCR se cuantificaron con lecturas de fluorescencia de gPCR y se
agruparon basandose en la misma molaridad. La biblioteca combinada final se
limpi6é con Select-a-Size DNA Clean & Concentrator™ (Zymo Research, Irvine,
CA) y luego se cuantificé con TapeStation® (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) y Qubit® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA).

Se utilizé el estandar comunitario microbiano ZymoBIOMICS® (Zymo Research,
Irvine, CA) como control positivo para cada extraccion de ADN. La biblioteca final

se secuencio en la plataforma lllumina® MiSeq™ (San Diego, CA, USA).

b) Andlisis bioinformatico
Las secuencias de amplicones se infirieron a partir de las lecturas sin procesar

utilizando el DADA2 (Callahan et al., 2016). La asighacion taxonomica se realizé
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utilizando Uclust del Qiime v.1.9.1 con la base de datos de Zymo Research, 16s.
La visualizacion de la composicion, diversidad alfa y la diversidad beta se realizé
con Qiime v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010).

5.2.18 Determinacién del perfil metabolémico multicompartimental e
identificacién de vias metabdlicas reguladas por el consumo de la bebida
de fresa enriquecida

Para la identificacién del perfil metabolémico multicompartimental, se realiz6 la

extraccion de metabolitos polares de las muestras de suero, orina y heces de
acuerdo con la metodologia reportada por Zhou y colaboradores (2019). Todas

las muestras se descongelaron a 4 °C por 24 h previas a la extraccién.

Se utilizaron 100 yL de cada muestra de suero y se adicionaron 10 uL de una
solucion de sulfadimetoxina (250 pyM) como estandar interno y 290 uL de
acetonitrilo frio (100 %). Posteriormente, se sonico durante 10 min a temperatura
ambiente y se centrifugé a 4 °C a 18,000 x g durante 10 min. Finalmente, se
recuperaron 100 yL de sobrenadante. Para la extraccion en orina se tomaron
100 uL de cada muestra y se mezclaron con 2 pL de sulfadimetoxina (250 uM)
como estandar interno y 98 uL de acetonitrilo frio (100 %). Se sonico y centrifugd
a las condiciones previamente descritas y se recuperé el sobrenadante.
Finalmente, para la extraccion en heces, se utilizaron 50 mg de muestra y se
mezclaron con 10 uL de sulfadimetoxina (250 uM) y 490 uL de acetonitrilo frio
(50 %). Se sonico y centrifugd bajo las mismas condiciones mencionadas

previamente y a continuacion se recupero el sobrenadante.

El perfil metabolomico se realiz6 en un Cromatégrafo de Liquidos de Alta
Resolucion Acoplado a un Espectrometro de Masas Hibrido de Cuadrupolo
Tiempo de Vuelo (HPLC-QTOF MSE, Xevo G2-XS. Waters Co.). La separacion
cromatografica se realizé inyectando 5 puL de cada muestra a 8 °C en una
columna C18 BEH a 35 °C. Se utilizaron como fase movil agua con 0.1% de
acido férmico (A) y acetonitrilo con 0.1% de acido férmico (B) a un flujo constante

de 0.5 mL/min. El gradiente inicié con 5 % de By termin6 con 95 % de A después
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de 35 min de un gradiente lineal, regresando a las condiciones iniciales (5 % B),
las cuales se mantuvieron durante 5 min, con un tiempo total de corrida de 40

min.

La espectrometria de masas se realizé con una fuente de ionizacién de
electrospray (ESI) en polaridad negativa, adquiriendo sefales de 100 a 1000 m/z
cada 0.2 s. Las condiciones del ESI fueron un voltaje de cono de 30 V, con un
flujo de gas de 50 L/h, voltaje capilar de 2.5 kV, una temperatura de fuente de
130 °C, utilizando nitrégeno como gas de desolvatacion a 550 °C y 800 L/h. Los
espectros de masas fueron adquiridos a baja energia de colision (6 eV) y a alta
energia de colision (10-40 eV) utilizando el modo de analizador de resolucion.

A continuacion, se realiz6 la identificacion de los metabolitos a través de una
estrategia no dirigida utilizando el software Progenesis consultando las bases de

datos: Metaboloma Humano, Phenol-Explorer, Metlin, MassBank y Lipidmaps.

5.2.19 Determinacion del efecto de las bebidas de fresa sobre la
carbonilaciéon de las proteinas de suero.
Previamente a esta determinacion, se realizd la cuantificacion de proteinas

totales séricas por la técnica de Bradford (1976) con algunas adaptaciones. Se
tomaron 10 uL de suero y se diluyeron al 0.5% con 1990 uL de agua destilada,
agitando la mezcla en un vortex durante 30 s. Posteriormente, se colocaron 10
ML de la muestra diluida en el pocillo de microplaca mas 200 uL del reactivo de
Bradford (20 %). Las muestras se incubaron durante 5 min a temperatura
ambiente y se midi6 la absorbancia a 595 nm. Para el andlisis de resultados se
utilizé una curva de calibracion de albamina (0.1-1 mg/mL) y se expresaron como

mg de proteina/mL de suero.

El contenido de proteinas carboniladas se determiné6 de acuerdo con la
metodologia de Levine y colaboradores (1990), la cual consistié en la reaccion
de dichas proteinas con el 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) para generar
dinitrofenilhidrazonas cromoforas. Se utilizaron 2 tubos con 0.5 mL de suero de

cada participante; uno marcado como “prueba”’ y otro como “control”. Se

[57]



adicionaron 2 mL de DNPH al 10 mM preparado con HCI al 2.5 M al tubo de
prueba y 2 mL de HCIl al 2.5 M al tubo control. Posteriormente, los tubos se
mezclaron vigorosamente y se incubaron en oscuridad a temperatura ambiente
por 1 h, agitandolos en intervalos de 15 min. A continuacion, se agregaron 2.5
mL de &cido tricloroacético (TCA) al 20 % (p/v) a cada tubo, se mezclaron y se
dejaron reposar en un bafio de hielo durante 10 min. Los tubos se centrifugaron
a 3,500 rpm durante 20 min para separar el sedimento de proteinas. El
sobrenadante fue recolectado cuidadosamente y descartado. Se procedio con
un segundo lavado con TCA al 10 %, como el descrito previamente. Finalmente,
los precipitados se lavaron 3 veces con 2 mL de una solucion de etanol: etil
acetato (1:1 v/v) para eliminar remanentes de DNPH vy lipidos. El pellet final de
proteina se disolvié con 1 ml de guanidina en HCIl al 6 M y se incubo a 37 °C
durante 10 min. Los materiales restantes insolubles se removieron por
centrifugacion. Las concentraciones de carbonilo se determinaron con la
diferencia en la absorbancia a 370 nm entre la muestra prueba y el control,
usando el coeficiente de extincion molar de 22000 M-lcm™. Los niveles de

carbonilo se expresaron como pmol/mg de proteina.

5.2.20 Analisis estadisticos
Para las variables con una distribucién normal, se utilizé un analisis de varianza

(ANOVA) de un factor con un nivel de confianza del 95% o prueba t de Student.
Las variables que no siguieron una distribucién normal, se analizaron por medio
de la prueba de Friedman o Wilcoxon. Suponiendo normalidad en las variables
respuestas, la comparacioén de medias se realizé con la prueba de Tukey. Para
las variables que no presentan normalidad, la comparacion de medias se realizo
por la prueba de Kruskal-Wallis y U de Mann-Whitney. Los resultados se

analizaron con el paquete estadistico SPSS version 16.

Los anadlisis ANCoVA y DiffAbund se realizaron en myPhyloDB, vy
MicrobiomeAnalyst para calcular las puntuaciones de diversidad alfa y las

distancias de Bray-Curtis. Las lecturas de secuencias individuales se filtraron por
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el software PGM para eliminar secuencias policlonales y de baja calidad, y
posteriormente se analizaron con QIIME. El umbral de similitud de secuencia
tanto para la selecciébn de OTU como para la asignacion de taxonomia fue del
97%.

La identificacion de los metabolitos de mayor impacto en las muestras biolégicas
de suero, orina y heces se realizdé a partir del procesamiento de los datos
siguiendo el protocolo descrito por Mock y col., (2020) en el entorno Rstudio
2022.12.0 mediante la construccion de heatmaps, analisis de componentes
principales (PCA) y andlisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLS-
DA). Para correlacionar la carbonilacién de proteinas en suero con los factores
de riesgo cardiovascular que presentaron una mejora después de la
suplementacion de las bebidas de fresa, se realizé una prueba de Pearson con

significancia de p<0.05.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Desarrollo, caracterizacion y evaluacién de la estabilidad de bebidas
elaboradas con decoccién de fresay mora azul

6.1.1 Evaluacion sensorial

Las bebidas se elaboraron a partir de las decocciones de fresa'y mora azul (10%)

y a partir de ellas se preparé una bebida de fresa (100%), mora azul (100%) y
fresa-mora azul (50-50%). Para las caracteristicas sensoriales evaluadas, las
puntuaciones entre 7 y 9 de este parametro se lograron en un 78 % de los
participantes que calificaron a la bebida de fresa (BF), 86 % para la bebida de
mora azul (BM) y un 98 % en la bebida de fresa-mora azul (BFM) (Cuadro 7).

Cuadro 7. Evaluacion sensorial hedonica de las bebidas de decoccion de frutos
rojos*

Caracteristicas Bebidas
sensoriales Fresa Mora azul Fresa-Mora azul

Color 7.24+1.71a 7.82+1.02a 7.80+0.81a
Olor 6.56+1.75a 6.62+1.41a 6.48+1.54a
Sabor 7.08+1.87a 6.74+1.54a 7.28+1.28a
Aceptabilidad general 7.14+1.59a 7.02+1.22a 7.32+1.15a
indice de

aceptabilidad 79.56 78.00 81.33

*Los datos se muestran como la media + desviacion estandar (DE). Letras diferentes en la
misma fila muestras diferencias significativas (p<0.05) entre bebidas.

Posteriormente, el olor fue evaluado con la menor puntuacion por los
consumidores (6.5-6.6). En el caso de la BF, esta caracteristica sensorial mostro
una asimetria moderada, donde el 54 % de los consumidores la evaluaron entre
5y 7. Para la bebida de mora azul (BM) y la BFM, estas puntuaciones se
observaron en un 64 % de los consumidores. De manera general, los
participantes comentaron que el olor de las bebidas fue poco detectado durante
la evaluacion, lo cual pudiera estar relacionado con las temperaturas empleadas
para el secado y decocciéon de frutos, lo cual puede degradar los compuestos
organicos volatiles relacionados con el aroma de estos frutos (Martins et al.,
2021).
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El sabor de las tres bebidas presentd, en promedio, un valor de 7, siendo la BFM
la que obtuvo mayor puntuacion, con un 7.3,y con un 76 % de los consumidores
gue la evaluaron entre 7 y 9 puntos. Estas preferencias podrian estar
relacionadas a la combinacién de sabores de ambos frutos rojos, siendo el sabor
de fresa dulce y &cido, mientras que el de mora azul es mas astringente
(Skrovankova et al., 2015).

Finalmente, en cuanto a la aceptabilidad general, la BFM presentd el mayor
indice de aceptabilidad (81.3 %), seguida de la BF con un 79.5 % y la BM con
un 78 %, tal como se observa en la Cuadro 7, indicando que todas las bebidas

fueron sensorialmente aceptables (indice de aceptabilidad >70 %).

6.1.2 Perfil de compuestos polifendlicos por UPLC-ESI-Q-ToF MS en
bebidas de decoccidn de frutos rojos
La identificacion de los polifenoles en las bebidas desarrolladas permitio predecir

el potencial antioxidante y sus posibles beneficios en la salud. La identificacion
de polifenoles de las bebidas se muestra en el Cuadro 8, donde se cuantificaron
17 polifenoles en la BF, 19 en la BM y 22 en la BFM, cuya identificacion se
confirmé por medio de la comparacion de su masa exacta con un error de masa

<5 ppm, su patron de fragmentacion y por su distribucion isotopica.

Las antocianinas fueron los compuestos predominantes en todas las bebidas de
frutos rojos. La BM mostr6 un contenido de 100.6 pg/mL, con malvidina hexdosido
como el principal compuesto. En cuanto a la BF, esta presenté un contenido de
17.2 pg/mL, destacando la pelargonidina hexdsido como el compuesto
mayoritario. Por ultimo, el contenido total de antocianinas de la BFM fue 57.57
pg/mL, siendo superior al de la BF debido al alto contenido de antocianinas de
la BM. La pelargonidina-3-glucdsido, seguida de la pelargonidina-3-rutinésido y
cianidina-3-glucésido, representan mas del 95 % del total de antocianinas en
diferentes variedades de fresa, cuyo contenido total de antocianinas reportado
para el jugo de fresa oscila entre 40-114 mg/L (Ertan et al., 2019). El contenido

total de antocianinas de nuestras bebidas fue inferior al reportado, lo cual puede
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estar relacionado con un efecto de dilucion durante el proceso de preparacion
de las bebidas, asi como con la degradacién térmica de las antocianinas durante

el proceso de secado y decoccioén de los frutos rojos.

Se identific6 una amplia variedad de flavonoides no pigmentados como los
flavanoles y flavonoles. La quercetina hexdsido fue el flavonoide no pigmentado
mayoritario en BM y BFM (0.69 y 0.38 mg/100 mL, respectivamente). La BF
presentd la mayor cantidad de acidos hidroxicinamicos (3.1 pg/mL) como el
acido cumarico hexésido y acido elagico. La identificacion de estos acidos
fendlicos fue similar a lo reportado por Diaz-Garcia y colaboradores (2013) en
un jugo de fresa comercial. En relacion con el contenido de elagitaninos, la BF
presentd 1.9 ug/mL de elagitaninos totales mientras que BFM mostré 0.68
Mg/mL, incrementando 2.1 veces su concentracion con respecto a BM. Estos
resultados son interesantes, ya que los elagitaninos se han reportado
principalmente en las cascaras de frutas y en baja cantidad en la pulpa (Sojka et
al., 2016).
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6.1.3 Estabilidad en el almacenamiento de las bebidas de decoccion de
frutos rojos

a) Color

La BF present6 la mayor luminosidad (L*) de todas las bebidas (76.6), seguida

de la BFM (44.5) y la BM (36.4). La luminosidad fue el parametro de color que
logré mayor retencion después de los 90 dias de almacenamiento a 4 °C en la
BFM (97.9 %) y la BM (91.2 %) (Figura 4).

La BM presento el valor més alto de a* hasta 47.3, mientras que el de la BF fue
de 18.3. La combinacién de ambas decocciones en BFM logré un valor de a*=
37.6, que fue 2 veces mayor que BF. De forma interesante, a pesar de que la
BM presentd menor estabilidad de luminosidad en el almacenamiento, logré una
mayor retencion de su color rojo en todas las temperaturas de almacenamiento,
desde un 63.8 % a 82.8 %. Por otro lado, BF present6 valores mas bajos (33.9
%-61.6 %). La combinacion de la decoccion de fresa y mora azul (BFM) mostré
una retencion de 54.5 % a 72.3 % para un valor de a*, lo que sugiere un efecto

de proteccidn sinérgica sobre las antocianinas de BF.

Grobelna y colaboradores, (2019) sugieren que la combinacién de antocianinas
de diferentes frutas mejora la estabilidad del color rojo en los jugos. Por ejemplo,
una mezcla del 10 % y 30 % de jugo de bayas de madreselva, ricos en
antocianinas, con jugo de manzana mantuvo el 95.13 % del valor inicial de a* y
el 92.64% de b* después de 4 meses de almacenamiento a 20 °C, en
comparacion con el jugo de manzana (71.4 %) y el jugo de bayas de madreselva
(82.7 %).

El AE es un parametro que permitié evaluar los cambios de color durante el
almacenamiento de las bebidas comparado con sus valores iniciales. Si este
valor es >3.0 la diferencia de color deberia ser visible para los consumidores
(Cserhalmi et al., 2006). Las bebidas de frutos rojos mostraron valores AE> 3.0
después de tres dias de almacenamiento a 25y 34 °C, mientras que a 4 °C este

valor se observé a partir de los quince dias de almacenamiento (Figura 4).
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Se han reportado diferentes resultados con cambios de color para jugos de fresa
sometidos a un tratamiento térmico y almacenados a 4 °C; observando valores
de AE >3.0 después de 35 dias (Aaby et al., 2018). Mientras que, para un jugo
de ardndanos, este valor se present6 después de 25 dias (Zhu et al., 2018).

b) indice de pardeamiento
En general, el pardeamiento aumentdé a todas las temperaturas durante el

almacenamiento de las bebidas (Figura 4). De manera importante, la BFM
mostr6 el mayor incremento del indice de pardeamiento en todas las
condiciones. Por lo tanto, los efectos beneficiosos de la combinacién de estas
frutas en cuanto a su perfil de polifenoles y preservacion del color rojo, no

impidieron las reacciones de pardeamiento durante el almacenamiento.

El indice de pardeamiento estima la degradacion de antocianinas, dando como
resultado los complejos de antocianina-tanino polimerizados de color marron.
Por lo tanto, la estabilidad de las antocianinas en la bebida de decoccion de
frutos rojos, principalmente fresa, podria verse limitada en estas condiciones de
almacenamiento. Ademas, una menor concentracion de estos compuestos

podria reducir los efectos beneficiosos para la salud.

c) Compuestos polifendélicos extraibles
Los compuestos fendlicos de los frutos rojos como la fresa y la mora azul,

aportan diferentes beneficios a la salud. Dichos beneficios asociados con estos
polifenoles se basan en sus propiedades antioxidantes, que consisten en
proteger un sistema bioldégico contra el efecto potencialmente dafiino de

procesos que involucran a EROS o ERN (Cervantes et al., 2020).

No obstante, los compuestos polifendlicos, especialmente las antocianinas, son
sensibles a altas temperaturas, como ocurre en procesos como la decoccién de
los frutos o la pasteurizacion de las bebidas. Adicionalmente, el almacenamiento
prolongado y el tiempo de conservacion que a menudo se aplican a los jugos y
bebidas de frutos rojos, alteran alin mas la composicién de polifenoles (Makila
etal., 2017).
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De acuerdo con el contenido de compuestos fendlicos totales, la BF mostro la
mayor concentracion de estos y de proantocianidinas totales. Por otro lado, la
BM contenia 5 veces mas antocianinas totales que la BF, mientras que en la
BFM su contenido fue 3 veces mayor que la BF. Comparado con lo reportado
para bebidas de té comerciales (Moldovan et al., 2015), las bebidas de este
estudio mostraron una mayor concentracion de polifenoles, correspondiente a
77.5 % mas de compuestos fendlicos totales y 19.4 % mas de antocianinas
totales.

Un estudio realizado en jugos de fresa clarificados y oscuros de diferentes
variedades reportd un contenido promedio de proantocianidinas de 0.32-0.45
mg/mL (Oszmianski y Wojdyto, 2009), que fue 2.5 veces mayor que el
encontrado para la BF (0.14 mg/mL). Por otro lado, Rodriguez-Daza y
colaboradores, (2020) reportaron que jugos de mora azul presentaron 32.9-36.4
mg/mL de proantocianidinas totales. Estas diferencias podrian atribuirse a las
diferentes variedades de frutos rojos y al proceso de extraccion (jugo versus
decoccion), ya que la interaccion con la cascara y las membranas podria
enriquecer estas proantocianidinas en el jugo en comparacion con el proceso de

decoccion.

La cuantificacion de compuestos fendlicos totales, antocianinas vy
proantocianidinas totales durante el almacenamiento a diferentes temperaturas
y tiempos se muestra en la Figura 5. La BF mostrd una retencion significativa
de compuestos fendlicos totales en todas las temperaturas de almacenamiento
(82.6 %-91 %). Por el contrario, la retencion de la BFM fue 29.8 % mayor que la
BM después de 90 dias de almacenamiento a 4 °C, y un 9.6 % después de 12
dias a 34 °C.
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C3G: Cianidina-3-O-glucésido.
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Para las BF y BFM se observdé una menor degradacion de los compuestos
fendlicos totales, lo cual podria estar asociado con su contenido en elagitaninos.
Ademas, estos compuestos han demostrado una baja degradacion en
condiciones acidas (pH 2 y 4) durante pruebas realizadas en soluciones acuosas
de elagitaninos de frambuesa (Sojka et al., 2019).

En cuanto a las antocianinas totales, la BF mostré solo un 32.4 % de retencion
de estos pigmentos a 4 °C. En contraste, las BM y BFM mostraron un 83.3 % y
un 85.7 %, respectivamente, demostrando que las antocianinas de mora azul
son mas estables a la degradacién durante el almacenamiento que las de fresa.
Ademas, las BM y BFM demostraron una retencién de antocianinas similar a 25
°C (38.6 % y 36.2 %, respectivamente), mientras que esta retencion disminuyo
aun 20.2 % y 13.4 %, respectivamente, cuando las bebidas se almacenaron a
34 °C. Estos resultados podrian explicar el indice de pardeamiento aumentado
gue se encuentra en la BFM, lo que sugiere que, aunque la mora azul es rica en
antocianinas, estas son muy susceptibles a la degradacion térmica durante el

almacenamiento.

Finalmente, se observdé que las proantocianidinas totales de la BF fueron
altamente susceptibles a degradacion durante su almacenamiento a 4 °C,
logrando una retencion de solo un 16.1 %. En contraste, la BM conservo el 56.3
% de sus proantocianidinas totales en las mismas condiciones. De manera
interesante, la BFM conservo el 70.3 % de estos compuestos a 4 °C, 14.6% a
25 °Cy 7.1% a 34 °C, comparado con la BM.

Existen pocos reportes sobre la estabilidad de las proantocianidinas de frutos
rojos. Sin embargo, un estudio realizado por Oszmianski y Wojdyto (2009)
comparo el contenido de proantocianidinas de jugos de fresa almacenados a 4
°Cy 30 °C durante 6 meses. Ellos observaron una degradacion menor a bajas
temperaturas (8.2-40.3 %) y altas temperaturas (25.2-56 %), en comparacion
con nuestros resultados. Estos comportamientos podrian estar asociados con el

contenido de pectina en los jugos, la cual ejerce un efecto protector frente a la
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degradacion de los compuestos polifendlicos, ya que estas pectinas no se

extraen durante el proceso de decoccion.

El conocimiento de los pardmetros cinéticos es fundamental para predecir el
cambio en la calidad nutricional y nutracéutica durante el almacenamiento de los
alimentos. La degradacion de compuestos fendlicos totales en todas las bebidas
siguié un modelo cinético de reaccion de primer orden, el cual fue determinado
por su coeficiente de correlacion (R? >0.82) (Cuadro 9). Los valores de k
aumentaron en todas las bebidas almacenadas a medida que aumentaba la

temperatura.

La BF almacenada a 4 °C mostro la vida media de anaquel mas prolongada (t12)
de 396 dias (13 meses), mientras que a 25 °C fue de 143 dias (5 meses). Se ha
reportado que algunos compuestos fendlicos, como el acido p-cumarico de las
fresas, incrementan el ti» de jugos de fresa concentrados durante el
almacenamiento a 20 °C durante 120 dias (Menevseoglu et al., 2020). Este acido
se encontro en la BF (1.32 pg/mL) y estuvo ausente en la BM, por lo que esto
podria explicar en parte la menor tasa de degradacion de compuestos fendlicos
totales en esta bebida. La BFM mostré a 4 °C un ti2 mas largo de 190 dias en
comparacion con la BM, que fue de 74.2 dias. Sin embargo, se observd un

comportamiento similar entre las BFMy BM a 25 °Cy 34 °C.

El ty> de las antocianinas totales de la BM fue equivalente a 7 meses a 4 °C en
almacenamiento, mientras que para la BFM fue de 4.2 meses, y para la BF se
observo de solo 2 meses (Cuadro 9). Por lo tanto, la decoccién de mora azul le
confirié mayor estabilidad a la BFM. Ademas, todas las bebidas disminuyeron la
estabilidad de dichos compuestos a 25 °C y 34 °C, con un intervalo de 3.9 a 9
dias. Finalmente, todas las bebidas mostraron los valores mas bajos de k a 4 °C
para la cinética de degradacion de las proantocianidinas totales, obteniendo el
valor mas alto con un t1> de 114 dias para BFM. Aunque todas las bebidas fueron
estadisticamente similares en ti», variando entre 5y 13 diasa 25°Cy 34 °C, a

4 °C se observo una mayor estabilidad de estos compuestos poliméricos.
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Los resultados obtenidos del analisis sensorial, la estabilidad de las propiedades
fisicoquimicas y el contenido de compuestos polifendlicos permiten concluir que
las tres bebidas elaboradas a base de decoccion de frutos secos presentan un
alto indice de aceptabilidad, principalmente debido a su aceptabilidad en el color.
Sin embargo, los analisis reflejan un menor contenido en compuestos
polifendlicos que han demostrado ejercer beneficios sobre la salud
cardiovascular. Esto es debido a la pérdida de estos compuestos debido a las
temperaturas aplicadas durante su proceso de elaboracion, que se ve agravada
durante su almacenamiento, si bien su estabilidad durante el almacenamiento

es altamente dependiente de la temperatura del mismo.

Por lo que, a partir de los resultados, se decidio elaborar estas bebidas a partir
de jugos de frutas y se determind si su estabilidad en almacenamiento era mayor

con respecto a las decocciones.

6.2 Estabilidad del color en decocciones y jugos de frutos rojos
Se prepararon decocciones de fresa y mora azul, asi como sus respectivos jugos

con ayuda de una despulpadora para realizar la comparacion de la estabilidad
de color tanto a refrigeracion como a temperatura ambiente y con ello poder

elegir la mas estable para la elaboracion de las bebidas finales.

Los parametros de color se encuentran muy correlacionados con la variacion en
el contenido de antocianinas, lo cual nos indica que las mediciones en el color
pueden ser empleadas para una estimacion del contenido de antocianinas
(Goncgalves et al., 2007). Por lo que se realizé una comparacion de la estabilidad
del parametro a* de color y el incremento del indice de pardeamiento de
decocciones y jugos de frutos rojos almacenados a 4 y 25 °C durante 7 dias
(Figura 6).
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Figura 6. Estabilidad del parametro de color a* e indice de pardeamiento durante
el almacenamiento de decoccion y jugos de frutos rojos. Los datos representan
las medias + desviacion estandar. Letras diferentes en cada dia son
estadisticamente significativas por prueba de Tukey (p<0.05).

De manera general, se observé que, con respecto a la coloracion roja inicial, el
jugo de fresa presentd un valor de a* 2 veces mayor que el de la decoccion,
mientras que el jugo de mora azul fue 1.4 veces superior al de la decoccién. En
relacion con su estabilidad después de 7 dias de almacenamiento, el jugo de
mora azul mostré6 mayores pérdidas del valor a* con reducciones del 78.3 % vy
84.3 % a 4 y 25 °C, respectivamente. Por otro lado, la decoccion presenté una
pérdida de 6.3 % y 445 % a las mismas temperaturas. Estos resultados
demuestran la alta sensibilidad de las antocianinas de mora azul en una matriz

de jugo, en comparacién con una matriz de decoccion.

Este fendmeno también se relacioné con el incremento del indice de
pardeamiento para el jugo de mora azul, que aumenté un 81 % tanto a 4 °C

como a 25 °C después de 7 dias de almacenamiento. En contraste, la decoccién
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mostré un incremento de solo un 2.2 %y 17.9 % a las mismas temperaturas,

respectivamente.

Skrede, Wrolstad y Durst, (2000) estudiaron los cambios en el contenido de
antocianinas y polifenoles durante el proceso de elaboracion de jugo de mora
azul, observando que las pérdidas mas importantes de antocianinas (68 %) v,
por lo tanto, de coloracién, ocurrieron durante la molienda de los frutos. Este
fenomeno se atribuyé a la posible accion de la enzima enddgena polifenol
oxidasa. Por otro lado, en el caso de las muestras de jugo de fresa, se identifico
una menor pérdida del color rojo a 4 °C (13.8 %) y 25 °C (39.4 %) en
comparacién con el jugo de mora azul, asi como menores incrementos en el

indice de pardeamiento de 0.7% y 10.4% a las respectivas temperaturas.

A pesar de que en la decoccion de fresa se observaron menores pérdidas de
color rojo a 4 °C (5.5 %) con respecto al jugo de fresa (13.8 %), a 25 °C este
porcentaje se incrementd a un 43.6 % en la decoccion, reafirmando la poca
estabilidad de las antocianinas en esta matriz, mientras que en el jugo fue de un
39.4 %. Por lo que a partir de estos resultados, se decidio trabajar con la matriz

de jugo de fresa para los siguientes objetivos planteados.

6.3 Elaboracién y caracterizacion de las bebidas elaboradas a partir de jugo
de fresa

6.3.1 Enriqguecimiento de la bebida de fresa a partir del residuo del
procesamiento del jugo

La fresa es uno de los frutos mas populares empleados para la elaboracion de

jugos, gracias a su agradable sabor y su contenido rico en nutrientes que ofrecen
diversos beneficios para la salud, entre los que se incluyen vitaminas, minerales,
fibra y, especialmente, compuestos fendlicos (Wan et al., 2018). Ademas, los
subproductos generados durante su procesamiento han sido objeto de creciente

interés para el aprovechamiento de sus compuestos bioactivos.

En el Cuadro 10, se muestra la cuantificacion de los polifenoles extraibles (PE)

y no extraibles (PNE) presentes en el jugo de fresa y su residuo. Los resultados
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muestran que el residuo de fresa contiene una concentracion de compuestos
fendlicos totales 12.7 veces mayor que el jugo, mientras que el contenido de
proantocianidinas totales, como parte de los PE, es 6.8 veces mayor. Por otro
lado, las antocianinas totales en el residuo se incrementaron Unicamente 1.1

veces en comparacion con el jugo.

En el caso de los PNE, su cuantificacion se realizé Unicamente en el residuo de
jugo de fresa, ya que son compuestos de alto peso molecular unidos a los
polisacéridos y proteinas de la matriz alimentaria, por lo que solo se encuentran
en pieles de frutas, cubiertas de semillas y tallos, y los residuos de diferentes
procesos alimentarios industriales son abundantes en dichos compuestos (Ding
et al., 2020).

Cuadro 10. Contenido total de compuestos polifendlicos extraibles y no
extraibles de jugo de fresa y su residuo*.

Polifenoles extraibles Pollfen(?les no
extraibles
etz Fenoles!  Antocianinas® PA3 PA O PH!
enoles ntocianinas extrables?
Jugo 1.11+0.07 0.06+0.00 0.44+0.02 NA NA
Residuo 14.15+0.26 0.07+0.01 3.00+0.18 2.86+0.23 1.14+0.03

*Los datos se expresan como la media + desviacién estandar. 'mg eqg AG/mL o g, °mg eq
C3G/mL o g, ®mg eq catequina/mL o g, “mg eq proantocianidinas/g. PA: proantocianinas; PH:
polifenoles hidrolizables; NA: no aplica.

Diferentes estudios han reportado concentraciones de compuestos fendlicos
totales que varian desde 0.25 hasta 6.05 mg eq acido gélico/mL de jugo de fresa
(Arend et al., 2017; Wan et al., 2018). Estas variaciones podrian atribuirse a
factores como el tipo de cultivo, la variedad de fresa, el pais de origen, el grado
de madurez del fruto e incluso el proceso de extraccion del jugo. Por otro lado,
el contenido de antocianinas totales del jugo de fresa fue similar a lo reportado

previamente por Ertan y colaboradores (2019).
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En cuanto a los PE en residuos de fresa, las pocas caracterizaciones disponibles
reportan concentraciones que van desde 5.7 hasta 12.8 mg eq AG/g de muestra
(Villamil-Galindo et al., 2020), rango en el que se encuentra comprendida la

concentracion obtenida en esta experimentacion.

En relacién con los PNE, los residuos de jugo aportan 4 g/g de estos
compuestos, representando el 22 % del contenido total de compuestos
polifendlicos, siendo las proantocianidinas no extraibles (PANE) el 71.5 % y los
polifenoles hidrolizables (PH) el 28.5 %. Los PNE han sido poco reportados para
los frutos rojos y sus subproductos. Previamente, en el grupo de trabajo
realizamos la cuantificaciéon de PE y PNE del residuo de decoccion de fresa. En
este estudio, de manera similar, se encontr6 que las PANE fueron las
mayoritarias de los PNE (92 %). No obstante, estos ultimos representaron el
68.1% del total de los polifenoles del residuo (Reynoso-Camacho et al., 2021).
Las diferencias podrian estar relacionadas a las diferencias fisicas de los

residuos obtenidos tanto del jugo como de la decoccion.

6.3.2 Evaluacion sensorial para seleccionar el enriqguecimiento con residuo
de jugo de fresa
A partir de diferentes pruebas sensoriales realizadas previamente en el grupo de

trabajo, se definieron seis formulaciones de bebidas enriquecidas con residuo
de decoccion para evaluar en el panel sensorial. Estas formulaciones
consistieron en adicionar 20 %, 25 % y 30 % de residuo, evaluando 2 diluciones
de jugo/agua (30:70 y 35:65). La adicion de este porcentaje de residuo generaria
bebidas con un contenido de polifenoles de 396-583 mg/100 mL de bebida
(Cuadro 11), lo cual aportaria el consumo reportado de polifenoles de bebidas
no alcohdlicas (340.5 mg/dia) y el consumo de 445-1240 mg de polifenoles al
dia en la dieta mexicana (Galvan-Portillo, et al., 2007). Los resultados del indice
de aceptabilidad se muestran enla Figura 7, donde las barras rosas representan
la dilucion 30:70 y las barras grises la de 35:65. Ambas diluciones fueron
evaluadas con la adicion de diferentes concentraciones de residuo (20, 25y 30
%).
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Cuadro 11. Contenido de polifenoles extraibles y no extraibles de las
formulaciones de bebidas de fresa enriquecidas con residuo*

- . PE! PNE?
Formulacion Jugo Agua Residuo Jugo Residuo Residuo Total
1 30 70 20 33 283 80 396
2 30 70 25 33 353.8 100 486.8
3 30 70 30 33 424.5 120 577.5
4 35 65 20 38.5 283 80 401.5
5 35 65 25 38.5 353.8 100 492.3
6 35 65 30 38.5 424.5 120 583

*Las formulaciones corresponden a 100 mL de bebida. *mg eq acido galico. PE: polifenoles
extraibles, PNE: polifenoles no extraibles.

90

81.17 81.56

77.64 76.86

I I 74.4 I

Formulaciones

[e'e]
o

72.94

~
o

m20%
u25%
= 30%
= 20%
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= 30%

indice de aceptabilidad
N w N a1 (o2}
o o o o o

=
o

o

Figura 7. indice de aceptabilidad de formulaciones de bebidas enriquecidas con

residuos de fresa. Las barras color rosa representan la dilucion 30:70 (jugo de
fresa/agua), mientras que las barras grises la dilucion 35:65 (jugo de fresa/agua).
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Los resultados de la evaluacion sensorial demostraron que todas las
formulaciones son aceptables para los consumidores, ya que obtuvieron un
indice de aceptabilidad >70 %. En este sentido, las formulaciones 2 y 5 (Cuadro
11), adicionadas con un 30 % de residuo en ambas diluciones de jugo,
alcanzaron un indice de aceptabilidad del 81 %. No obstante, se eligié la
formulacion 5, debido a su mayor aporte de compuestos polifendlicos totales,

gue representa la bebida enriquecida.

6.3.4 Composicién nutrimental de las bebidas de fresa
En el Cuadro 12 se muestran los resultados de la composicion nutrimental de la

bebida control (sin residuo), enriquecida (bebida control + residuo) y la bebida

comercial.

Cuadro 12. Composicion nutrimental de las bebidas de fresa*

Parametro Control Enriquecida Comercial
Humedad (%) 97.4+0.1a 93.4+0.1a 99.5+0.1a
Cenizas (%) 0.1 £0.0a 0.3+ 0.0a ND
Carbohidratos (g) 1.9+£0.0b 4.6 +0.0a 0.5+ 0.0b
Azucares (Q) ND 3.2+0.0 ND
Fibra dietaria (g) 0.6 +£0.1b 1.3+£0.3a ND
Grasas totales (Q) ND ND ND
Proteinas (g) ND 0.5+0.0 ND
Sodio (mg) 5.4 +0.1a 5.4 +0.1a 5.0+0.1a
Contenido energético 7.4 £0.0b 20.3 £ 0.0a 2.0+ 0.0c
(kcal)

*Datos expresados como la media + desviacién estandar. Letras diferentes en la misma fila
indican diferencias significas por prueba de Tukey. Resultados expresados por porcién de 100
mL. ND: no detectado. Andlisis realizado por Laboratorios Becar, Monterrey, Nuevo Ledn.

De manera general, las bebidas evaluadas mostraron un rango de humedad
superior al 93 %, siendo la bebida comercial la de mayor valor. En cuanto al
contenido de cenizas, este se incremento 2.3 veces al adicionar el residuo a la

bebida control, mientras que en la bebida comercial no se detectaron cenizas.

La mayor concentracién de azucares se identifico en la bebida enriquecida con

respecto a la bebida control y a la bebida comercial. Esto se puede relacionar
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con el contenido de azucares simples como glucosay fructosa, los cuales se han
reportado entre un 0.7 a 7 % en residuos de fresa (Sojka et al., 2013), resaltando

gue ni la bebida control ni la comercial incluyen sacarosa como ingrediente.

El contenido de fibra dietaria en la bebida enriquecida con 25 % de residuo de
fresa se incrementd 2 veces con respecto a la bebida control que solo contenia
el jugo de fresa. Para comparacioén, un jugo de naranja enriquecido con fibra de
citricos reportado por Bosch-Sierra y colaboradores (2021) presenté 1.4 g/100
mL, similar a nuestra bebida desarrollada. Por otro lado, un jugo de fresa
enriquecido con inulina, oligofructosa y fibra de manzana mostré un contenido
de fibra de 3.75 g/100 mL (Cassani et al., 2016), 3 veces mayor a las bebidas de

nuestro estudio.

Finalmente, en relacion con el contenido calorico, se observa que la bebida
enriquecida presentd 13.2 kcal mas que la bebida control y 18.8 kcal mas que la
bebida comercial. Se ha reportado que el subproducto de fresa tiene un alto
aporte calorico, el cual puede ser hasta 10 veces mayor que los frutos de fresa,
y esto se ha relacionado principalmente con su contenido de azucares (Sojka et
al., 2013). No obstante, estudios recientes han sugerido que el consumo de
jugos de 100 % fruta sin azUcares afadidos puede ser una forma practica de
alcanzar las recomendaciones diarias de consumo de frutas (Benton y Young,
2019). Por lo tanto, nuestra bebida es una opcidén adecuada para contribuir al

cumplimiento de dichas recomendaciones.

6.3.5 Cuantificacién de compuestos polifendlicos extraibles y no extraibles
de las bebidas de fresa
Para conocer el incremento de los compuestos polifendlicos totales en la bebida

enriquecida con respecto a la bebida control y comercial, se realizaron las
determinaciones correspondientes, cuyos resultados se encuentran en el
Cuadro 13.
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Cuadro 13. Contenido de compuestos polifenélicos extraibles y no extraibles de
las bebidas de fresa.*

Polifenoles Subcategoria Control Enriquecida Comercial
Comp“fjtgz;‘f”é"cos 4;5?; 397.94+4.19a 6.36 +0.43¢
Extraibles Antocianinas? 2.24 + 0.04b 3.93+0.18a ND
Proantocianidinas® 15.'57??; 92.40 +3.82a 11.92+0.47c
NoO Proantocianidinas 4 NA 71.45+5.70 NA
extraibles Polifenoles NA 28.52 + 0.68 NA

hidrolizables?

*Datos expresados en 100 mL de bebida. Los datos se expresan como la media + desviacion
estandar. Diferentes letras en la misma fila representan diferencias significativas (p<0.05).:mg
eq acido galico, 2mg eq cianidina-3-O-glucésido, 3mg eq catequina, “mg eq proantocianidinas.
NA: no aplica.

La concentracion de compuestos fendlicos totales en la bebida control (44.28 mg
eq AG/100 mL) se encontré dentro de los valores reportados de 5 bebidas
comerciales de mezclas frutos rojos, que en su composicion tienen jugo de fresa,
los cuales corresponden desde 31.2 hasta 91.6 mg eq AG/100 mL (de Beer et

al., 2012).

Se encontraron diferencias significativas en el contenido de PE en las tres
bebidas de fresa, siendo la bebida enriquecida la que presenté una mayor
concentracion de estos, incrementando 9 veces los compuestos fendlicos
totales, 1.8 veces las antocianinas y 5.2 veces las proantocianidinas con

respecto a la bebida control.

Con respecto a otros estudios similares cuyo objetivo era incrementar el
contenido de polifenoles totales en bebidas, Gironés-Vilaplana y colaboradores
(2012) realizaron el enriguecimiento de jugo de limoén (62.97 mg eq AG/100 mL)
con 2.5 % y 5 % de fruto rojo maqui liofilizado, logrando concentraciones finales
de 187.80 mg eq AG/100 mL y 279.84 mg eq AG/100 mL, incrementando,
respectivamente, 3y 4.4 veces la concentracion de compuestos fendlicos totales
en el jugo de limén. Por lo que estos incrementos reportados fueron menores a

los encontrados en nuestro estudio.
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El contenido de antocianinas totales también se incremento significativamente
en la bebida enriquecida, con un aumento del 75 % respecto a la bebida control.

En contraste, en la bebida comercial, no se detectaron estos compuestos.

Finalmente, la concentracion de proantocianidinas extraibles en la bebida
enriquecida con residuo se incrementd 5.2 veces con respecto a la bebida
control. Hasta el momento no existen reportes de bebidas enriquecidas con este
tipo de polifenoles poliméricos. Sin embargo, se ha demostrado que las
fracciones purificadas de proantocianidinas de fresa reducen significativamente
las EROS evaluadas in vitro, asi como disminuyen la expresién de citocinas
proinflamatorias (IL-6, IL-1B) (Van de Velde et al., 2018). Esto sugiere que el
enriguecimiento alcanzado en las bebidas podria incrementar los beneficios

esperados con respecto a la bebida control.

En relacion con el contenido de las PANE, este también aumento
significativamente con la adicion del residuo de jugo de fresa a la bebida control.
Los estudios previos enfocados en las PANE han demostrado su efecto
antioxidante, su capacidad de modulacién de la microbiota colonica, actividades
biologicas de sus metabolitos generados en su catabolismo y efectos sinérgicos
con la fibra dietaria (Martinez-Meza, Reynoso-Camacho y Pérez-Jiménez,

2020). Esto refuerza el valor funcional de las bebidas enriquecidas.

Finalmente, en la bebida comercial se cuantificaron también compuestos
fendlicos totales. Esta bebida no contiene fresa natural o algun otro ingrediente
con dicha propiedad, de acuerdo con la etiqueta y listado de ingredientes. No
obstante, se conoce que la metodologia de Folin-Ciocalteu para la determinacién
de compuestos fendlicos totales presenta interferencias por otros compuestos
como los acidos organicos, azucares, aminas aromaticas, entre otros, que
pueden sobreestimar la cuantificacion real de estos compuestos (Lester et al.,
2012). De acuerdo con las cuantificaciones anteriormente mencionadas, los

azlcares simples no explican estos resultados, ya que estos no fueron
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detectados en esa bebida. Posiblemente, los acidos organicos, usados como

conservantes o acidulantes, contribuyeron a la sobreestimacion.

Finalmente, la bebida comercial de fresa mostr6 una baja concentracion de
proantocianidinas extraibles respecto a las bebidas control y enriquecida, a
pesar de que no esta elaborada a base de jugo. Sin embargo, estudios han
demostrado que el ensayo de vainillina para la determinacion de
proantocianidinas tiene sustancias interferentes como el &acido ascorbico
(Vitamina C) adicionada a este tipo de bebidas comerciales (Sun et al., 1998)
gue sobreestiman la concentracién de proantocianidinas en las determinaciones,

lo cual explicaria el resultado observado.

6.3.6 Evaluacion microbiologica de las bebidas de fresa
La fresa representa un fruto altamente perecedero y delicado, que presenta una

vida util muy baja, ya que tiene alta susceptibilidad a los ataques de hongos y
pérdidas de textura, lo cual ocasiona hasta un 50 % de pérdida (Gani et al.,
2016). Por lo tanto, su calidad microbiolégica debe ser monitoreada
constantemente, no solo en el fruto, sino también en sus productos derivados.
Para garantizar la calidad microbiolégica de las bebidas después de su
elaboracion, se realiz6 la cuantificacion de los microorganismos que establece
la NOM-218-SSA1-2011 para bebidas saborizadas no alcohdlicas.

Las bebidas presentaron una inocuidad adecuada para su consumo (Cuadro
14), ya que los valores detectados fueron menores a los limites maximos, siendo
de 50 UFC/mL para bacterias mesofilas aerobias, de 10 NMP/mL para coliformes
totales y ausencia de coliformes fecales. Ademas, los resultados con respecto a

hongos y levaduras también mostraron <1 UFC.
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Cuadro 14. Determinacién de la calidad microbioldgica de las bebidas de fresa.*

Bacterias Coliformes Coliformes
. e . Hongos  Levaduras
Bebida mesofilas aerobias totales fecales (UFCImL)  (UFC/mL)
(UFC/mL) (NMP/mL)  (NMP/mL)
Control 4 <0.3 <0.3 <1 <1
Enriquecida 1 <0.3 <0.3 <1 <1
Comercial 1 <0.3 <0.3 <1 <1

*UFC: unidades formadoras de colonia, NPM: nimero mas probable. Andlisis microbiologicos
realizados por la Unidad de Servicios Clinicos y Diagnéstico Molecular. Facultad de Quimica.
UAQ.

6.3.7 Evaluacion sensorial heddnica de las bebidas de fresa
De manera general, las caracteristicas sensoriales evaluadas no mostraron

diferencias significativas entre las tres bebidas de fresa (Cuadro 15). No
obstante, con respecto al color, la bebida control mostro ligeramente mayor valor
en comparacion a la bebida enriquecida y comercial. En relacién con el olor,
sabor y contenido de sdlidos, el enriquecimiento con el residuo incremento
ligeramente el promedio de la evaluacion de dichos parametros con respecto a
la bebida control y comercial. El indice de aceptabilidad fue similar en la bebida
control y enriquecida, lo que indica que la adicion del residuo de jugo de fresa
no afecta la preferencia sensorial de esta bebida. Ademas, el uso de jugo natural
de fresa aumento el indice de aceptabilidad un 9 % con respecto a la bebida

comercial.

De acuerdo con los valores de oblicuidad negativos, todas las bebidas
presentaron una asimetria positiva en todos los parametros sensoriales
evaluados, lo que se reflej6 en las puntuaciones, las cuales fueron superiores a
5 por parte de los participantes. De manera interesante, todos los parametros de
la bebida comercial fueron inferiores en comparacion con las bebidas control y

enriquecida, lo que sugiere una mayor preferencia por las bebidas naturales.
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Cuadro 15. Evaluacion sensorial hedénica de bebidas de fresa.*

Caracteristicas

Bebidas de fresa

sensoriales Control Enriquecida Comercial
Color
Promedio + DE 7.9 +1.0a 7.8 £0.9a 7.7+1.2a
Oblicuidad -0.7 -0.7 -0.3
Curtosis -04 0.2 -1.5
Olor
Promedio + DE 7.8+1.1a 79+1.1a 7.4 +1.4a
Oblicuidad -0.3 -0.5 -0.2
Curtosis -1.3 -0.8 -1.4
Sabor
Promedio + DE 7.6 +2.1a 7.9+ 1.0a 7.1+ 1.4a
Oblicuidad -25 -0.3 -0.3
Curtosis 7.3 -1.3 -1.3
Contenido de sélidos
Promedio + DE 7.5+ 1.4a 7.6 £1.5a 7.4 +1.3a
Oblicuidad -0.7 -0.7 -0.3
Curtosis -0.5 -1.0 -0.9
Aceptabilidad general
Promedio + DE 8.1 +0.9a 8.1+0.7a 7.4 +1.2a
Oblicuidad -0.2 -0.2 -0.1
Curtosis -1.9 -1.0 -1.6
indice de aceptabilidad 90 90 82

*Los datos se muestran como la media + desviacion estandar (DE). Letras diferentes en la misma
fila muestras diferencias significativas (p<0.05) entre bebidas.

En la evaluacion sensorial de la bebida de fresa enriquecida con el residuo de
jugo, se observoé que el 60 % de los participantes calificaron con 8 y 9 el sabor y
el contenido de residuos; un 64 % de los participantes calificaron de manera
similar a la bebida control y un 50 % de los participantes a la bebida comercial.
Esto demuestra que existe preferencia por parte de los consumidores para estas

bebidas funcionales a pesar de la adicion del residuo rico en solidos vy fibra.

6.3.8 Perfil de compuestos polifendlicos de las bebidas de fresa
Los resultados del perfil identificado de compuestos polifendlicos en las bebidas

control, enriquecida y comercial se muestran en el Cuadro 16. En relacién con
la bebida comercial, ningin compuesto fendlico fue detectado, lo cual confirma
la sobreestimacién de estos compuestos por la interferencia de otras moléculas

en la cuantificacion espectrofotométrica mostrada en el apartado 6.7.
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La adicion del residuo de jugo de fresa incrementd significativamente los
compuestos polifendlicos extraibles como las antocianinas (48.8 veces), los
flavonoides como flavanoles (3.4 veces), flavanonas (6.7 veces) y flavonoles
(24.1 veces) con respecto a la bebida control. Ademas, se identifico la presencia
de algunos polifenoles extraibles en la bebida enriquecida que no se
encontraban en la bebida control, principalmente, la antocianina cianidina

hexdsido y el flavonol (iso)-ramnetina hexésido.

Con respecto a los polifenoles no extraibles, se observd un incremento en la
concentracion de elagitaninos en la bebida enriquecida, alcanzando hasta 10.7
veces el valor encontrado en la bebida control, donde la peduncalagina fue la
mayoritaria. Por otro lado, se increment6 significativamente la concentracion de
los polifenoles hidrolizables, tales como, los &acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos, aumentando 7.4 veces y 7.8 veces respectivamente, con
respecto a la bebida control. Entre los principales acidos encontrados, los mas
abundantes fueron el acido hidroxibenzoico hexdésido isémero | y Il, acido

cumarico hexaosido y acido elagico.

Investigaciones previas, tanto in vivo como clinicas, respaldan el efecto protector
de las antocianinas presentes en frutos rojos, especialmente en lo que concierne
a la obesidad, la resistencia a la insulina y los niveles de lipidos en sangre
(Riordan y Solverson, 2022). De acuerdo con Bhaswant y colaboradores (2015),
la suplementacion con cianidina 3-O-glucdésido, antocianina mayoritaria de
nuestras bebidas, mejora el sindrome metabdlico en un modelo inducido con una
dieta alta en grasa y azlcares. Ademas, se ha reportado el efecto beneficioso
de los elagitaninos extraidos de las fresas en el control del aumento de peso
corporal, la acumulacion de grasa hepatica, los niveles de triglicéridos y el
glutation oxidado en un modelo animal alimentado con una dieta alta en grasas
(Zary-Sikorska et al., 2020).

En relacion con los polifenoles hidrolizables, los acidos fendlicos han

demostrado en estudios preclinicos su efectividad en la mejora del perfil lipidico
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en suero, la disminuciébn de la expresion de genes involucrados en el
metabolismo de lipidos y mejora de la esteatosis hepéatica. Ademas, se han
observado mejoras en la tolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina en
modelos de animales diabéticos, asi como sus efectos hipoglucémicos al
modular la glucogénesis y gluconeogénesis en condiciones de resistencia a la
insulina (Alam et al., 2016). El 4cido p-cumarico, identificado en las bebidas de
fresa de este estudio, ha mostrado un efecto antiobesogénico al disminuir el
peso de tejido adiposo blanco y el tamafio de sus adipocitos, los niveles de
lipidos y glucosa sérica en ayunas, asi como el indice HOMA-IR en ratones
obesogénicos suplementados con 10 mg de este acido por kg de peso corporal
al dia durante 16 semanas (Yoon et al., 2021).

No obstante, el efecto de estos polifenoles no extraibles en estudios clinicos ha
sido poco estudiado, por lo que es necesario verificar estos efectos potenciales

sobre la salud que han sido reportados previamente.

A partir de estos resultados, se demostré que el enriquecimiento de compuestos
polifendlicos extraibles y no extraibles a partir del residuo de jugo adicionado a
la bebida de fresa, mejora el perfil de compuestos polifendlicos, por lo que en el
siguiente objetivo se planted evaluar si dicho enriquecimiento tiene efectos

benéficos en la prevencion del riesgo cardiovascular de adultos jovenes.
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6.4 Evaluacion de la bebida de fresa enriquecida sobre los factores de
riesgo cardiovascular en un estudio clinico

6.4.1 Caracteristicas basales de los participantes del estudio clinico

En la Figura 8 se muestra el disefio del estudio triple ciego aleatorizado,

considerando desde el reclutamiento de participantes, su aleatorizacion para
cada tratamiento y las razones por las que fueron eliminados. Posteriormente,
se llevo a cabo el analisis de datos por protocolo, que permiti6 medir el efecto

del tratamiento en los participantes que tuvieron adherencia al protocolo de

estudio.
Reclutamiento (n=96)
Vo Excluidos (n=48)
4 No cumplen con criterios de inclusion
" (n=41)
; Deciden no participar en el estudio
; (n=7)
[ Aleatorizacion (n=48) ]
S —— L — 1
| : :
" Bebida comercial ‘ Bebida control Bebida enriquecida J
L (n=16) (n=16) (n=16)
T ! '
I ! 0
/ Pérdida de seguimiento Pérdida de seguimiento (" Pérdida de seguimiento
(n=3) (n=1) (n=1)
Razones: Razones: . Raz'ones:.
Tratamiento Inasistencia a citas de Inasistencia a citas de
farmacolégico (n=1) evaluacion (n=1) \___evaluacion (n=1)
Inasistencia a citas de X '
% evaluacion (n=2) . !
e Analisis de datos por }_ ______________ !
protocolo )

Figura 8. Disefio del estudio triple ciego aleatorizado
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En el Cuadro 17 se muestran las caracteristicas iniciales de los participantes
reclutados con respecto a su antropometria, composicion corporal y perfil
bioguimico. Como se puede observar, no se encontraron diferencias
significativas entre los tres grupos experimentales para ninguno de los
parametros evaluados, lo que garantiza homogeneidad entre los grupos al iniciar

el estudio.

Cuadro 17. Caracteristicas basales de los participantes del estudio.*

Pardmetro Control Enriguecida Comercial p valor
Edad 25.1£5.7 254+54 235£25 0.9
Peso (kg) 849+11.7 828+16.1 865+185 0.8
Estatura (cm) 166.7+9.2 163.2+85 166.3+11.3 0.6
IMC (kg/m?) 306+3.8 30.9+39 31.0+44 0.9
Masa grasa (%) 38+8.8 415+5.7 41.8+4.7 0.6
IMG (kg/m?) 11.8+3.8 129+29 13.1+£3.0 0.5
Masa libre de grasa (%) 526 +10.5 485+10.6 51.8+10.9 0.5
IMLG (kg/m?) 18.8+2.2 18+2.4 18+2.1 0.6
Tejido adiposo visceral (kg) 2.6+0.9 27+1.2 29115 0.8
Masa muscular esquelética (kg) 26+ 6 23.6 £ 6.3 24.4+6.4 0.6
CC (cm) 93.6+8.1 92 +£10.2 94.8 + 13 0.8
CCad (cm) 111.1+9.3 109.4+83 111.1+106 0.8
ICC 0.8+0.1 0.8+0.1 0.9+0.1 0.9
Presion arterial sistélica (mmHg) 1175+124 111+11.9 113.3%x11.2 0.3
Presion arterial diastélica (mmHgQ) 73.7+9.0 73.6+9.8 74.8+11.2 0.9
Glucosa (mg/dL) 849+119 893+76 838+74 0.2
Insulina (UUI/mL) 182+84 188+105 20.1+5.6 0.8
HOMA-IR (UA) 38+2 42+2.4 42+13 0.8
Triglicéridos (mg/dL) 133.2+58 127.2+28.8 1205+43.2 0.7
Colesterol total (mg/dL) 160.5+375 154+37.9 151+422 0.8
Colesterol HDL (mg/dL) 38.3+9.3 36.7+6.8 38.8+10.4 0.8

*Los datos se muestran como la media * error estandar. P valor >0.05 indica diferencias
significativas entre grupos en el mismo pardmetro por la prueba de Tukey o Kruskal Wallis. IMC:
indice de masa corporal; IMG: indice de masa grasa; IMLG: indice de masa libre de grasa; CC;
circunferencia de cintura; CCad: circunferencia de cadera; ICC: indice de cintura-cadera.
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De acuerdo con los criterios de inclusién establecidos, se determinaron los
principales factores de riesgo cardiovascular en la poblacién en estudio, los
cuales se observan en la Figura 9. Todos los participantes presentaron IMG
elevado, segun los valores de corte establecidos para hombres y mujeres.
Previamente, se ha reportado que el IMC es el indicador mas empleado para
evaluar la presencia de sobrepeso y obesidad. No obstante, este indicador ha
sido cuestionado porque no refleja la grasa corporal real y puede sobreestimar
0 subestimar el estado de sobrepeso u obesidad. Algunos reportes han
demostrado que el IMG es un mejor indicador de estos padecimientos,

considerando ademas el porcentaje de grasa (Liu et al., 2013).

100
90
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70 .
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'©c 60
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‘_;‘ 50
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a 40
30 = Colesterol alto
20 m Presion arterial alta
0

Factores de riesgo cardiovascular

Figura 9. Prevalencia de factores de riesgo cardiovascular de los participantes.

IMG: indice de masa grasa.

El colesterol HDL constituyéo el segundo factor de prevalencia en los
participantes (86 %), seguido de la resistencia a la insulina (47 %) y
posteriormente la concentracion de triglicéridos elevados (23 %) y colesterol
elevado (16 %). Ademas, los resultados mostraron que el 44 % de los

participantes presentaron un factor de riesgo cardiovascular, el 30 % presenté
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2, el 19 % tuvo 3y el 7 % tuvo 4 factores de riesgo. La concentracion elevada
de glucosa en sangre como factor de riesgo, no se identificd en los participantes.
Estudios como el de Flores-Viveros y colaboradores (2019) muestran que la
poblacion mexicana tiene predisposicién genética relacionada con factores de
riesgo cardiovascular, siendo los bajos niveles de colesterol HDL los de mayor
prevalencia en la poblacion de jévenes evaluada (30 %), seguidos por la
resistencia a la insulina (19 %) y altos niveles de triglicéridos (15 %).

6.4.2 Adherencia al tratamiento de los participantes en estudio
Con respecto a la adherencia al tratamiento, se observa en el Cuadro 18 que

los participantes en todos los grupos mostraron una ligera falta de adherencia a
Su respectiva bebida. No obstante, estas no fueron significativas (p>0.05) para

cada grupo durante las 4 semanas de estudio.

6.4.3 Cambios en la presion arterial y en mediciones antropométricas de
los participantes por el tratamiento con bebidas de fresa
La presion sistdlica y diastolica de los participantes del estudio no presento

ningun cambio significativo después de los 28 dias de tratamiento con cada una
de las bebidas, asi como en las mediciones de CC y CCad, reflejadas también
en el ICC (Anexo 2). La suplementacion de 25 g de fresa liofilizada, equivalente
a 1 porcion de fresa fresca diaria durante 6 semanas en mujeres adultas con
diabetes tipo 2, disminuy0 la presion arterial sistélica significativamente de los
valores basales (Amani et al., 2014). No obstante, la menor duracién de nuestro

estudio (4 semanas), podria explicar la falta de efecto observado.

Los estudios reportados sobre el consumo de fresa en el tratamiento de la
obesidad y sus complicaciones no manifestaron cambios en las mediciones
antropométricas de los participantes, a pesar de los reportes que indican que el
consumo de alimentos ricos en fitoquimicos, tales como las fresas, esta asociado
con una disminucién de mediciones antropométricas como el peso corporal y la

circunferencia de cintura (Carnauba et al., 2017).
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Estos efectos se atribuyen al bajo aporte calérico de estos alimentos y a la
disminucion del estrés oxidativo e inflamacién inducido por los fitoquimicos. Sin
embargo, se requieren mas estudios que expliquen los mecanismos de accién
de estos polifenoles de fresa en relacion con las mejoras observadas en la
obesidad y sus complicaciones.

6.4.4 Cambios en la composicién corporal de los participantes
suplementados con las bebidas de fresa
De forma general, no se lograron cambios estadisticamente significativos

durante los 28 dias de consumo de las bebidas de fresa (Anexo 3). Estos
resultados son similares a lo reportado en otro estudio en el que la
suplementacion de frutos rojos como fresa, arandanos o moras azules no indujo
cambios en el peso o composicion corporal de pacientes con sindrome
metabolico (Amiot, Riva y Vinet, 2016). Por el contrario, en un modelo in vivo de
ratas Wistar suplementado con 6 % de un polvo de fresa-mora azul (5:1) previno
significativamente el aumento de peso corporal y la acumulacion de adiposidad
visceral en animales alimentados con una dieta alta en grasa (Aranaz et al.,
2017), comparado con animales control. Estos resultados demostraron que la

suplementacion con fresa produjo un efecto preventivo.

6.4.5 Valoracion de los parametros bioquimicos en sangre de los
participantes en estudio
Los principales efectos benéficos observados en estudios clinicos por la

suplementacion de fresa en la dieta se relacionan con la disminucion de lipidos
en suero (triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL), disminucion de la
respuesta de insulina postprandial y normalizacién de la concentracién de

glucosa postprandial en sangre (Afrin et al, 2016).

Como se muestra en el Cuadro 19, el consumo de la bebida control disminuyé
significativamente la concentracién de insulina en un 32.2 % después de 28 dias
de tratamiento, lo que también se reflej6 en una disminucion del 28.2 % en el

indice HOMA-IR. Por el contrario, en la bebida enriquecida no se observaron
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diferencias significativas en los pardmetros bioquimicos en relacion con las

caracteristicas basales.

Cuadro 19. Cambios en los pardmetros bioquimicos en sangre de los grupos
tratados con bebidas de fresa.*

Control Enriquecida Comercial
Parametros

Dia 0 Dia 28 Dia 0 Dia 28 Dia 0 Dia 28

Glucosa (mg/dL) 84.8+3.0 845+11 89.3+2 8752 83.7%2 86.8+1.8
Insulina (mg/dL) 18.2+22 12.3+1.3* 16.6+1.6 13+1.2 19.3+1.3 13.6+1.2*
indice HOMA-IR 3.4+0.3 24+02* 37+04 2.8+0.3 42+04 29+0.3*

Triglicéridos 133.2+15 110.7+7.3 127.2+7.4 1305+9.6 115+11.1 105+ 14.9
(mg/dL)

Colesterol total 1605+ 156,69 154498 161+84 151.4+11.3 143+105
(mg/dL) 9.7

Colesterol HDL - 353, 54 375417 367+17 363+14 384+28 385+25
(mg/dL)

*Datos expresados como la media + error estandar. HOMA-IR: evaluacién del modelo de
homeostasis de la resistencia a la insulina. *Indica diferencias significativas entre el dia 0 y dia
28 de cada grupo por prueba t de Student o prueba de Wilcoxon (p<0.05).

Resultados similares fueron reportados en el estudio de Basu y colaboradores
(2021), donde adultos obesos fueron suplementados con 32 g de fresa en polvo
al dia durante 4 semanas, observandose una disminucion del 41 % en la
concentracion de insulina con respecto a su concentracion inicial y un 41.6 % en
el indice HOMA-IR. Este resultado es interesante, ya que el aporte de 32 g de
fresa en polvo equivale a 960 mg polifenoles extraibles al dia, mientras que en
nuestro caso, la bebida control, que mostré efectos similares, solamente aporto

55.25 mg de compuestos polifendlicos extraibles por porciéon de 125 mL al dia.

A pesar de que la bebida enriquecida aporté 497.3 mg de polifenoles extraibles
y 124.9 mg de polifenoles no extraibles por porcién al dia, no se observaron
diferencias significativas en los parametros bioquimicos analizados con respecto
al dia 0 de tratamiento. No obstante, los participantes de este grupo tuvieron una
disminuciéon del 21.2 % en la insulina y del 23.9 % en el indice HOMA-IR en

comparacién con los valores iniciales. De manera interesante, la bebida
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comercial disminuyo6 significativamente la insulina (29.3 %) y el indice HOMA-IR
(29.8 %). Esta bebida comercial no contenia polifenoles ni fibra dietaria, a
diferencia de la bebida enriquecida y la bebida control, ya que no esta elaborada
con ingredientes naturales ni adicionada con compuestos bioactivos. Por lo
tanto, el efecto observado no puede estar relacionado al contenido de esta
bebida.

6.4.6 Analisis de la ingesta dietaria total de macronutrientes de los
participantes en estudio
Para evaluar cambios en la dieta de los participantes a lo largo del estudio, se

monitoreé su consumo de macronutrientes de los alimentos y bebidas ingeridos
desde la semana 1 hasta la semana 4 (Cuadro 20). De manera general, se
observo que el grupo suplementado con la bebida enriquecida presentd un
mayor consumo de macronutrientes durante las cuatro semanas del estudio, lo
gue se reflejo en un aumento del consumo energético, que fue desde 1 hasta
1.7 veces mayor en comparacion con el grupo que consumio la bebida control,
y desde 1.1 hasta 1.7 veces mayor en relacion con el grupo de la bebida
comercial. Por otro lado, aunque no se observaron diferencias significativas en
el consumo de azulcares, el grupo tratado con la bebida enriquecida presenté
una ingesta de entre 102 y 119 g al dia, lo que representd un incremento de
hasta 1.4 veces mayor respecto al consumo de los participantes suplementados

con la bebida control y comercial.

En relacion con la fibra dietaria, los participantes que consumieron la bebida
enriquecida incrementaron significativamente su consumo durante las 4
semanas de tratamiento en comparaciéon con los demas grupos de bebidas. Esto
podria explicarse porque, en promedio, el consumo de fibra proveniente de la
bebida represent6 un 28.6 %, mientras que en el grupo de la bebida control fue
de un 23.6 %. No obstante, es importante resaltar que el aporte de fibra de la
dieta de los participantes que consumieron la bebida control fue, en promedio,

ligeramente mayor (76.3 %) que el de la bebida enriquecida (71.5 %).
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Al comparar la semana inicial con la semana final, se observaron diferencias
importantes en el consumo total de macronutrientes. El grupo que consumié la
bebida control disminuy6 su ingesta de alimentos, lo que se reflejo en una
diferencia de 227.3 kcal menos en la semana 4 en comparacién con la semana
1. Por otro lado, se observé que el grupo que consumio la bebida enriquecida
aumentd su consumo de energia en 785.2 kcal, y la ingesta de proteinas se
incrementd en un 39.8 %, los lipidos en un 42.8 %, mientras que la fibra
disminuyé un 19.2 % en comparacién con la semana 1. Finalmente, los
participantes que consumieron la bebida comercial redujeron su ingesta en 366.8
kcal, lo que se reflej6 en una disminucion del 14.4 % en lipidos, 17.5 % en
carbohidratos y 11.6 % en azucares.

Los resultados contradictorios en nuestro estudio, en el cual la bebida con una
alta concentracion de polifenoles no influyé en la salud cardiovascular, podrian
estar relacionados con el consumo de macronutrientes por parte de los
participantes, ya que aquellos que consumieron la bebida enriquecida mostraron
un mayor consumo de energia, lipidos y azlcares, tanto al inicio como al final
del estudio, en comparacion con el grupo que consumio la bebida control. Esto
podria haber atenuado el impacto de los polifenoles en la salud cardiovascular
de los participantes. Sin embargo, es importante destacar que, a pesar del
significativo aumento en el consumo de energia de este grupo, los factores de
riesgo cardiovascular no empeoraron, lo que sugiere que los polifenoles
presentes en la bebida podrian haber mitigado el impacto perjudicial de una dieta

alta en lipidos y azUcares.
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Esto es relevante dado que numerosos ensayos clinicos han demostrado que la
restriccion calorica, definida como una disminucion del aporte de energia (del 25
al 30 %) sin omitir nutrientes esenciales, mejora las alteraciones metabdlicas,
como la acumulacion excesiva de grasa corporal, la dislipidemia y la diabetes
mellitus tipo 2, e incluso mejora los mecanismos de defensa antioxidante, tanto

enzimaticos como no enzimaticos (Napoleéo et al., 2021).

6.4.7 Evaluacion del consumo de compuestos polifendlicos de los
participantes en estudio
La dieta mexicana se caracteriza por presentar una alta diversidad de alimentos

ricos en compuestos polifendlicos. Por lo tanto, se analizé el consumo promedio
diario de compuestos fendlicos totales por participante y, posteriormente, por
cada grupo de estudio, considerando la dieta y las bebidas de fresa
correspondientes (Figura 10). El consumo de compuestos polifendlicos del
grupo con la bebida control oscilé entre 731-1053.7 mg al dia, con la bebida
enriquecida entre 1389.8-1530 mg al dia y con la bebida comercial entre 786.6-
991 mg al dia, sin presentar diferencias significativas para las cuatro semanas

del estudio en el mismo grupo.

El consumo de compuestos polifendlicos reportado en adultos mexicanos es
variable. En un estudio realizado en mujeres mexicanas >25 afos, se reportod
una ingesta promedio de polifenoles totales de 694 mg/dia (Zamora-Ros et al.,
2018), mientras que en otro estudio de mujeres mexicanas con obesidad, el
consumo oscilé entre 445-1240 mg/dia (Hervert-Hernandez y Gofii, 2012). Esta
variabilidad observada en el consumo de polifenoles, que también se reflejé en
nuestro estudio, esta relacionada con los diversos patrones alimentarios
existentes en nuestro pais, tales como una dieta rica en verduras, frutas y
leguminosas, otra dieta similar a la occidental a base de carnes procesadas y
comida rapida, y una dieta mexicana moderna rica en tortillas, chiles y refrescos
(Monge et al., 2018). Adicionalmente, la concentracién de polifenoles de los
alimentos depende de factores como la variedad de la planta, el area geogréfica,

la madurez y el procesamiento de los mismos (Zamora-Ros et al., 2018).
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Figura 10. Consumo diario promedio de compuestos polifenolicos promedio de
la dieta y de las bebidas de fresa por dia en el estudio. Letras minusculas
diferentes en la misma semana indican diferencias significativas entre grupos
por prueba de Tukey o Kruskall-Wallis (p<0.05). Letras mayusculas en todas las
semanas indican diferencias significativas en el mismo grupo por prueba de
Tukey o Kruskall-Wallis (p<0.05).

Por otro lado, al comparar el consumo de polifenoles entre los grupos en cada
semana, se identificO que los participantes que consumieron la bebida
enriquecida aumentaron significativamente su ingesta de polifenoles en
comparacion con los grupos de bebida control y comercial. No obstante, este
aumento se debid a que la bebida enriquecida de fresa tuvo aporto entre el 33y
el 36 % de los polifenoles totales consumidos durante las cuatro semanas, a
diferencia de la bebida control, que aport6 entre el 5y el 8 %. Es importante
mencionar que el consumo de polifenoles a través de la dieta de los participantes
gue recibieron la bebida control fue 1.4 veces mayor en comparacion con los
participantes suplementados con la bebida enriquecida, lo cual podria sugerir
gue el aporte de dichos compuestos en la dieta no puede ser excluido para lograr

posibles efectos en la salud.
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Se realiz6, ademds, un andlisis para identificar las principales fuentes de
alimentos que tuvieron el aporte de polifenoles en la dieta de los participantes
(Cuadro 21). Estos resultados demostraron que los participantes que
consumieron la bebida enriquecida tuvieron una mayor ingesta de polifenoles
provenientes de frutas y derivados durante las cuatro semanas del estudio, la
cual fue significativamente mayor a los grupos alimentados con las bebidas
control y comercial (p=0.0). Este incremento fue atribuido principalmente a la
bebida enriquecida, que aporté entre el 66 y el 76 % de estos compuestos. Este
aporte de compuestos polifendlicos por parte de la bebida enriquecida fue mayor
comparada con el café, el cual representa la bebida no alcohdlica con mayor
contribucion de dichos compuestos reportado en dietas mexicanas, con un 47.4
% (Zamora-Ros et al., 2018). Ademas, complement6 el consumo de polifenoles
derivado de frutas en la dieta de los participantes (24-34 %).

Para el grupo de la bebida control, el consumo de polifenoles provenientes de
frutas y derivados de la dieta fue del 73 al 82 %, siendo mucho mayor que el de
los participantes que consumieron la bebida enriquecida. Esto pudo explicar el
mayor efecto benéfico observado en el control sobre la resistencia a la insulina,

previamente reportado (Chen et al., 2022).

Otra de las categorias con mayor aporte de compuestos polifendlicos por parte
de la dieta correspondi6 a cereales y derivados, los cuales representaron entre
un 17 y un 28% del total de polifenoles de la dieta por parte de todos los
participantes del estudio. No obstante, retomando los resultados con respecto a
la calidad de la dieta, la gran mayoria de alimentos de esta categoria fueron
elaborados en su mayoria con harinas refinadas, como el pan dulce, y ricas en
almidon disponible, como la tortilla de maiz. Por lo tanto, su contribucién
posiblemente no estuvo relacionada con los efectos benéficos esperados, ya que
los &cidos fendlicos y la fibra dietaria, que estan presentes en los granos
integrales, son los responsables del control de la obesidad y la diabetes mellitus
tipo 2 (Khan et al., 2022).
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6.4.8 Andlisis de actividad fisica de los participantes en estudio
El andlisis de actividad fisica se realizé a partir de los datos obtenidos de los tres

cuestionarios de frecuencia semanal de actividad fisica, basados en los minutos
gue los participantes dedican a realizar diversas actividades cada dia, con el fin
de cuantificar el gasto energético total por semana en cada grupo. En el Cuadro
22 se muestra que el gasto energético total en todos los grupos no presento
diferencias significativas durante las cuatro semanas del estudio clinico, tanto

entre los diferentes grupos como en el mismo grupo por semana.

Cuadro 22. Gasto energético total y equivalente metabdlico por semana de los
grupos en estudio.*

. GET (kcal/dia) METS/dia %t<3METS %t<3-6METS  %t>6METS
Tratamiento

Semana l

Control 3511.0+191.4 Aa 41 +2 Aa 92.3+15 73+x1.4 0.4+0.2

Enriquecida 3287.7 £ 211.5 Aa 39+1Aa 93.2+15 6.8+1.5 0.0+£0.0

Comercial 3549.0 + 253.7 Aa 41 +2 Aa 90.3+34 95+3.4 0.1+0.1
Semana 2

Control 3347.0 £ 221.6 Aa 39+2Aa 93.2+1.4 6.6+1.4 0.2+0.1

Enriquecida 3314.3 £ 204.7 Aa 40+ 1 Aa 93.2+1.7 6.7+1.7 0.1+0.1

Comercial 3438.3 £ 227.4 Aa 39+1Aa 929+15 6.2+1.5 0.9+0.6
Semana 3

Control 3333.8+171.8 Aa 39+1Aa 94.4+1.2 55+1.2 0.0+0.0

Enriquecida 3209.1 +£188.0 Aa 39+1Aa 94.0+1.6 6.0£1.6 0.0+0.0

Comercial 3232.9+146.3 Aa 39+2Aa 93.2+1.9 6.7+0.5 0.1+0.1
Semana 4

Control 3293.3+185.5 Aa 39+1Aa 94.4+0.3 55+0.3 0.1+0.1

Enriquecida 3276.1 £ 201.8 Aa 39+1Aa 94.1+0.3 57+0.3 0.1+0.1

Comercial 3447.8 + 215.6 Aa 40+ 1 Aa 94.3+1.0 57+0.2 0.0+0.0

*Datos expresados como la media + error estandar. Letras mayuUsculas diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre grupos en cada semana de cada parametro,
mientras que letras minUsculas diferentes en la misma fila indican diferencias significativas en el
mismo grupo para cada parametro en todas las semanas por prueba de Tukey o prueba
Friedman (p<0.05). GET: gasto energético total; MET: equivalente metabdlico.

Para poder determinar la intensidad de la actividad fisica de los participantes, se
estim6 una puntuacion de equivalente metabdlico (MET) para cada una de las
actividades, donde 1 MET representa la tasa metabdlica en reposo equivalente
a un consumo de oxigeno de 3.5 ml/kg/h. Para una actividad fisica ligera, se
establece una puntuacién <3 MET, para una actividad moderada, de 3-6 MET y

para una actividad vigorosa, >6 MET (Gallo et al., 2020).
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De igual manera, no se observaron cambios significativos de los MET evaluados
en cada intensidad de actividad fisica, tanto entre grupos como dentro del mismo
grupo. Cabe resaltar que en todos los grupos se identificé que del 90.3 al 94.4
% del tiempo fue empleado para actividades de baja intensidad, representando
un promedio de 22.5 min por dia (157 min por semana) en los participantes con
la bebida control y enriquecida, y 22.2 min por dia (156 min por semana) para
los suplementados con la bebida comercial. Para las actividades de intensidad
moderada se identific6 un tiempo promedio de 1.5 min por dia (11 min por
semana) para el grupo con bebida control y enriquecida, y 1.7 min por dia (12

min por semana) para el grupo con bebida comercial.

En un estudio de cohorte realizado por Wu y colaboradores (2016) en adultos
mexicanos-americanos, cuya actividad fisica fue equivalente a 150 min por
semana (= 600 MET) en actividades moderadas y vigorosas, se observo una
disminucion del 36 % del riesgo de padecer sindrome metabdlico. En nuestro
estudio, los participantes de todos los grupos tuvieron un gasto promedio de 273
a 287 MET por semana durante el tratamiento, sin que se observaran cambios
en su actividad fisica, lo que sugiere que esta no estuvo relacionada con la

disminucién del riesgo cardiovascular evaluado.

6.5 Evaluacién de la bebida de fresa enriquecida sobre la regulacién de la
diversidad microbiana fecal
La microbiota intestinal comprende el conjunto de bacterias, hongos, virus, y

arqueobacterias presentes en el tracto intestinal. Una dieta rica en carbohidratos,
grasas y proteinas de origen animal, y baja en fibra, puede disminuir la presencia
de microorganismos benéficos e incrementar la abundancia de aquellos
patdgenos, ocasionando un desequilibrio en el ecosistema conocido como
disbiosis. Este desequilibrio se ha relacionado con diversas enfermedades

metabdlicas, como la obesidad y sus complicaciones (Pap et al., 2021).

Siendo la dieta un factor determinante en la composicién de la microbiota

intestinal, se evalu6 el efecto del consumo de la bebida enriquecida,
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particularmente debido a la presencia de los compuestos polifendlicos y la fibra

dietaria del residuo, sobre el perfil de microorganismos benéficos en el intestino.

Primeramente, se obtuvieron las curvas de rarefaccién al dia 0 (A) y 28 (B) del
estudio clinico (Figura 11). Estas graficas se utilizan como control de calidad del
namero promedio de secuencias obtenidas por grupo en relaciéon con el numero
de especies observadas, de acuerdo con el nimero de ASV (variante de
secuencia de amplicdn) en las muestras. Estas curvas alcanzaron una meseta,

lo cual indicé una profundidad adecuada de la secuenciacion.

gt

I o
gp—

1000 15000

Secuencias por muestra Secuencias por muestra

Curva de rarefaccién: especies observadas
\

Curva de rarefaccién: especies observadas
1
1
\
{

= m Comercial
= g Control

- Enriquecida

Figura 11. Curvas de rarefaccion de especies bacterianas observadas en heces
de participantes suplementados con las bebidas de fresa al dia 0 (A) y 28 (B).

Por otro lado, en la curva correspondiente al dia 0, se identific6 una
homogeneidad de especies observadas en los 3 grupos de estudio, presentando
la bebida control un promedio de 275 especies, la enriquecida, de 284 y la
comercial, de 281. De manera interesante, en la curva correspondiente al dia 28,
se observo un aumento en el nimero de las especies observadas en la bebida

control correspondiente a 293 y en la bebida enriquecida de 303, mientras que
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en la comercial disminuy6é a 250, siendo clara la separacion en la curva de

rarefaccion correspondiente en las bebidas con jugo de fresa.

Recientemente, la comprension de la diversidad microbiana ha adquirido
importancia en la investigacion de la composicion y funcion de la microbiota
intestinal y su relacion con las enfermedades metabdlicas. Para cuantificar la
diversidad de especies microbianas en una comunidad, se han desarrollado
algunos indices mateméaticos. Los indices de Simpson y Shannon son de los
mas empleados y permiten estimar la riqueza y uniformidad de las especies,
conocidos como alfa diversidad. El indice de Simpson ortoga mayor peso a la
uniformidad, mientras que el indice de Shannon pone énfasis en la riqueza (Kim
y col., 2017).

De acuerdo con la Figura 12, tanto el indice de Shannon como el de Simpson,
calculados para el dia 0 y el dia 28, no mostraron diferencias significativas en
los grupos suplementados con las bebidas de fresa (p>0.05), indicando que la
concentracion de polifenoles y fibra dietaria consumida durante 4 semanas no
fue suficiente para lograr cambios en la diversidad de las poblaciones

microbianas intestinales de los participantes.

Se ha reportado que una menor diversidad microbiana esta asociada con una
alteracion de las funciones metabdlicas intestinales (disbiosis), ocasionadas por
la obesidad y el alto consumo de dietas ricas en grasas y azucares (Turnbaugh
et al.,, 2006). Resultados contrastantes con esta investigacion reportan
incrementos significativos en la diversidad microbiana, medida por los indices de
Shannon y Simpson, tras la suplementacion con polifenoles de mora azul y
arandano durante 8 semanas en ratones alimentados con una dieta alta en grasa
y azucar (Rodriguez-Daza et al., 2020), asi como el aumento del indice de
Shannon tras la suplementaciéon con un 4 y 8 % de residuo fermentado de mora

azul durante 5 semanas en ratones obesos (Cheng et al., 2020).
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Figura 12. indices de alfa diversidad de Shannon y Simpson de la microbiota
fecal de participantes suplementados con las bebidas de fresa al dia 0 (A) y 28
(B). Los valores p<0.05 indican diferencias significativas por la prueba de
Kruskal-Wallis.

La diversidad beta es una medida de las diferencias entre las muestras de los
diferentes grupos, que permite identificar la composicion y estructura general de
la comunidad. Esta se puede medir por diferentes métodos estadisticos y
bioinformaticos, como la disimilitud de Bray-Curtis, que muestra la abundancia
de microorganismos compartidos entre dos muestras (Samuthpongtorn et al.,
2021).

Se realizo el analisis de la diversidad beta tanto para el dia 0 y dia 28 en todos
los grupos de estudio, cuyos resultados se observan en la Figura 13. Para
ambos tiempos, los componentes 1 y 2 explican solo un 25 % y un 27 % de la
variacion observada, lo que refleja la escasa discriminacion entre tratamientos

con las bebidas de fresa.
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Figura 13. Andlisis de componentes principales (PCA) de la beta diversidad por
las distancias de Bray-Curtis de la microbiota fecal

de participantes
suplementados con las bebidas de fresa al dia 0 (A) y 28 (B).
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De manera similar, en un estudio realizado por Ezzat-Zadeh y colaboradores
(2020), adultos sanos fueron alimentados durante 4 semanas con una dieta baja
en polifenoles y suplementada con 26 g de fresa liofilizada. Posteriormente, se
ceso la suplementacién con la fresa, manteniendo Unicamente la dieta baja en
polifenoles durante 2 semanas mas. Al evaluar los cambios en la microbiota
intestinal, no se observaron cambios significativos en la alfa y beta diversidad en
las semanas 0, 4 y 6 del estudio. No obstante, se identificaron otros cambios
importantes en la abundancia a nivel filo y familia de ciertos microorganismos

intestinales.

Las bacterias intestinales estan representadas por mas de 1000 especies que
pertenecen a seis filos dominantes: Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Proteobacteria, Fusobacteria y Verrucomicrobia, siendo los filos Firmicutes y
Bacteroidetes los que representan el 90 % de la microbiota intestinal (Stonjanov
et al., 2020). Con respecto al nivel taxondmico filo identificado en los
participantes de este estudio, se realizé una comparacion al inicio y al final de

cada uno de los grupos, cuyos graficos se presentan en la Figura 14.

A nivel filo, se identifico que Firmicutes representd mas del 74 % de la
abundanciarelativa en todos los tratamientos, seguido de Bacteroidetes con mas
del 9 %y, finalmente, Actinobacteria con al menos un 5 %. Ademas, se identificd
al filo Proteobacteria, que experimentd un incremento significativo de 2.8 y 6.7
veces a los 28 dias de tratamiento con la bebida control (p=0.03) y enriquecida
(p=0.001), mientras que en la bebida comercial se obtuvo una disminucion de

2.3 veces de este filo, aunque sin ser significativa (p=0.53).
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Figura 14. Abundancia relativa a nivel filo de la microbiota fecal de participantes
suplementados con las bebidas de fresa al dia 0 y 28. Los resultados muestran
taxones con abundancia relativa promedio >1%. La categoria Otros incluye
taxones con abundancia relativa promedio <1 %.
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La literatura ain no ha esclarecido completamente el rol benéfico o patégeno de
este filo, debido a las variaciones experimentales en los modelos estudiados.
Algunos estudios han asociado este filo con condiciones de salud deterioradas,
mientras que otros lo han vinculado con una mejora de las mismas. Por ejemplo,
la suplementacion durante 12 semanas con un extracto de mora azul en ratones
alimentados con una dieta alta en grasa y fructosa incremento significativamente
el filo Proteobacteria (Jiao et al., 2018). Un efecto similar se observé en ratones
con obesidad inducida por una dieta rica en grasa por 7 semanas que fueron
suplementados con un extracto de semilla de uva rico en proantocianidinas (Liu
et al., 2017). Por el contrario, otros estudios reportan la prevalencia de estas
especies como potencial diagnostico de disbiosis intestinal o colitis (Shin, Whon
y Bae, 2015), asi como un incremento en su abundancia por el consumo de
dietas altas en sales (8 % NaCl) (Gomes et al., 2019). Por lo tanto, nuestros
resultados son poco concluyentes, ya que, ademas del incremento en el
consumo de compuestos polifendlicos en la dieta, también se observo un alto
consumo de sal (>2500 mg/dia) en la dieta de los participantes de los tres grupos

suplementados con las bebidas de fresa.

Las investigaciones han centrado sus esfuerzos en identificar taxones
bacterianos implicados en el desarrollo de la obesidad, donde se ha demostrado
gue los filos dominantes Firmicutes y Bacteroidetes pueden ser indicadores de
esta patologia. Estudios realizados en modelos animales y en humanos con
obesidad han demostrado que el filo Firmicutes es mas eficiente en la extraccion
de energia de los alimentos que Bacteroidetes, promoviendo la mayor absorcion
de calorias y el aumento de peso (Magne et al., 2020). Ademas, la
implementacion de una restriccion calérica en la dieta ha mostrado un
incremento en la abundancia de Bacteroidetes y la normalizacion del indice de
ambos filos, por lo que este ultimo ha sido establecido como posible marcador

de la disbiosis intestinal en la obesidad (Stojanov, Berlec y Strikelj, 2020).
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El indice Firmicutes/Bacteroidetes fue calculado para cada uno de los grupos
suplementados con las bebidas de fresa al inicio y final del estudio (Figura 15).
Los resultados muestran una disminucién significativa del 45 % de este indice
en el grupo suplementado con la bebida control en comparacién con el dia 0,
mientras que el grupo suplementado con la bebida enriquecida presenté una
reduccion del 32 %, aunque esta no fue estadisticamente significativa. Por otro
lado, el grupo suplementado con la bebida comercial mostré solo una reduccion
del 2 %. De acuerdo a la revision realizada, este estudio es el primero en reportar
disminuciones del indice Firmicutes/Bacteroidetes asociado al consumo de

frutos de fresa.

En investigaciones previas, se ha demostrado que ratones alimentados con una
dieta alta en grasa y suplementados con un 10 % de mora azul liofilizada durante
8 semanas (Lee et al., 2018) resultd en un perfil de microbiota caracterizado por
un alto predominio de Gammaproteobacteria. Estos cambios se asociaron con
aumentos en la altura de las vellosidades intestinales, la proliferacion de células
caliciformes y la expresion génica de Muc2 y Defb2 en el ileon, lo que sugirié

una mejora en la integridad de la barrera intestinal.

Ademas, la suplementacion con un 4y 8 % de residuo fermentado de mora azul
durante 5 semanas (Cheng et al., 2020) mejoré la produccion de la
inmunoglobulina A secretora intestinal en ratones alimentados con una dieta alta
en grasa, la cual es importante para proteger la barrera intestinal y prevenir la
invasion de patdégenos, asi como incrementé de las familias benéficas

Akkermansia y Lactobacillus
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Figura 15. Indice Firmicutes/Bacteroidetes de la microbiota fecal de
participantes suplementados con las bebidas de fresa al dia 0 y 28. *Indica
diferencias significativas con respecto al dia 0 por la prueba de Wilcoxon
(p<0.05).
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Finalmente, se analizé la abundancia relativa de las familias de la microbiota
fecal al inicio y final del tratamiento con las bebidas de fresa, el cual se observa
en la Figura 16. Para el caso del grupo suplementado con la bebida control, la
familia mas abundante fue Lachnospiraceae, seguida de Ruminococcaceae y
Bifidobacteriaceae en ambos dias, sin cambios significativos. Sin embargo, se
observé una disminucién significativa de 4.3 veces (p=0.028) en la familia
Prevotellaceae en el dia 28 en comparacion con el dia 0.

En el grupo que consumi6 la bebida enriquecida con residuo de fresa, la familia
mas abundante fue Lachnospiraceae, seguida de Ruminococcaceae vy
Bacteroidaceae. Se observaron disminuciones significativas de 1.8 veces en las
familias Rikenellaceae (p=0.04) y Ruminococcaceae (p=0.04) después de 28
dias de suplementacion con la bebida enriquecida. Ademas, se observo un
aumento significativo de 1.6 veces en la abundancia relativa de la familia
Bacteroidaceae al final del tratamiento. Para la bebida comercial, no se

observaron cambios significativos en estas familias identificadas.

Reportes sobre el consumo de fresa y su relacion con la mejora de la microbiota
intestinal han mostrado un incremento de bacterias benéficas como
Christensenellaceae, Mogibacteriacea, Verrucomicrobiaceae,
Bifidobacteriaceae, Bacteroidaceae, y una disminucion de la abundancia de
Alcaligenaceae, asociado con una mejora del peso corporal y disminucion del
sindrome metabdlico (Ezzat-Zadeh et al., 2020). Nuestro estudio es el primero
en demostrar que el consumo de bebidas de fresa disminuy6 la abundancia de
la familia Prevotellaceae, asociada con obesidad y diabetes, la cual se ha visto

disminuida con la suplementacion de polifenoles de té verde (Zhang et al., 2018).

La disminuciéon de Rikemellaceae y Ruminococcaceae, asociada con dietas
altas en grasa y azUcares simples, observada en nuestro estudio, fue similar a
lo reportado por el consumo de antocianinas de mora azul y arandano, asi como
por polifenoles de extractos de té verde (Liu et al., 2021; Pérez-Burillo et al.,
2021).
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Figura 16. Abundancia relativa a nivel familia de la microbiota fecal de

participantes suplementados con las bebidas de

fresa al dia 0 y 28. Los

resultados muestran taxones con abundancia relativa promedio >1%. La
categoria Otros incluye taxones con abundancia relativa promedio <1 %.
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En relacion con el papel que tienen los compuestos polifendlicos en los cambios
a nivel microbiano, las antocianinas, que constituyen los compuestos
mayoritarios en frutos rojos como fresa, y también estan presentes en la bebida
control del estudio, muestras diversos mecanismos de accién asociados con la
mejora de la disbiosis intestinal. La mayoria de estas antocianinas no se
absorben en el tracto gastrointestinal superior, por lo que llegan al colon, donde
son metabolizadas principalmente por especies como Bifidobacterium spp y
Lactobacillus spp. Estas especias, con efectos probiéticos, producen sustancias
antimicrobianas como acidos fendlicos y organicos, ademas de competir con
patégenos por la adhesion al epitelio intestinal. Asimismo, estas bacterias
poseen enzimas, como la B-glucosidasa, que son necesarias para liberar a la

glucosa del aglicon y proporcionar energia para que otras bacterias crezcan.

Por otro lado, se ha demostrado que la suplementacion con antocianinas
incrementa la produccion de acidos grasos de cadena corta (acetato, propionato
y butirato), los cuales estimulan la proliferacion de células intestinales, reducen
el pH intraluminal, lo que limita la proliferacion de bacterias patégenas, y
contribuyen con ello al mantenimiento de la integridad del epitelio intestinal. Por
otro lado, se ha demostrado que las antocianinas estan relacionadas con una
mejora de la funcidn de absorcion en el intestino, al aumentar la longitud de las
vellosidades y mejora la relacion entre la longitud de las vellosidades y la
profundidad de las criptas, y el espesor de la mucosa intestinal (Verediano et al.,
2021).

En relacion a los compuestos polifendlicos no extraibles, algunos de los
mecanismos principales de las proantocianidinas no extraibles mencionan que
estas mantienen el balance en la abundancia de bacterias probidticas y
patégenas, al unirse con la membrana celular del epitelio, logrando internalizarse
en las bicapas lipidicas y ocupando la superficie de los receptores, lo cual
disminuye la unién de endotoxinas a los mismos y previene la entrada de

lipopolisacéarido y microbiota patdgena, ademas de evitar la degradacién de las
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uniones estrechas. También estos polifenoles tienen la capacidad de unirse con
ciertas endotoxinas contribuyendo a la preservacién de la barrera intestinal, asi
como la inhibicion de la sefializacion de las vias NF-kB, MAPK y MLCK, que
desencadenan la liberacion de citocinas proinflamatorias. Finalmente, se ha
reportado que las proantocianidinas promueven las uniones estrechas
funcionales, disminuyendo la entrada de toxinas bacterianas, lo que evita la
infiltracion de células inmunitarias y la liberacion de macréfagos por la
sefalizacion de TNF-a (Das et al., 2023).

Adicionalmente, en este estudio se plantd determinar el efecto de los polifenoles,
tanto extraibles como no extraibles, sobre la regulacion de los metabolitos
endogenos, con el objetivo de identificar posibles blancos terapéuticos y los

mecanismos de accion asociados al consumo de estas bebidas.

6.6 Evaluacion de la bebida de fresa enriquecida sobre el perfil
metaboldmico de suero, orinay heces de los participantes
Se llevo a cabo un analisis metabolémico multicompartimental, el cual

comprendio la elaboracion de un analisis metabolémico no dirigido en tres
muestras biologicas: suero, orina y heces; con esta informacion se podrian
dilucidar los posibles metabolitos discriminantes de cada tratamiento y su
relacion con la disminucion de la resistencia a la insulina, el principal efecto

benéfico observado en este estudio.

El andlisis de datos utilizandose realizé utilizando un enfoque no dirigido, que
consiste en la elaboraciéon de perfiles globales del metaboloma, obteniéndose
con ello una gran cantidad de datos para poder identificar posibles
biomarcadores. En este protocolo, el procedimiento implicé identificar iones con
cambios estadisticamente significativos entre los diferentes conjuntos de
muestras, de acuerdo con sefiales especificas de los mismos, requiriendo con
ello un conocimiento a priori de los metabolitos de interés, por medio de
espectros de masas disponibles en la literatura (Vinayavekhin y Saghatelian,
2010).
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Enla Figura 17 se muestran los mapas de calor (‘heatmap’) para la visualizacién
de datos faltantes en el metaboloma de suero, orina y heces. La imputacion de
los datos faltantes (‘missing values’) se realiz6 mediante el método del vecino
mas cercano (KNN), con el fin de minimizar los efectos sobre la normalidad y la
varianza de los datos. Se observa que los datos faltantes superan el 40 %, limite
recomendado por el protocolo descrito por Mock (2020), lo que sugiere una baja
calidad del analisis metabolémico no dirigido en los tres biofluidos.

A) B)

Figura 17. Heatmap para la visualizacion de las mediciones de datos faltantes
(“missing values”) del metaboloma de suero (A), orina (B) y heces (C).

Método del vecino mas cercano (KNN). QC: control de calidad.
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Posteriormente, continuando con el protocolo de andlisis, en la Figura 18 se
muestran los heatmap para la agrupacién de los individuos segun el perfil
metabolémico no dirigido en suero, orina y heces, en donde se puede observar
gue los participantes no fueron agrupados con base en el grupo experimental, lo
gue indica alta variabilidad en los perfiles metabolémicos de cada grupo de
estudio. Se llevd a cabo la imputacién de los datos mediante el método KNN del
vecino mas cercano y la normalizacion por estabilizacién de varianza, lo que
garantiza que la varianza permanezca casi constante en el espectro de
medicién, facilitando la comparacion del metaboloma entre los individuos de

estudio (Anexo 4).

A) .-;.__._’.‘-.""” | .-.I-I"-I"

Figura 18. Heatmap para la agrupacién de las muestras con base en el perfil
metabolémico no dirigido en suero (A), orina (B) y heces (C). Datos agrupados
con base en K-medias, aplicando un punto de corte para dos aglomeraciones.
QC: control de calidad.
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En la Figura 19 se muestra el modelo de PCA del metaboloma no dirigido en
los tres biofluidos de los participantes del estudio. Para el caso del suero (A), el
diagrama explica una varianza total del 59.42 %, para la orina (B) una varianza
total del 39.76% y para heces (C) del 38.12%. En todos los casos, no se observo
una discriminacion clara entre los grupos de estudio. Debido a esto, se realizo
un andlisis multivariado supervisado (PLS-DA) con el objetivo de lograr una
mejor clasificacion de cada uno de los tratamientos probados (Figura 20).

“A)

cada)

varianza expl

PC2 (10.74%

B)

PC2 (12.93% varlanza explcada

PC1 [26.83% vararza explicada

C)

Figura 19. Analisis de Componentes Principales del perfil metabolémico no
dirigido en suero (A), orina (B) y heces (C) de jévenes tras el consumo de
bebidas de fresa. PC: componente principal. QC: control de calidad.
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Figura 20. Andlisis Discriminante de Minimos Cuadrados parciales del perfil
metabolémico no dirigido en suero (A), orina (B) y heces (C) de jovenes tras el
consumo de bebidas de fresa. Validacion cruzada para evaluar el rendimiento
de clasificacion del PLS-DA para cada tipo de distancia de prediccion. PC:
Componente principal; QC: control de calidad.
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En el caso de las muestras de suero, se observé una ligera discriminacion del
grupo suplementado con la bebida de fresa control, con una varianza total
explicada del 59%. Sin embargo, el ajuste del nimero de componentes en el
PLS-DA indic6 que no habia componentes adecuados para explicar la
clasificacion, ya que el error para cada métrica no presenta una disminucién
constante y considerable (<20 %, Khan et al., 2001), lo que también se observo

en las muestras de orina y heces.

Por lo tanto, con los metabolomas obtenidos no fue posible continuar con el
procesamiento de la informacion para la identificacion de redes metabdlicas, lo
gue puede ser consecuencia de la alta variabilidad en las respuestas bioldgicas
de cada individuo ante la suplementacion con las bebidas de estudio.

6.7 Evaluacion de la bebida de fresa enriquecida sobre la carbonilacién de
proteinas en suero y su asociaciéon con el riesgo cardiovascular
La carbonilacion es una modificacion postraduccional irreversible que consiste

en la formacion y/o introduccidon de grupos carbonilo en las proteinas,
favoreciéndose esta reaccion en un entorno prooxidativo y como resultado del
estrés oxidativo. Por lo tanto, dichos carbonilos proteicos se han establecido
como marcadores generales de oxidacion en células y tejidos (Estévez, Diaz-

Velasco y Martinez, 2022).

De acuerdo con los resultados obtenidos, que se presentan en la Figura 21, la
medicion de la carbonilacion antes (dia 0) y después del tratamiento (dia 28),
mostré un incremento de 1.2 veces en los grupos suplementados con la bebida
control y la bebida enriquecida, mientras que en el grupo de la bebida comercial
el incremento fue de 1.1 veces. No obstante, dichos incrementos no fueron
significativos, 1o que impide concluir sobre un efecto negativo de las bebidas en

el control de la oxidacion proteica.
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Figura 21. Concentracion de proteinas de suero carboniladas por el consumo
de las bebidas de fresa por 28 dias de tratamiento.

Tanto los miocitos como los adipocitos son vulnerables al dafio oxidativo de las
proteinas en estados patolégicos como la utilizacién prolongada de la capacidad
muscular o la sobrenutricion que provoca la obesidad. Las proteinas importantes
para la funcion mitocondrial son atacadas en ambos tejidos ocasionando
disfuncidon mitocondrial por dicho estrés (Frohnert et al., 2013). Por lo tanto, se
realizod una correlacion de los niveles de carbonilacion observada con respecto
a los parametros de IMC, MG, TAV y HOMA-IR, tanto al inicio como al final del

periodo experimental.

En el Cuadro 23 se presentan los coeficientes de correlacién de Pearson entre
la carbonilacion de proteinas séricas y diferentes parametros metabdlicos, tanto
al inicio como al final del estudio, en los tres tratamientos de bebidas de fresa.
De manera interesante, se muestra que en el inicio del estudio el grupo tratado
con la bebida control mostré una correlacién positiva moderada con el IMC, MG
y TAV de los participantes, asi como una correlacion negativa moderada en el
HOMA-IR, lo que indicé que una mayor carbonilacion de proteinas esta

relacionada con una menor resistencia a la insulina. Después de los 28 dias de

[123]



tratamiento, este grupo mostrdé una correlacion positiva fuerte entre IMC vy la
carbonilacién (0.61), asi como del HOMA-IR (0.574). No obstante, ninguna
correlacion fue significativa, por lo tanto, no fue posible asociar la carbonilacién

con el aumento de estos parametros metabdlicos después de este tratamiento.

Cuadro 23. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la carbonilacion de
proteinas séricas y parametros de composicidon corporal y resistencia a la
insulina de los participantes en estudio.*

Dia 0 Dia 28
Tratamiento IMC MG TAV HOMAIR IMC MG TAV RI
Control  0.084 0.205 0.258 -0.422 0.61 0.497 -0.15 0.574
Enriquecida -0.05 -0.54 0.554 -0.587 -0.31 0.145 -049 -0.1
Comercial -0.32 -042 -0.42 -0452 -0.88 -0.69 -0.71 -0.49

*Letras en negrita y cursiva indican significancia de p<0.01. Letras en negrita indican una
significancia de p<0.05.

Con respecto a los participantes que consumieron la bebida enriquecida, al inicio
del estudio se observé una alta correlacion positiva fuerte entre el TAV y la
carbonilacion, y una alta correlacion negativa con el HOMA-IR, la cual disminuye
ligeramente después de los 28 dias de consumo, lo cual podria sugerir una
tendencia a la mejora de este parametro a pesar del aumento de la carbonilacion

de este grupo.

En el grupo suplementado con la bebida comercial, se identificaron correlaciones
negativas del HOMA-IR, MG y TAV, indicando que una mayor carbonilacion se
asocia con menores valores de estas variables al inicio del estudio. No obstante,
tras los 28 dias de consumo de esta bebida, se logré una correlacién negativa
significativa del IMC con la carbonilacién, lo que sugiere que, a pesar de las
mejoras en la composicion corporal, no hay cambios benéficos en la oxidacion

de proteinas.
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7. CONCLUSIONES

El presente estudio ha demostrado el potencial de las bebidas de fresa
enriquecidas con polifenoles extraibles y no extraibles como una intervencion
nutricional para mejorar la salud metabdlica sobre factores de riesgo
cardiovascular. La formulacion de estas bebidas, a base de jugo de fresa y
residuos de su procesamiento, garantizé una estabilidad adecuada de los
compuestos bioactivos durante el almacenamiento en condiciones comerciales,

lo cual es fundamental para asegurar el efecto positivo a la salud.

Los analisis clinicos mostraron mejoras significativas sobre la resistencia a la
insulina, las cuales se reflejaron en una disminucion de los niveles de insulina
en ayunas, asi como del indice HOMA-IR. No obstante, dichas mejoras se
identificaron en mayor forma en la bebida de fresa control comparado con la
bebida enriquecida con el subproducto, siendo los cambios en la alimentacion

de los participantes un posible factor coadyuvante del efecto.

Ademas, el consumo de estas bebidas reflej6 cambios significativos en la
composicion de la microbiota intestinal, tanto en la disminucion significativa del
indice Firmicutes/Bacteroidetes, como en las modificaciones especificas en la
abundancia de diversas familias bacterianas, destacando a Rikenellaceae y
Ruminococcaceae en el grupo suplementado con la bebida enriquecida,
sugiriendo que los polifenoles presentes en el residuo de la fruta modularon

selectivamente la microbiota intestinal.

En relacion con el estrés oxidativo, los resultados del presente estudio sugieren
gue el consumo de bebidas de fresa enriquecidas con polifenoles no ejerce un
efecto positivo en la disminucion de la carbonilacion de proteinas, un marcador

del estrés oxidativo.

Si bien los resultados obtenidos en este estudio son prometedores y sugieren un

efecto benéfico de las bebidas de fresa control y enriquecida con polifenoles en
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la salud cardiovascular, algunas de las limitaciones de este estudio fue el tamafio
de la muestra, asi como la duracion corta del estudio, lo cual podria limitar la
proyeccion de estos resultados a una poblacion mas amplia 'y a un efecto a largo
plazo. Ademas, estas limitantes pudieron ser causa de la falta de cambios
importantes a nivel metabdlico y en la disminucion del estrés oxidativo, lo que
delimito el estudio de los mecanismos de accién como parte del objetivo general

del proyecto.

A pesar de estas limitaciones, los resultados del estudio abren nuevas
perspectivas para futuras investigaciones, como explorar los mecanismos
moleculares en la modulacion de la microbiota intestinal y el metabolismo,
realizando estudios adicionales con mayor duracion, controlando ademas la

disciplina de los participantes en relacion con sus habitos alimenticios.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Estabilidad de compuestos polifenélicos totales y color de las bebidas
de jugo de fresa control y enriquecida durante el almacenamiento a 4 °C por 7

dias.
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Los datos mostrados como mediay las barras de error representan la desviacién estandar. GAE:
equivalentes de acido galico, C3GE: equivalentes de cianidina 3-O-glucésido. Letras diferentes
indican diferencia significativa (p<0.05) entre las muestras por la prueba de Tukey.
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Anexo 2. Cambios en la presion arterial y en mediciones antropométricas de los
participantes por el tratamiento con bebidas de fresa.*

Parametro Control Enriquecida Comercial
Dia 0 Dia 28 Dia 0 Dia 28 Dia 0 Dia 28

Presion arterial

sistdlica 117.4+3.2 112.441.8 110.943.0 107.5+2.5 113.2+3.1 108.2+2.4
(mm Hog)

Presion arterial

diastoélica 73.7£2.3 72.2+1.9 73.6+x2.5 71.6+2.2 74.8+3.0 70.2+2.0
(mm Hg)

CC (cm) 93.5+2.0 92.3+2.1 92.0+2.6 92.0+£3.0 94.8+3.6 94.1+3.5
CCad (cm) 111.0+2.3 109.5+2.5 109.4+2.1 108.9+2.2 111.1+2.9 110.9+2.7
ICC 0.8+0.0 0.8+0.0 0.8+0.0 0.8+0.0 0.8+0.0 0.8+0.0

*Datos expresados como la media + error estandar. CC; circunferencia de cintura; CCad:
circunferencia de cadera; ICC: indice de cintura-cadera.

Anexo 3. Cambios en la composicion corporal de los participantes
suplementados con las bebidas de fresa*

Parametro Control Enriquecida Comercial

Dia0 Dia 28 Dia 0 Dia 28 Dia 0 Dia 28
IMC (kgim?) 30.5:0.9  30.0:1.0  30.8+1.0  30.8:1.0 31.0¢1.2  30.8+1.2
Masa grasa (%) 38.0+82.2  37.4#2.4 414414 41515 41.8+12  40.9+1.3
IMG (kg/m?) 11.7¢0.9  11.4+1.0 12.820.7 12.8+0.7  13.020.8  12.720.8
MLG (%) 52.642.7 52127 484427  48.3%2.7  51.7+3.0  50.7¢3.2
IMLG (kg/m?) 18.7¢0.5  18.5:0.5  18.0¢0.6  17.9:+0.6  17.9¢0.5  18.1%0.6
(Tk‘g')do adiposo visceral 2.6+0.2 2.5+0.2 2.6+0.3 2.7+0.3 2.80.4 2.70.4
MME (kg) 260+15 26.0+16 236+1.6 23.6+16 244+1.8 247+18

*Datos expresados como la media * error estdndar. IMC: indice de masa corporal; IMG: indice
de masa grasa; MLG: masa libre de grasa; IMLG: indice de masa magra; MME: masa muscular
esquelética.
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Anexo 4. Boxplot de la abundancia de los metabolitos en suero (A), orina (B) y
heces (C).*
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*Datos crudos: abundancia sin imputacién de los valores faltantes y sin normalizacion; datos
imputados mediante el K vecino mas cercano (KNN); datos normalizados por estabilizacion de
varianza presentados en escala log2; datos imputados y normalizados. QC: control de calidad.
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Anexo 5. Dictamen de aprobacion de protocolo por el Comité de bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro.

C.U., Querétaro, septiembre 27, 2021
No. de oficio. CBQ21/098

Dra. Rosalia Reynoso Camacho
Facultad de Quimica
Presente

At'n. Ana Maria Sotelo Gonzdlez

Con base en las actividades de responsabilidad para el Comité de Bioética de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Querétaro en la revision de
proyectos de investigacion con la participacion de sujetos humanos (directamente
en ensayos clinicos, investigacion observacional o por empleo de muestras
biolégicas), asi como del uso de animales de experimentacion, le comunicamos que
el protocolo de investigacion titulado “Evaluacion de los mecanismos de accién
de una bebida de frutos rojos enriquecida con polifenoles extraibles, no
extraibles y fibra deitaria sobre factores de riesgo cardiovascular”, del cual
Usted es responsable, fue evaluado con una resolucion de aprobado con base en
la resolucion CBQ16/0831.

Sin mas por el momento, quedamos a sus 6rdenes para cualquier duda o aclaracion.

y

N

o~ —

LTSN
Dra. Minerva Ramos Gomez M.I.M. David Gustavo Garcia Gutiérrez
Secretaria Representante investigador
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