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RESUMEN

El consumo de frutos rojos y citricos presenta beneficios en la obesidad. Las
bebidas con estas frutas contienen polifenoles simples; sin embargo, los residuos
de su procesamiento tienen mayor contenido de polifenoles simples y poliméricos.
Por lo tanto, los objetivos del proyecto fueron elaborar bebidas con decocciones de
frutas enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos extraibles de los residuos
de decoccion y evaluar su efecto sobre el control de la obesidad en un madelo in
vivo. Las caracteristicas fisicas, quimicas, fitoquimicas y sensoriales se
determinaron en las decocciones de fresa, mora azul, naranja, mandarina y toronja.
Se prepararon bebidas con decocciones de frutos rojos y citricos, sin embargo,
debido a la baja aceptabilidad de las decocciones de citricos, se utilizaron los frutos
rojos para las bebidas. Posteriormente, se hizo una extraccién de los residuos de
decoccion para obtener un extracto rico en polifenoles y antocianinas, y se midieron
las propiedades fisicas, quimicas y polifenoles de las-bebidas enriquecidas con el
extracto de residuo de decoccion. Finalmente, todas las bebidas se administraron a
animales alimentados con dietas altas en .grasa y fructosa, se midieron los
parametros fisicos y triglicéridos sanguineos de los mismos. El contenido total de
polifenoles fue 51% mayor en decocciones de frutos rojos que en decocciones de
citricos. Las mejores condiciones de extraccion de compuestos polifendlicos fueron
52.5°C al 2 % (p/v) durante 1 h para el residuo de mora azul y 52.5 °C al 2 % (p/v)
durante 3 h para el residuo de fresa. Las bebidas se elaboraron con decocciones de
fresa, mora azul y fresa-mora azul y-se enriquecieron con 15 % del extracto. Los
resultados mostraron que las bebidas enriquecidas con el extracto no disminuyeron
el peso corporal en los animales. No obstante, las bebidas de fresa y mora azul no
enriquecidas disminuyeron la concentracion de trigliceridos en sangre de los
animales. En conclusion, en la decoccion de frutos rojos se extraen compuestos
polifenolicos, mientras que su residuo retiene una mayor concentracion de
polifenoles poliméricas, sin embargo, las bebidas enriquecidas no mostraron
beneficios para el control de la obesidad de los animales.

Palabras clave: polifenoles, frutos rojos, citricos,bebidas, decoccion.




ABSTRACT

The consumption of berries and citrus fruits has benefits in obesity. Beverages with these
fruits contain simple polyphenols; however, the residues from its processing have a higher
content of simple and polymeric polyphenols. Therefore, the objectives of the project were
to make beverages with fruit decoctions enriched with simple and polymeric extractable
polyphenols from decoction residues and to evaluate its effect on the control of obesity in
an in vivo model. The physical, chemical, phytochemical and sensory characteristics were
determined in strawberry, blueberry, orange, mandarin, and grapefruit decoctions.
Beverages with decoctions and residues of berries and citrus fruits were prepared, however,
due to the low acceptability of citrus decoctions, berries were used for the beverages. Then,
an extraction of decoction residues was made to obtain an extract rich in polyphenols and
anthocyanins, and physical, chemical and polyphenol properties of enriched beverages with
decoction residue extract were measured. Finally, all the beverages were ‘administered to
animals fed high fat and fructose diets, their physical parameters and blood triglycerides
were measured. Total content of polyphenols was 51% higher in decoctions of berries than
in citrus decoctions. The best extraction conditions for polyphenolic compounds were 52.5
°C at 2 % (w/v) for 1 h for the blueberry residue and 52.5 °C at 2 % (w/v) for 3 h for the
strawberry residue. Beverages were made with strawberry, blueberry and strawberry-
blueberry decoctions and were enriched with 15% of the extract. The results showed that
enriched beverages with the extract did not decrease the body weight in the animals.
However, strawberry and blueberry no-enriched beverages decreased the blood triglyceride
concentration of the animals. In conclusion, polyphenolic compounds are extracted in
berries and citrus fruits decoctions, while its residue retains a higher concentration of
polymeric polyphenols, however, enriched beverages did not show benefits for the control
of obesity in animals.

Keywords: berries, citrus, polyphenols, beverages, decoctions.

Xl

——
| —



1. INTRODUCCION

Durante el afio 2018 el 75.2% de los adultos en México presentd problemas de
sobrepeso y obesidad, asi como un aumento de casos en personas jovenes
(ENSANUT, 2018). La obesidad consiste en una acumulacién excesiva de grasa
gue puede ocasionar problemas en la salud. El exceso de peso corporal es
consecuencia del exceso de consumo de calorias en comparacion con las utilizadas
por el cuerpo, las cuales se almacenan como tejido graso (Jiang et al., 2016). El
consumo excesivo de bebidas azucaradas esta relacionado con el aumento de
muertes en adultos con problemas de obesidad, debido a su alto contenido de

calorias y azucares agregados (Singh et al., 2015).

Los frutos rojos como la fresa y mora azul representan una fuente importante de
compuestos polifendlicos como antocianinas, -acido elagico, elagitaninos y
proantocianidinas, los cuales han demostrado diferentes efectos anti-obesogeénicos
e hipolipidémicos en fresco (Istek y Gurbuz, 2017) o en bebidas (Basu et al., 2014).
De igual forma, los frutos citricos son matrices ricas en flavonoides como
flavanonas, flavonas y flavonoles (Muscatello et al., 2018). EI consumo de citricos
como naranja, mandarina y toronja en frutos frescos y jugos, disminuye el peso
corporal y peso del tejido adiposo, asi como la concentracion de colesterol total y
triglicéridos (Ding et al., 2013; Kim et al., 2018; Park et al., 2019).

La mayoria de los estudios han asociado los efectos benéficos a la salud con los
polifenoles. simples extraibles; principalmente las antocianinas, por lo que los
polifenoles poliméricos como las proantocianidinas también presentes han sido
poco estudiados. Por otro lado, la extraccién de compuestos bioactivos de diferentes
residuos generados en la elaboracion de jugos o bebidas de frutos ha tomado
importancia, ya que pueden ser utilizados como ingredientes funcionales en el
enriquecimiento de compuestos bioactivos en otros productos. Por lo que el objetivo
del proyecto es elaborar bebidas enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos
extraibles de decocciones y sus residuos de frutos rojos y citricos para evaluar su

efecto en un modelo in vivo de obesidad.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Obesidad y sobrepeso

El sobrepeso y la obesidad consisten en una acumulacion anormal o excesiva de
grasa que puede afectar la salud. Uno de los indicadores de la relacion entre el peso
y la talla que se utiliza para la identificacion del sobrepeso y obesidad es el indice
de masa corporal (IMC) (OMS, 2020). El IMC en una persona se calcula dividiendo
el peso corporal en kilos por el cuadrado de la talla en metros (kg/m?).
Recientemente, también se ha empleado la circunferencia de cintura en diferentes
estudios epidemioldgicos y clinicos con respecto a la obesidad. En el Cuadro 1 se
puede observar una clasificacion del IMC y circunferencia de cintura respecto al

riesgo de comorbilidades en la obesidad.

Cuadro 1. Clasificacion del indice de masa corporal y circunferencia de
cinturay riesgo de comorbilidades relacionadas a la obesidad

IMC (kg/m?) (OMS)
Hombres y mujeres 18.5-24.9 25-29.9 > 30
Clasificacion Peso normal Sobrepeso Obesidad
Riesgo de comorbilidades Bajo Aumentado Alto
Circunferencia de cintura (cm)
Hombres <94 94-101.9 =102
Mujeres <80 80-87.9 =88
Clasificacion Distribucion normal Acumulacion Acumulacion
de grasa central moderada | central alta de
de grasa grasa
Riesgo de comorbilidades Bajo Aumentado Alto

IMC: Indice de Masa Corporal; OMS: Organizacién Mundial de la Salud.
Adaptado de Han y Lean, 2016.

2.1.1 Epidemiologia

De acuerdo a los datos obtenidos en la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(ENSANUT) en el 2018, en México el porcentaje de adultos mayores de 20 afios
con sobrepeso y obesidad fue de 75.2% (39.1% sobrepeso y 36.1% obesidad),
aumentando un 71.3% con respecto al afio 2012. También se identific6 que la
poblacién de 12 a 19 afios mostro sobrepeso en un 24.7% y obesidad en 15%, sobre
todo en localidades urbanas. Finalmente, en ese mismo estudio se estimé que el

22.2% de la poblacion de 0 a 4 afios se identifico con riesgo de sobrepeso.
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2.1.2 Consumo excesivo de bebidas azucaradas como factor de riesgo en la

obesidad

La causa exacta del aumento de peso aun es desconocida, sin embargo, es
probable que surja de una combinacion compleja de factores ambientales .y
genéticos que afectan la forma en que el cuerpo regula el apetito y la velocidad a la
gue convierte los alimentos en energia. No obstante, es un hecho que el exceso de
peso se gana al consumir un exceso de calorias en comparacién con las utilizadas
por el cuerpo, siendo este exceso de calorias almacenado como tejido graso (Jiang
et al., 2016).

Las bebidas azucaradas incluyen principalmente bebidas sin alcohol carbonatadas
0 no, bebidas de frutas y bebidas para deportistas, que contienen una alta cantidad
de calorias y de azucares agregados con bajo aporte nutricional. El consumo de
bebidas azucaradas se ha incrementado en diferentes regiones en las ultimas
décadas y esto representa un problema global de salud publica (Malik, 2017).
Existen estudios que establecen la contribucion de estas bebidas azucaradas en
diferentes enfermedades crdnicas degenerativas como la obesidad, debido al
aumento de peso corporal 'y grasa visceral. En México se estimo que el 12% de las
muertes en adultos por diabetes, enfermedades cardiovasculares y obesidad, se
relacionaron con ‘el ‘consumo excesivo de azucares agregados provenientes

principalmente de bebidas azucaradas (Singh et al., 2015).

2.1.3 Prevencion y tratamiento de la obesidad

Se han implementado algunas medidas de prevencion como la disminucion en la
ingesta de alimentos con alto contenido de azucares refinados, asi como un mayor
consumo de frutas y verduras como fuentes de fibra dietética y nutrimentos
antioxidantes (NOM-043-SSA2-2012). El desarrollo de alimentos benéficos a la
salud se ha centrado en utilizar estas matrices alimentarias para poder aprovechar

sus componentes bioactivos como los compuestos polifenélicos, ya que se han




demostrado sus diferentes efectos anti-obesogénicos (Rodriguez-Pérez et al.,
2019).

2.2 Compuestos polifendlicos y su clasificacion

Existen cerca de 8000 compuestos polifendlicos cominmente encontrados en
frutas, vegetales, semillas, flores y hojas. Se clasifican en &cidos fendlicos y
derivados, flavonoides, taninos, estilbenos, lignanos, quinonas y otros; de acuerdo
al numero de anillos fendlicos y a los elementos que los conforman (Antolak y
Kregiel, 2017).

Los compuestos polifendlicos pueden ser extraibles, los cuales se encuentran como
sobrenadantes derivados de extracciones acuosas-organicas de los alimentos
(Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2015). Los polifenoles extraibles pueden ser
clasificados como polifenoles simples, que son de bajo peso molecular (monémeros
a decameros), los cuales pueden dividirse en estructuras simples como son acidos
fendlicos (libres o esterificados), antocianinas y flavonoides; y en polifenoles
poliméricos, que son estructuras mas complejas que a su vez se subdividen en
proantocianidinas de bajo peso molecular (oligdmeros de catequina y epicatequina
con un grado de polimerizacion entre 2 y 10) y taninos hidrolizables como los

elagitaninos y galotaninos (Arranz et al., 2010).

2.2.1 Compuestos polifendlicos de frutos rojos

Los frutos rojos como la fresa y mora azul son fuentes importantes de compuestos
polifendlicos simples extraibles, principalmente antocianinas, flavonoles vy
flavanoles, seguido de &cidos fendlicos (hidroxibenzoicos e hidroxicinamicos); asi
como de proantocianidinas y taninos hidrolizables (elagitaninos y galotaninos)

(Fotiric et al., 2019), que constituyen los polifenoles poliméricos.

Los residuos generados dentro de la industria de los alimentos presentan
compuestos bioactivos, que aun permanecen después de haber sufrido algun tipo
de procesamiento y por lo tanto pueden ser extraidos, caracterizados y utilizados

por su potencial nutracéutico (Kammerer et al., 2014). Se ha reportado que la




distribucién de polifenoles en frutos rojos consiste en un 10% localizados en la
pulpa, del 28%-35% en la piel del fruto y el 60%-70% en las semillas (Heinonen,
2007). Es por ello que los residuos del proceso de prensa de los frutos rojos que
contienen principalmente remanentes de pulpa, semillas y piel presentan un perfil

importante de estos compuestos polifendlicos (Klavins et al., 2018).

2.2.2 Compuestos polifendlicos en frutos citricos

Los frutos citricos como naranja, mandarina y toronja también.son matrices
alimentarias ricas en compuestos como los flavonoides, siendo las flavanonas las
principales, ademas de flavonas y flavonoles (Muscatello-et al., 2018), que
comprenden los polifenoles extraibles simples. Existen pocos reportes sobre
polifenoles poliméricos en frutos citricos, sin. embargo, se han identificado
proantocianidinas extraibles en residuos de decocciones de frutos citricos de

naranja, mandarina y toronja (Reynoso-Camacho et al., datos no publicados).

De la misma forma, dentro de los residuos de citricos, que principalmente son
cascaras y semillas, se han identificado compuestos bioactivos como polifenoles
(flavonoides, limonoides, flavanonas glicosiladas, y otros) y acidos fendlicos
(Ferreira et al., 2018).

La cantidad de polifenoles poliméricos recuperada en los residuos, asi como de los
polifenoles simples, sugiere que estas matrices pueden ser utilizadas como
ingredientes funcionales, para poder mejorar el perfil fitoquimico de algunos
productos como las bebidas elaboradas a partir de decocciones y/o infusiones. Esto
debido. a que las temperaturas de la decoccion pueden degradar algunos

compuestos termo-sensibles (He et al., 2016).

2.3Efectos benéficos de los frutos rojos sobre la obesidad

2.3.1 Fresa

La fresa es un fruto rico en polifenoles, principalmente antocianinas, acido elagico y
elagitaninos, los cuales tienen propiedades antioxidantes y anti-inflamatorias. Se

han reportado diferentes efectos en el consumo de frutos frescos de fresas,
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extractos, bebidas y subproductos de estas, relacionados con la mejora del perfil
lipidico en suero (Cuadro 2).

Alvarez-Suarez y colaboradores (2014) reportaron un efecto benéfico en el perfil
lipidico de voluntarios sanos que fueron tratados diariamente con 500 g de fresas
durante un mes, reduciendo la concentracion de colesterol total, colesterol LDL
(lipoproteina de baja densidad) y niveles de triglicéridos, mientras que el colesterol
HDL (lipoproteina de alta densidad) se mantuvo sin cambios: Los resultados
obtenidos fueron asociados al contenido de vitamina C (0.17g/dia) y de antocianinas
(307.59 mg/dia), aunque estos efectos no fueron confirmados.

Por otro lado, se administraron diferentes extractos acuosos y etanolicos de fresa
durante 4 semanas en ratas macho con diabetes inducida. Se observo una
disminucion de los niveles de LDL, VLDL (lipoproteinas de muy baja densidad) y
triglicéridos en ratas administradas con extractos acuosos y extractos de agua-
etanol; mientras que, los extractos etandlicos unicamente lograron disminuir LDL
(Mandave et al., 2017). El posible mecanismo de accion que los autores proponen
a estos beneficios es el aumento de la expresion hepatica de PPAR-y (receptor
gamma activado por proliferador de peroxisoma), proteina relacionada a diferentes
vias metabolicas como la homeostasis de carbohidratos y lipidos. La activacion de
PPAR-y estimula la 3-oxidacion de acidos grasos, lo que disminuye el nivel de

triglicéridos en suero.

En un estudio realizado en hombres y mujeres con adiposidad abdominal
modificada y diferentes alteraciones del perfil lipidico, altos niveles de colesterol
total, colesterol LDL y bajos niveles de HDL, se observd que aquellos que
consumieron una bebida de fresa liofilizada (50 g fresa liofilizada) después de 12
semanas lograron disminuir la concentracion de colesterol total y colesterol LDL
(Basu et al., 2014). En este estudio no se asocié el efecto obtenido a algin

compuesto en patrticular.
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Existen reportes del efecto anti-obesogénico de matrices como los residuos
obtenidos del procesamiento de la fresa, conocidos como orujos, constituidos por
cascaras, remanentes de pulpa y semillas. La suplementacion de orujo de fresa
(7.7%) en la dieta de animales alimentados con una dieta alta en fructosa durante 4
semanas, disminuyd la concentracion de triglicéridos y colesterol total (Jaroslawska
et al., 2011). Los autores atribuyen estos efectos no solo a los polifenoles del orujo
de fresa, sino a la fibra soluble presente de la cual se han reportado sus efectos en

el colesterol en higado.

2.3.2 Mora azul

La mora azul es un fruto que ha adquirido especial importancia debido a su alta
capacidad antioxidante atribuida a los compuestos que contiene como el acido
clorogénico, quercetina, kaempferol, proantocianidinas, resveratrol y vitamina C. Se
han realizado algunos estudios con bebidas y extractos a partir de residuos que

evallan el efecto de estos en el peso corporal y en el metabolismo (Cuadro 2).

Istek y Gurbuz (2017) determinaron el efecto de consumo de mora azul en adultos
con sobrepeso y obesidad durante 12 semanas llevando a cabo ademas una terapia
de nutricion médica. La dieta establecida se siguio durante 3 semanas y después
de las siguientes 6 semanas se elimind una fuente de carbohidratos (1 porcion de
fruta) y se agregaron 50 g de moras azules a la dieta. En la semana 12 se observo

una disminucién en sus niveles de colesterol total y LDL.

Respecto a los extractos de mora azul, se evalud la administracion de dos dosis de
extractos; una dosis baja (60 mg/kg peso corporal) y una dosis alta (150 mg/kg peso
corporal) en ratas obesas inducidas con una dieta alta en grasas. Los resultados
mostraron que los extractos disminuyeron el peso corporal en un 8.3% (60 mg/kg)
y 15.8% (150 mg/kg) respecto al grupo control obeso; los niveles de colesterol total
enun 11.5% y 31.5%; asi como los triglicéridos en un 20% y 36% respectivamente
(Song et al., 2013).
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Finalmente, Basu y colaboradores (2010) probaron el efecto de una bebida a base
de mora azul liofilizada sobre la disminucién de factores de riesgo cardiovascular en
hombres y mujeres con sindrome metabdlico. Se administraron 50 g de moras
azules liofilizadas, equivalentes a 350 g de moras azules frescas, que fueron
reconstituidas en 480 mL de agua. Los resultados mostraron una disminucion de la
concentracion de colesterol LDL oxidado (28%) en los sujetos que consumieron la
bebida de mora azul liofilizada con respecto al grupo control. Por otro lado, se
identific6 una disminucion de la presion sistélica (6%) y diastolica (4%). Dichos

efectos observados se asociaron con la presencia de antocianinas.

Los estudios reportados hasta el momento sobre el efecto benéfico de los frutos
rojos de fresa y mora azul en el tratamiento y prevencion de la obesidad se han
centrado en los compuestos polifendlicos extraibles simples, principalmente en las
antocianinas, las cuales son los compuestos mayoritarios. Sin embargo, a pesar del
interés que existe en la actualidad sobre los polifenoles poliméricos en diferentes
matrices alimentarias; el efecto a la salud de frutos de fresa y mora azul, de manera

especifica en la obesidad, no ha sido reportado.




Cuadro 2. Efectos benéficos de los frutos rojos sobre la obesidad

Matriz

Fresa

Mora azul

Referencia

Fruto

500 g fresa fresca en un
tratamiento de 4 semanas
disminuyen colesterol
total, LDL, triglicéridos en
voluntarios sanos?.

Extractos acuosos y de
etanol-agua de fruto en un
tratamiento de 4 semanas

disminuyen LDL, VLDL y
triglicéridos en ratas
diabéticas?.

50 g de moras azules
consumidas por adultos con
sobrepeso y obesidad
durante 12 semanas
disminuyeron la
concentracion de colesterol
total y LDL®.

Bebida*

50 g de fresa liofilizada
resuspendida en agua
disminuye colesterol total
y LDL en sujetos con
factores de riesgo
cardiovascular después
de 12 semanas de
tratamiento®.

480 mL de bebida de mora
azul durante 8 semanas de
tratamiento disminuyeron el
colesterol LDL oxidado, asi
como la presion sistélica y
diastolica en sujetos con
sindrome metabolico®.

Subproducto

Suplementacién de 7.7%
de orujo de fresa por 4
semanas disminuyo6
triglicéridos y colesterol
total.en animales con
dieta alta en fructosa®.

Extractos de cascaras de
mora azul administrados por
5 semanas en ratas obesas

inducidas (60 mg/kg y 150
mg/kg) disminuyeron el peso

corporal y la concentracion de

colesterol total y triglicéridos
con respecto al control
obeso’.

1. Alvarez-Suarez et
al., 2014.

2. Mandave et al.,
2017.

3. Basu et al., 2014.

4 Jaroslawska et al.,
2011.

5. Istek y Gurbuz,
2017.

6. Basu et al., 2010.

*Fruto liofilizado resuspendido en agua

2.4Efectos benéficos de los frutos citricos en la obesidad

2.4.1 Naranja

Los frutos citricos han sido reconocidos por su valor nutricional y propiedades

antioxidantes, especialmente de las naranjas, las cuales son abundantes en

vitaminas, antioxidantes y minerales que aportan diferentes beneficios a la salud.

Algunos de los principales polifenoles encontrados en naranjas son flavonoides

como neohesperedina, naringina, hesperedina, limoneno, tangeretina, entre otros




(Selvamuthukumaran et al., 2017). La mayoria de los estudios relacionados con el
tratamiento y prevencion de la obesidad se han enfocado en extractos del fruto
entero y en el jugo obtenido del mismo, sin embargo, también se ha estudiado el
efecto benéfico a la salud de algunos subproductos obtenidos como las cascaras
(Cuadro 3).

La administracion de un extracto etandlico (80%) liofilizado de naranja amarga en
ratones con obesidad inducida con una dieta alta en grasa, administrado en una
dosis de 100 mg/kg/dia, disminuy6 el peso corporal, el peso de tejido adiposo y el
colesterol total en suero respecto al grupo control (Park et al.; 2019). En este estudio
se identificaron a partir de un analisis de HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucién) naringina y neohesperidina, los cuales presentan efectos anti
adipogénicos o anti obesogénicos, por lo que los autores los asocian como los

posibles responsables de los resultados encontrados.

Por otro lado, Escudero y colaboradores (2016) determinaron los beneficios de una
bebida de naranja con altas concentraciones de compuestos bioactivos (flavanonas,
carotenoides, melatonina y acido ascorbico) y una baja cantidad de alcohol (<1%,
v/v) sobre parametros metabadlicos a través de la modulacion del perfil lipidico en un
modelo de ratones obesos inducidos con dieta alta en grasa. Los resultados
mostraron una disminuciéon del 13 % al 28 % del peso de tejido adiposo visceral y

de triglicéridos en suero, con respecto al grupo control obeso.

Debido al interés que existe por el aprovechamiento de los residuos obtenidos en el
procesamiento de naranjas para la elaboracion de jugo, se han reportado algunos
efectos anti obesogénicos de los compuestos bioactivos presentes principalmente
en cascaras. En pacientes con obesidad tratados con un pellet de cascara de
naranja deshidratada, se observé una disminucién del IMC, niveles de colesterol

total, colesterol LDL vy triglicéridos (Kang et al., 2018).
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2.4.2 Mandarina

Las caracterizaciones fitoquimicas, asi como la evaluacion de los efectos biolégicos
en los frutos citricos, jugos y sus residuos, se ha realizado principalmente en
naranjas y limones. Sin embargo, la mandarina en los dltimos afios ha tomado
interés debido al aumento de su demanda de consumo en fresco y en productos

procesados como jugos (Esparza-Martinez et al., 2016).

Los reportes hasta el momento relacionados con los efectos de la mandarina sobre
la obesidad se han realizado Unicamente en extractos preparados a partir del fruto
completo o en sus céscaras, enfocados en los compuestos polifenélicos extraibles

simples (Cuadro 3).

En un estudio donde se administré un extracto etandlico de mandarina verde (75
mg/kg/dia) a un grupo de ratones alimentados con una dieta alta en grasa, se
identifico la disminucion de peso de tejido adiposo blanco y del tamafio de los
adipocitos. El compuesto asociado a los efectos encontrados en este experimento
fue la hesperidina, una flavanona que fue el compuesto mas abundante en el

extracto de mandarina verde (Kim et al., 2018).

Un extracto etandlico liofilizado de cascara de mandarina se administré durante 6
semanas a un grupo de ratones db/db con diabetes tipo 2 inducida. Los resultados
mostraron una disminucion de ganancia de peso corporal y del tejido adiposo blanco
total en los animales tratados con el extracto de mandarina con respecto a los
grupos control (Park et al., 2013). Los efectos encontrados en la aplicacion del
extracto en estudio fueron relacionados con la hesperidina, que fue el principal
flavonoide encontrado, del cual se ha reportado su acciéon en la mejora de los

perfiles lipidicos en otros estudios.

A pesar de los estudios ya reportados sobre los efectos benéficos de la mandarina
sobre la obesidad, aun no se han realizado investigaciones sobre la suplementacion
de alguna bebida elaborada a partir de la misma en el tratamiento y prevencion de

esta enfermedad dentro de un modelo in vivo.
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2.4.3 Toronja

Existen evidencias sobre los beneficios de la toronja en la salud cardiovascular y en
sus diferentes factores de riesgo como la obesidad. Entre los principales
compuestos polifendlicos encontrados en la toronja, esta la naringina, que es la
flavanona mas abundante. Este compuesto ha mostrado actividades anti
inflamatorias y antioxidantes importantes (Razavi y Hosseinzadeh, 2019). Se han
reportado diferentes estudios que avalan los beneficios de este fruto en el control
de la obesidad (Cuadro 3).

Dow y colaboradores (2012) determinaron el efecto de consumo de la toronja en la
reduccion de peso corporal y presion sanguinea y su mejora en el perfil lipidico de
adultos con sobrepeso. Los participantes consumieron una rebanada de toronja
fresca 3 veces al dia durante 6 semanas. Después del tratamiento, los participantes
gue consumieron la toronja fresca tuvieron una ligera disminucion de peso corporal
y circunferencia de cintura, asi como una reduccion significativa en la presion
sanguinea sistolica comparado con los valores basales. Ademas, se identificé una
disminucion significativa en los valores de colesterol y LDL comparado con los

valores basales.

Otro estudio evalué en adultos obesos el efecto de consumo de jugo de toronja
antes del desayuno, comida y cena, después de completar una fase de restriccion
calorica de 2 semanas. Se observo una pérdida de peso con respecto al peso basal,
disminuyendo ademas el IMC y una reduccién de circunferencia de cintura, ademas
se incrementaron los niveles de colesterol HDL. Una posible explicacion que los
autores dan a este ultimo efecto encontrado fue el aumento de la actividad
antioxidante de una mayor ingesta de vitamina C y/o flavonoides, siendo el
mayoritario la naringina, presente en el jugo de toronja. Sin embargo, la actividad

antioxidante no fue medida en el estudio (Silver et al., 2011).
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Cuadro 3. Efectos benéficos de los frutos citricos sobre la obesidad

Matriz Naranja Mandarina Toronja Referencias
Extracto  etandlico CR;?;ET?%Z geve?ergmj
obesos (100/mg/kg) | administrado en Zobrepse:r?]:neasspues gi
después de 8 | ratas obesas (75 . .
tratamiento logré6 una
Fruto sémanas de | mg/kg) durant,e 10 ligera disminucion de
tratamiento, semanas logr6 una 2so corporal
disminuy6d el peso | reduccion de peso Eircunferencig dg
corporal, peso de |de tejido adiposo cintura, y reduccion
tejido  adiposo  y b'?”co. Y ?rado de significativa de presion | 1. Park et al., 2019.
colesterol total en | adiposidad®. o
suerot sistélica .y colesterol
) total®. 2. Escudero et al.,
250  mL/dia  de 127 g de jugo de toronja | 2016.
bebida de narania administrados como
(J, precarga densa de baja | 3. Kang et al., 2018.
:;ggﬁ;;a%?‘ rat(c?nle/so energia en adultos
. obesos durante 12 | 4.Kim etal., 2018.
obesos después de semanas reduieron
Bebida 12 semanas de )
LoD T peso corporal, IMC y | 5. Parketal., 2013.
consumo dlsmlny_yo circunferencia de
gZiSOoso d\?iscertaefldo cintura. Ademas, la | 6.Dow etal., 2012.
tri ﬁcéri dos ez concentracion de HDL
Igsmaz aumento 7. Silver et al., 2011.
P ) significativamente’.
Pellets de cascara Extracto  etandlico | La suplementacién al | 8. Ding et al., 2013.
de o MY liofilizado de cascara | 1% de una dieta alta en
administrados én de mandarina se | grasa con extractos
acientes. obesos administro durante 6 | etandlicos de cascara
P semanas (2g/100 g | de toronja después de 8
por -4 semanas - A o
Subproducto | T . ' | dieta estandar) en | semanas disminuyeron
disminuyeron el

IMC, peso corporal,
niveles de LDL,
colesterol total vy
triglicéridos?.

ratos diabéticos vy
logr6 una reduccién
de peso corporal y
tejido adiposo
blanco®.

el peso corporal de
ratones obesos, asi
como la concentracién
de colesterol total y
triglicéridos en higado®,
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Finalmente, un extracto etandlico de cdscaras de 4 variedades de toronja (1%) fue
administrado a ratones obesos inducidos con una dieta alta en grasa. Se reporto
gque dos variedades de toronja (“Liangpinyou” y “Wubuyou”) lograron una
disminucion significativa del peso corporal, colesterol total y triglicéridos en higado.
Las variedades que mostraron mejores efectos presentaban un contenido mayor-de
flavonoides con respecto a las otras variedades, por lo que los autores atribuyen
estos perfiles de compuestos bioactivos como los responsables de los beneficios
encontrados, principalmente a la hesperedina y naringina (Ding et al., 2013). Los
compuestos polifendlicos extraibles poliméricos que se han reportado en algunos
frutos citricos han sido poco estudiados en relacion ‘a los' efectos benéficos en
enfermedades como la obesidad. La mayoria de estos estudios han asociado los

beneficios a la presencia de compuestos polifendlicos simples como los flavonoides.

Debido al aumento de enfermedades crénicas como el sobrepeso y la obesidad en
la poblacién, la industria de los alimentos ha buscado desarrollar productos
funcionales que puedan disminuir la prevalencia de estos padecimientos, tales
como las bebidas funcionales, las cuales pueden aportar diferentes beneficios para

la salud.

2.5Bebidas funcionales

Las bebidas funcionales son alimentos que contienen compuestos que aportan
diferentes beneficios a la salud del consumidor y representan una alternativa de facil
adquisicion y.consumo. Las bebidas mas consumidas en el mundo son las bebidas
tipo ‘té, las cuales son consideradas como bebidas funcionales, debido a las
propiedades benéficas de las plantas y frutos que se utilizan para su elaboracion.
Las dos formas mas comunes de preparacion de bebidas tipo té es por medio de
infusiones y decocciones, siendo la decoccidn el método mas comun y efectivo para
una mejor extraccion de moléculas simples y complejas como los compuestos
fendlicos (Carocho et al., 2015). La decoccién es un proceso convencional de
extraccion que consiste en la ebullicion de material vegetal en agua, permitiendo la

extraccion de compuestos solubles en agua como los polifenoles (Rodino y Butu,
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2019). De acuerdo con las estadisticas, el mercado global de polifenoles presenta
a las bebidas funcionales como una de las principales aplicaciones de estos
compuestos bioactivos, logrando que este tipo de bebidas puedan ser sustitutos de
otras bebidas no alcohdlicas (Grand View Research, 2019).

Los compuestos polifendlicos provenientes de los frutos como los rojos y. citricos
han sido utilizados como componentes principales en la elaboracién de bebidas
funcionales en un 44 %, ya que ademas de los beneficios que se han demostrado
de los mismos, los frutos aportan sabores atractivos para las personas de todas las
edades y son percibidos como productos saludables y refrescantes (Adebooye et
al., 2018).

Los compuestos polifendlicos presentes en. diferentes residuos obtenidos del
procesamiento de los alimentos han tomado interés para el desarrollo de nuevos
productos que puedan otorgar mayores beneficios a la salud. Con el propoésito de
obtener fuentes ricas en compuestos bioactivos al menor costo posible, los residuos
generados dentro del procesamiento.industrial de jugos de frutas y decocciones se
han convertido en una opcion para la elaboracion de bebidas funcionales (Puiggros
et al., 2017), como el uso de orujo de uva para enriquecer los compuestos
polifendlicos de un jugo de uva (Aguilar et al., 2018) o el orujo de grosella negra

para una bebida lactea (Ni et al., 2018).
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3. JUSTIFICACION

En México, el numero de casos de personas con sobrepeso y obesidad ha
aumentado, siendo el consumo excesivo de calorias provenientes de bebidas
azucaradas, una de las causas principales de estos padecimientos. Existen diversas
estrategias enfocadas en la prevencién de la obesidad, como la disminucién en la
ingesta de alimentos con alto contenido de azucares refinados, asi como un mayor
consumo de frutas como fuentes de fibra dietética y de compuestos bioactivos como
los polifenoles. Se han reportado diferentes beneficios de estos compuestos
polifendlicos en el tratamiento de la obesidad y sus complicaciones, sobre todo de
aquellos que se encuentran en frutos rojos como fresa y mora azul, y en frutos
citricos como naranja, mandarina y toronja. Las investigaciones en dichos frutos se
han realizado en matrices como frutos enteros, extractos, bebidas y residuos
generados a partir de la elaboracion de jugos; sin embargo, la mayoria de ellos se
han enfocado en los compuestos polifendlicos simples como antocianinas,
flavonoides y acidos fendlicos. Cabe destacar que, dichos frutos también contienen
polifenoles poliméricos como las proantocianidinas y taninos hidrolizables, los

cuales han sido poco estudiados respecto a sus beneficios a la salud.

Por lo tanto, para aprovechar los compuestos bioactivos de estos frutos, se pueden
desarrollar bebidas a partir de procesos de extraccion como las decocciones, que
permiten extraer una mayor cantidad de compuestos polifendlicos de estas
matrices, principalmente polifenoles simples. En este proceso, se obtienen residuos
como remanentes de pulpa y cascaras, que pueden ser aprovechados por contener
en su_mayoria polifenoles poliméricos que se sabe que aportan beneficios en el
control de la obesidad. Por lo que en el presente proyecto se pretende elaborar
bebidas a partir de decocciones de frutos rojos como fresa y mora azul, asi como
de frutos citricos como naranja, mandarina y toronja, que sean enriguecidas con
compuestos polifendlicos tanto simples como poliméricos provenientes de los
residuos de las decocciones y evaluar su efecto en el control de la obesidad en un

modelo in vivo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Elaborar bebidas enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos extraibles de
decocciones y sus residuos de frutos rojos y citricos para evaluar su efecto in vivo

en el control de la obesidad.

4.2 Objetivos especificos
Determinar las caracteristicas fisicas, quimicas, fitoquimicas y sensoriales de las

decocciones de frutos rojos y citricos.

Desarrollar diferentes formulaciones de bebidas con las decocciones de frutos rojos

y citricos y evaluar su aceptabilidad sensorial.

Determinar las condiciones de extraccion para obtener la mayor cantidad de
compuestos polifendlicos simples y poliméricos extraibles a partir de los residuos

de las decocciones.

Desarrollar diferentes bebidas enriquecidas con los residuos de las decocciones y
cuantificar sus propiedades fisicas, quimicas y contenido de compuestos

polifendlicos simples y poliméricos.

Evaluar el efecto de las bebidas enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos

extraibles seleccionadas en un modelo de obesidad inducido con dieta.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Materiales

5.1.1 Material vegetal

Se utilizaron frutos rojos de fresa (Fragaria) y mora azul (Vaccinium corymbosum),
asi como frutos citricos de naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata) y
toronja (Citrus paradisi), los cuales fueron donados por agricultores locales de los
estados de Michoacan y Guanajuato.

5.1.2 Material biolégico

Se utilizaron 80 ratas de la cepa Wistar machos de 160-180 g de peso corporal. Los
animales se adquirieron en el bioterio del Instituto de Neurobiologia de la UNAM,
Campus Juriquilla, disefiandose los experimentos de acuerdo al protocolo de
Cuidado y Uso de Animales de la Universidad Autonoma de Querétaro, siguiendo
los lineamientos estipulados en la NOM-062-Z0O0-1999.

5.2 Métodos
En la Figura 1 se muestra el esqguema de experimentacion llevado a cabo en el

proyecto de investigacion.

5.2.1 Elaboracion de decocciones de frutos rojos y citricos y procesamiento
de sus residuos

Los frutos rojos se cortaron en rebanadas de 0.5 cm de espesor, mientras que los
citricos se cortaron en rebanadas de 1 cm. Posteriormente, las rebanadas se
secaron en un horno de circulacion de aire forzado (Binder, BF 400) a 45 °C de 48
a 72 h. Para la preparaciéon de las decocciones se tomaron 50 g de cada fruta seca
y.Sse sometieron a un proceso de extraccion con 1000 mL de agua a 95 °C con
agitacion constante durante 15 min. Finalmente, las decocciones se filtraron y se
ajustaron a un volumen de 1000 mL. Los residuos de las decocciones se secaron a

45 °C durante 48 h y a continuacion se molieron en un procesador de alimentos.
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(95 °C, 15 min)

Caracterizacion
B Fisicoquimica
&+ Fitoquimica

&& Sensorial

con decocciones de frutos rojos y

Residuos de decoccién
Secado (45 °C, 48 h)
Molido

Extraccion de compuestos polifenélicos

polifenoles

un modelo in vivo de
obesidad

Extractos de residuos con

poliméricos extraibles

Evaluacién de bebidas en :J] . ' .

> Elaboracion de bebidas control

citricos

; . J Prueba de
AN

‘ aceptabilidad sensorial

= ==  Elaboracion de

T
= bebidas
enriquecidas con
extractos de
. residuos

Prueba de
|:> ' . ;-% comparacion de
e ‘ pares para bebidas

enriquecidas

simples y

Caracterizacion:

o
B Fisicoguimica

714' Fitoquimica

Figura 1. Esquema de experimentacién general

—

19

—t



5.2.2 Caracterizacion de las propiedades fisicas y quimicas de las
decocciones de frutos rojos y citricos

a) Color

Los parametros de color se determinaron con un espectrofotometro  para
microplacas (Thermo Scientific). Se colocaron 300 yL de cada muestra y se realizé
una medicion de las absorbancias en una longitud de onda de 380 nm-780 nm con
una resolucion de 1 nm. Los datos obtenidos se procesaron en el software
ColorBySpectra (de acuerdo a observador estandar CIE 1964, distribucién espectral
del iluminante D65 y un angulo de visiébn de 10°), donde se obtuvieron los
parametros del sistema CIE que fueron L* que indica la luminosidad (L*= 0O indica
negro y L*=100 indica blanco), a* la coloracion rojo-verde (valores negativos indican
verde y positivos rojos) y b* la coloracion amarillo-azul (valores negativos indican

azul y positivos indican amarillo) (Tang y Giusti, 2018; Cheng et al., 2019).
b) pH

El pH se determind a partir de la metodologia descrita en la NMX-F-317-S-1978
para la determinacion de pH en alimentos con un potenciometro con electrodo de
vidrio (Horiba F-74BW).

c) Acidez titulable

La acidez titulable se realizé a partir de la metodologia oficial de la AOAC 942.15
para la determinacion de acidez titulable en productos de frutas por método
potenciométrico. Se titularon 10 mL de cada muestra con una solucion de NaOH 0.1
M estandarizada hasta lograr un pH de 8.1. Se registr6 el volumen total utilizado en
la titulacién. El porcentaje de acidez titulable se estim6 a partir de la siguiente
ecuacion:

% Acidez titulable= ("N“OH()C" (MN;‘;”( 3/ ad (Fé”'d;’ citrico) 1 1009,
NaOH muestra

Donde:
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Vnaon: Volumen de gasto de la solucion de NaOH estandarizada (mL)

Myqon: Concentracion molar de la solucién de NaOH estandarizada

Ficido citrico: factor de conversion de equivalencia de 1 mL de NaOH 0.1 M del
acido mayoritario de la muestra. Acido citrico anhidro (0.006404)

Cnaon: Concentracion molar ideal de la solucion de NaOH (0.1M)

Viuestra: volumen de la muestra (mlL)
d) Grados Brix

La concentracion de solidos solubles totales se determind por la metodologia
descrita en el método oficial de la AOAC 932.12 para solidos solubles en frutas y

productos de frutas, utilizando un refractometro (Hanna Instruments HI 96801).

5.2.3 Caracterizacion fitoquimica de las decocciones de frutos rojos y citricos

5.2.3.1 Cuantificacion de compuestos polifendlicos extraibles simples

a) Fenoles totales

Se diluyeron 200 uL de decoccion y 800 uL de agua destilada. Una alicuota de 20
ML de esta solucion se mezclé con 30 pL de agua destilada, 25 yL del reactivo de
Folin Cicalteu 1'N y 125 pL de Na2COs (20%). Se dejo reposar la mezcla en
obscuridad a temperatura ambiente durante 30 min y se midieron las absorbancias
a 765 nm en un espectrofotometro para microplacas (Thermo Scientific). La
cuantificacion de polifenoles totales se realiz6 de acuerdo con una curva estandar
de acido galico y los resultados se expresaron como mg equivalentes de acido

galico por mL de decoccion (Singleton et al., 1999).
b) Flavonoides totales

Se determinaron de acuerdo con la metodologia reportada por Oomah vy

colaboradores (2005). A una alicuota de 50 pyL de decoccion se le agregaron 180
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ML de agua destilada y 20 uL de una solucién de 2-aminoetil difenil borato (10g/L)
en solucion metandlica. Posteriormente se leyd a una absorbancia de 404 nm en un
espectrofotometro para microplacas (Thermo Scientific). Se realiz6 una curva de
calibracién de rutina (1 mg/mL) disuelta en etanol y los resultados se expresaron
como mg eq de rutina/mL de decoccion.

c) Antocianinas totales

Se diluyeron 50 uL de decoccién con 175 pyL de cada una de las soluciones
amortiguadoras (cloruro de potasio 0.025 M, pH 1y acetato de sodio 0.4 M, pH 4.5).
Posteriormente se midieron sus absorbancias a 510 nm y 700 nm considerando
ambos pH en un espectrofotometro para microplacas (Thermo Scientific) (Giusti y
Wrolstad 2001). Los resultados se expresaron como mg de cianidina-3-O-glucoésido/

mL de decoccion a partir de las siguientes ecuaciones:

Absorbancia total = (AbSs1o nm — AbS700 nm)pr 1.0 — (AbSs10 nm — AbS700 nm)pH 4.5

Absorbancia total+*1000*PM*FD
exd

Antocianinas totales =

Donde:

Abs: Absorbancia
PM: Peso molecular de cianidina — 3 — O — glucésido (448.8 %)

FD: Factor de dilucién

e: Coeficiente de extincion molar de cianidina — 3 — 0 — glucé6sido (26900

)

mol-cm

d:distancia (1 cm)

5.2.3.2 Cuantificacién de compuestos polifendlicos extraibles poliméricos

a) Proantocianidinas totales

El contenido de proantocianidinas en las decocciones se determind a partir de la
metodologia de vanillina-HCI descrita por Zielinski y Haminiuk (2018). A una alicuota

de 200 pL de muestra se le adicionaron 1.2 mL de vanillina (4%, p/v vanillina en
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metanol). Después de agitarse, se le adicionaron 600 uL de HCI concentrado y se
agitaron. Finalmente, la solucion se guardd en oscuridad por 15 min y se midié su
absorbancia a 500 nm utilizando un espectrofotometro para microplacas (Thermo
Scientific). Se utilizé una curva estandar de catequina. Los resultados se expresaron
como mg eq de catequina/mL de decoccion.

5.2.4 Caracterizacién sensorial de las decocciones de frutos rojos.y citricos

Para identificar el perfil de sabores en las decocciones en estudio, se realizé una
prueba de perfilado sensorial CATA (Check-all-that-apply). Esta prueba consistio en
proporcionar a los participantes 25 mL de cada decoccién (4 °C) de fresa, mora azul,
naranja, mandarina y toronja, y entre cada degustacion identificar y marcar en un
listado ya proporcionado, cuales eran los sabores que se encontraban en cada
decoccion (Varela y Ares, 2012). Los sabores evaluados fueron dulce, amargo,
acido y astringente. Para esta evaluacion se utilizé un panel no entrenado de 45
estudiantes de la Universidad Auténoma de Querétaro de 20 a 35 afios, llevandose
a cabo en las instalaciones del laboratorio de analisis sensorial del Centro
Académico de Innovacion y Desarrollo de Productos del Estado de Querétaro
(CAIDEP), de la misma universidad. A cada participante se le dio a conocer el
consentimiento informado correspondiente, aprobado por el Comité de Bioética de

la Facultad de Quimica.

5.2.5 Elaboracion de bebidas a partir de las decocciones de frutos rojos y
citricos (bebidas control)

Se elaboraron 6 bebidas diferentes: naranja-fresa, mandarina-fresa, toronja-fresa y
naranja-mora azul, mandarina-mora azul y toronja-mora azul, utilizando una
proporcién de fruto rojo: citrico 80:20 v/v. Para las bebidas de fresa con un citrico
se utilizaron 4.5% de sacarosa como endulzante y 1% de &cido citrico (1%) como
regulador de pH; mientras que, para las bebidas de mora azul con un citrico 5.1%y
2%, respectivamente. Posteriormente se sometieron a una pasteurizacion de 73 °C

por 15 s.
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5.2.6 Prueba de aceptabilidad de sabor para bebidas control de frutos rojos y
citricos

Se evaluaron las 6 bebidas diferentes en un panel sensorial no entrenado de 50
estudiantes de la Universidad Autbnoma de Querétaro con un rango de edad de 20
a 35 afios, en las instalaciones del CAIDEP, dandose a conocer el consentimiento
informado correspondiente a cada participante. La prueba consistié en dar a los
participantes 25 mL de cada bebida a 4 °C, las cuales se evaluaron con una escala
heddnica de 5 puntos desde 1= me disgusta mucho hasta 5= me gusta mucho con
respecto al sabor (Lawless y Heymann, 2010).

5.2.7 Estudio de las condiciones de extraccion de polifenoles totales de
residuos de decoccidn de frutos rojos y citricos

Para poder identificar las condiciones de_ mayor extraccion de compuestos
polifendlicos en los residuos en polvo de las decocciones, se estudiaron tres
factores de extraccion con dos niveles cada uno: temperatura (25 °C, 60 °C),
concentracion de residuo (1%, 5%) y tiempo de agitacion (1 h, 7 h), como se observa
en el Cuadro 4. Para este proceso se utilizé una solucion de etanol (50%), debido a
gue el etanol es un solvente organico de grado alimenticio empleado en diferentes
extracciones de compuestos polifendlicos (Turkmen et al., 2006). Las variables de
respuesta determinadas fueron fenoles totales y proantocianidinas extraibles, cuyas
metodologias se describieron en los apartados 5.2.3.2 y 5.2.3.3. Estas condiciones
se establecieron de acuerdo con lo reportado en la literatura sobre la extraccion de
compuestos bioactivos de residuos de frutas (Kosmala et al., 2014; Struck et al.,
2016). Finalmente, después del proceso de extraccion con la temperatura,
concentracion y tiempo correspondientes, los extractos se centrifugaron a 3060 x ¢
a -20 °C por 10 min (Vatai et al., 2009). Para poder eliminar el etanol del extracto,

se empled un Rotavapor Buchi R-114 en un bafio de agua a 45 °C
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Cuadro 4. Factores y niveles de la extraccién de compuestos fendlicos totales
y proantocianidinas extraibles de los residuos de decoccidn de frutos rojos y
citricos

Factores/Niveles -1 1
Temperatura de extraccion (°C) 25 60
Tiempo (h) 1 7
Concentracioén de residuo (%) 1 5

De acuerdo con los resultados obtenidos, fue necesario aplicar otros niveles de los
factores evaluados (Cuadro 5) con la metodologia previamente descrita, que
permitieran obtener una mayor concentracion de los fenoles totales. Ademas, se
midieron adicionalmente antocianinas totales, cuya determinacion esta descrita en
el apartado 5.2.3.2, ya que las proantocianidinas extraibles no fueron
estadisticamente significativas en las condiciones aplicadas en el primer disefo

experimental.

Cuadro 5. Factores y niveles de extraccion de compuestos fendélicos y
antocianinas totales de los residuos de decoccién de frutos rojos y citricos

Factores/Niveles -1 1
Temperatura de extraccion (°C) 25 80
Tiempo (h) 1 5
Concentracién de residuo (%) 1 3

A partir de los resultados obtenidos se eligieron las condiciones que permitieron
obtener la mayor cantidad de compuestos fendlicos y antocianinas totales en los
extractos de residuos de decoccion. Posteriormente, se elaboraron las bebidas
control y las bebidas enriquecidas con los extractos de los residuos
correspondientes.

De acuerdo con los resultados, los cuales se explicaran a detalle mas adelante, se
elaboraron bebidas con las decocciones y residuos Unicamente de los frutos rojos

de fresa y mora azul, descartando los citricos.
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5.2.8 Elaboracién de bebidas control y enriquecidas de las decocciones de

fresay mora azul

5.2.8.1 Bebidas control de fresa, mora azul y fresa-mora azul

Se elaboraron tres bebidas diferentes: fresa (100%), mora azul (100%) y fresa-mora
azul (50:50 v/v). utilizando sucralosa (2%) y acesulfame (2%) como edulcorantes no
caldricos, acido citrico (1%) como regulador de pH y sorbato de potasio (1%) como
conservador. Cabe mencionar que estos aditivos se adicionaron siguiendo los
limites permitidos para bebidas no alcohdlicas de acuerdo a la NOM-218-SSA1-
2011. Las diferentes formulaciones para cada bebida se muestran en el Cuadro 6.

Finalmente, las bebidas fueron pasteurizadas a 73 °C durante 15 s.

Cuadro 6. Formulaciones de bebidas control de fresa, mora azul y fresa-mora

azul
Bebida Aditivos* )
Sorbato de potasio (1%) | Sucralosa (2%) | Acesulfame (2%) | Acido citrico (1%)
Fresa
Mora azul 50 mg/L 50 mg/L 50 mg/L 150 mg/L
Fresa-Mora azul 35 mg/L 35 mg/L

*Los datos mostrados en la tabla se expresan por cada 1000 mL de bebida correspondiente

5.2.8.2 Bebidas enriquecidas con extractos de residuos de decoccion de fresa
y mora azul
En los extractos de los residuos se identificaron sabores astringentes y amargos
gue podrian influir en la poca aceptacion sensorial en las bebidas desarrolladas. Por
lo tanto, se elaboraron bebidas con dos porcentajes de extracto de residuo
adicionados (10% y 15%) a las bebidas control, para realizar una prueba de
comparaciéon de pares y conocer si los panelistas tenian preferencia hacia alguna
bebida en particular. Los aditivos utilizados en las bebidas con anterioridad se
modificaron debido al cambio de sabor que presentaron las bebidas al adicionarse
los extractos de residuos de decoccion correspondientes. Del mismo modo, las

bebidas fueron pasteurizadas a 73 °C durante 15 s.
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5.2.8.3 Prueba de comparacion de pares para bebidas enriquecidas con
extractos de residuos de decocciones

La prueba de comparacion de pares se realizé con un panel no entrenado de 45
estudiantes de la Universidad Autbnoma de Querétaro con un rango de edad de 20
a 35 afios, en las instalaciones del laboratorio de analisis sensorial CAIDEP,
dandose a cada estudiante el consentimiento informado correspondiente. La prueba
consistio en dar a probar 3 pares de muestras de 30 mL de bebidas de fresa, mora
azul y fresa-mora azul (4 °C), donde cada evaluador eligié la de-mayor agrado con
respecto a su sabor (Lawless y Heymann, 2010).

5.2.9 Caracterizacion de las propiedades fisicas, quimicas y fitoquimicas de
las bebidas control y las bebidas enriquecidas de fresay mora azul

5.2.9.1 Caracterizacion fisicay quimica

Las determinaciones de color, pH, acidez titulable y grados Brix se realizaron de

acuerdo con las metodologias descritas previamente en el apartado 5.2.2.

5.2.9.2 Caracterizacion fitoquimica

La determinacion de compuestos polifenolicos simples y poliméricos extraibles de
las bebidas correspondientes se llevo a cabo con las metodologias descritas en los
apartados 5.2.3.2 y 5.2.3.3.

5.2.10 Evaluacién del efecto de las bebidas enriquecidas con polifenoles

simples y polimeéricos extraibles sobre la obesidad en un modelo animal

5.2.10.1 Induccion de obesidad y administracion de tratamientos

Los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de humedad (50 + 10%),
temperatura (23 + 2 °C), ciclos luz/oscuridad (12/12 h) y ventilacién constante de
acuerdo con la NOM-062-Z00-1999. Se colocaron 2 ratas por jaulas, identificadas
respectivamente, correspondiendo cada jaula a una unidad experimental. Los
animales se sometieron a una semana de aclimatacion, donde se alimentaron de
una dieta estandar de croqueta comercial de la marca Rodent Laboratory Rodent

Diet 5001. Después de la semana de aclimatacion, los animales se clasificaron
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aleatoriamente en 8 grupos con 10 animales cada uno. Posteriormente, se
sometieron a 18 semanas de tratamiento, donde se incluyd un grupo control sano,
gue fue alimentado con una dieta estandar (DE), un grupo control obeso, alimentado
con una dieta alta en grasa y fructosa (DAGF), 3 grupos de ratas alimentados con
DAGF + una bebida control (fresa, mora azul o fresa-mora azul) y 3 grupos de ratas
alimentados con DAGF + una bebida enriquecida con extracto de residuo de
decoccion (fresa, mora azul o fresa-mora azul) (Figura 2). La composicion
nutrimental de la DE y DAGF se muestra en el Cuadro 7. Los animales del grupo
control sano y obeso consumieron agua ad libitum; mientras que, los grupos con
tratamiento consumieron cada 12 horas la bebida control' o enriquecida segun

correspondiera.

Grupo Control Bebida de fresa control
sano
DE + Agua -
Grupos Bebida de mora azul control
obesos con
Grupo Control bebidas
obeso | control
DAGF + Agua | Bebida de fresa-mora azul control
Distribucion de N 0.0
grupos de . . .
experimentacion Grupos obesos Bebida de fresa enriquecida
DAGF + Bebida bebidas

I\ enriquecidas

Bebida de mora azul enriquecida

Bebida de fresa-mora azul enriquecida

Figura 2. Distribucién de grupos de experimentacion del modelo in vivo
DE: dieta estandar; DAGF: dieta alta en grasa y fructosa.

28

—
| —



Cuadro 7. Contenido nutrimental de dietas aplicadas en el modelo biologico

Nutrientes Dieta estandar (DE) Dieta altaen grasay
fructosa (DAGF)
Proteinas 25% 15.4%
Carbohidratos 52.8% 50.6%
-Fructosa 0% 18.0%
Lipidos 11.4% 27.0%
-Saturados 0% 20.0%
Minerales 7% 4.3%
Vitaminas 7% 4.3%

5.2.10.2 Evaluacion del control de la obesidad

a) Control de peso, consumo de alimento y consumo de bebida
El peso corporal se monitoredé semanalmente, asi como el registro del consumo de

alimento y bebida 2 veces a la semana de todos los grupos.
b) Parametros fisicos en los animales

Se tomaron mediciones fisicas-.cada 15 dias. Las mediciones correspondientes a la
circunferencia abdominal, ‘circunferencia toracica y la longitud (nasal-anal) se
realizaron con una cinta métrica (Figura 3). A partir de estas mediciones se

realizaron los calculos correspondientes al IMC, indice de Lee, tasa de ganancia de
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peso corporal e ingesta de energia (Novelli et al., 2007), cuyas ecuaciones se
observan en el Cuadro 8.

Circunferenciatoréacica

Longitud

Circunferencia abdominal

Figura 3. Parametros fisicos en.modelo in vivo

Cuadro 8. Determinaciones de evaluacion del control de la obesidad

Parametro Determinacion
. eso corporal
Indice de masa corporal (IMC) IMC = P - d (9)
longitud (cm?)
3
indice de Lee (IL) IL = Vpeso corporal (g)x10
longitud (mm)
TC = dM
-~ Mdt
Tasa de ganancia de peso corporal (TG)
Donde: dM:dt =t2—tl
M: peso corporal en tl
I a d 2 (IE IE = media de consumo de alimento(g)
ngesta de energia (IE) "~ energia metabolizable de dieta (kJ)

5.2.10.3 Triglicéridos en sangre durante el tratamiento

Se determinaron a partir de una muestra de sangre de la cola, en un glucémetro

Accutrend Plus marca Roche, utilizando tiras reactivas para su determinacion
cuantitativa.
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5.3 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media + desviacion estandar. La
evaluacion estadistica de los datos se determindé mediante el analisis de varianza
(ANOVA). Para la comparacion de las caracteristicas fisicas, quimicas 'y
fitoquimicas de las bebidas control y enriquecidas, las condiciones de extraccionde
compuestos polifendlicos de los residuos de decoccion, asi como del peso corporal,
mediciones fisicas, consumo de alimento y bebida de los grupos animales control y
en tratamiento, se realiz6 un analisis de comparacion de medias aplicando la prueba
de Tukey y al compararse con un control, para las determinaciones del modelo
animal se utilizé la prueba de Dunnett. Para los datos del perfilado sensorial de las
decocciones se utilizé una prueba Q de Cochran. En la evaluacion sensorial de
aceptabilidad de las bebidas de frutos rojos y citricos de emple6 una prueba de
Pearson. Para el modelo animal, los datos se expresaron como la media + error
estandar. Para determinar si los datos del modelo animal debian analizarse con
herramientas paramétricas o no parameétricas, la distribucion de datos se evalu6 con
la prueba de Kolmogorov-Smirnov, y-la homocedasticidad con la prueba de Levene.
Suponiendo normalidad en las variables respuestas, éstas se analizaron con la
prueba de Tukey mientras que sin suponer normalidad se analizaron por U de Mann-
Whitney. Los resultados fueron analizados con el paquete estadistico de JMP 11

portable.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Caracterizacion fisica y quimica de las decocciones de frutos rojos.y
citricos

Los parametros fisicos y quimicos como el pH, acidez titulable, solidos solubles
(grados Brix) y color se encuentran relacionados con la estabilidad de los
compuestos bioactivos en todos los productos derivados de. frutos (Sanchez-
Moreno et al., 2006). En el Cuadro 9 se identifican las caracteristicas fisicas y

guimicas que presentaron cada una de las decocciones preparadas.

El valor de pH es una funcion directa de los iones de hidrégeno libres presentes en
un alimento. Los acidos en los alimentos liberan estos iones de hidrogeno, que le
dan a estos alimentos sus sabores acidos caracteristicos (Garlough et al., 2010).
De forma general se observa que las decocciones de frutos rojos presentaron un
menor valor de pH, asi como un mayor porcentaje de acidez titulable, en

comparacion con las decocciones de frutos citricos.

La estabilidad y color de-moléculas como las antocianinas, que se encuentran
presentes en los frutos rojos, estad fuertemente relacionada con el pH. En
condiciones acidas (pH 2 o menor) las antocianinas existen en forma de catién
flavilium y presentan un color rojo o naranja. Cuando el pH se incrementa arriba de
pH 3, se produce la hidratacién de dicho cation, dando lugar a una pseudo-base de
carbinal incolora, logrando la apertura del anillo y convirtiéndose en una pesudo-
base de chalcona inestable (Howard et al., 2016). Por lo que, el pH relativamente
bajo en estas decocciones es favorable para prevenir la pérdida de antocianinas.
Por otro lado, se ha reportado que los jugos y bebidas de frutas son alimentos
seguros microbiol6gicamente debido a su bajo pH (<4.0), reduciendo la proliferaciéon
de hongos filamentosos y bacterias acido lacticas principalmente (Pina-Pérez et al.,
2017).
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Por otro lado, las decocciones de fresa y mora azul presentaron una mayor cantidad
de grados Brix (2.77-3.37), con respecto a las decocciones de naranja, mandarina
y toronja (0.37-0.53). Los grados Brix en fresa y mora azul reportados para jugos
oscilan entre 7.5-8.0 y 8.0-9.0 respectivamente (Buvé et al., 2018; Frolech et al.,
2019; Yildiz et al., 2019); mientras que, para jugos de citricos oscilan de 11.0-14.0
para naranja, 11-13.0 para mandarina y de 9.0 a 13.0 para toronja (Sicari et al.,
2018; Rouquié et al., 2019; Cheng et al., 2020; Castafion-Rodriguez etal., 2020).
El menor valor mostrado en las decocciones puede relacionarse con.el aumento de
la temperatura durante la preparacion de la decoccién (95 °C), el cual forma
productos de reaccion de Maillard, que se generan por la reaccion entre azucares,
aminoacidos y proteinas (Sharma et al., 2015).

Para la medicion de color se consideraron tres coordenadas que representan la
luminosidad del color (L*), la posicion entre rojo y verde (a*) y la posicion entre
amarillo y azul (b*). Se observa que las decocciones de citricos mostraron mayor
luminosidad (95.10-95.94), en comparacion con los frutos rojos (77.80-79.20). En
cuanto al parametro a* se identificaron valores negativos para los citricos y para los
frutos rojos positivos, indicando con ello la tendencia de estos ultimos hacia colores

rojos.
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Cuadro 9. Caracteristicas fisicas y quimicas de decocciones de frutos rojos y

citricos
Decoccion pH :ﬁﬁgggﬁ Grados Brix CEL ((::(I)IIEO;* CIE b
Fresa 3.54 +0.03° | 0.37 +£0.007% | 3.37 £ 0.12% | 79.20 + 0.14° | 15.30 + 0.67° | 35.27 + 0.302
Mora azul | 3.09 +0.01¢ | 0.35 +0.002° | 2.77 + 0.06° | 77.80 + 0.74¢ | 27.26 + 1.472| 2.49 + 0.26°
Naranja | 4.01 +£0.012 [ 0.03 +0.002¢ | 0.37 + 0.06° | 95.49 + 0.022 | -1.03 + 0.03¢ | 3.61 + 0.04°
Mandarina| 4.02 + 0.022 | 0.04 + 0.002¢ | 0.50 + 0.00¢ | 95.94 + 0.062 | -0.86 + 0.02¢ | 2.64 + 0.04°
Toronja | 3.91 +0.05° | 0.06 +0.002°¢ | 0.53 + 0.06° | 95.10 + 0.55? | -0.86 + 0.06¢ | 3.79 + 0.14°

Los valores representan la media * la desviacion estandar (n=3). Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia significativa (p exacta) con la prueba de Tukey.
*g de acido citrico/100 mL decoccion. L=luminosidad; L=0 color negro; L=100 color blanco;
a*=negativo verde, positivo rojo, b*=negativo azul, positivo amarillo.

6.2 Caracterizacion fitoquimica de las decocciones y sus residuos de frutos

rojos y citricos

Las decocciones son reconocidas como bebidas funcionales ya que al provenir de

especies herbales tienen diferentes efectos benéficos a la salud, los cuales se han

asociado-al perfil polifendlico de las plantas y frutos (Fotakis et al., 2016). Los

compuestos polifendlicos extraibles tanto simples como poliméricos determinados

en las diferentes decocciones de frutos rojos y citricos se muestran en el Cuadro

10.

Para el contenido de fenoles totales se encontraron diferencias significativas entre

las decocciones de frutos rojos y citricos. Se puede observar que la concentracion

de fenoles totales en las decocciones de frutos rojos es 51% mayor que en las

decocciones de citricos. Las antocianinas totales se detectaron en los frutos rojos,
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mostrando la decoccidon de mora azul la mayor cantidad de ellas seguida de la
decoccion de fresa. En las decocciones de citricos no se detectaron estos

compuestos.

Con respecto a los flavonoides totales, la decoccién de mora azul present6 la mayor
concentracion de todas las decocciones. Esta decoccion mostré . un -mayor
contenido, hasta 4.5 veces con respecto a fresa y 4 veces mayor con respecto a los
citricos. Las decocciones de naranja y toronja presentaron mayor cantidad de estos

compuestos.

Los frutos de fresa y mora azul se encuentran entre las especies vegetales con
mayor cantidad de compuestos bioactivos, siendo las antocianinas los principales
compuestos polifendlicos responsables de la coloracion rojo o purpura (Luis et al.,
2018). Por otro lado, dentro de los citricos se encuentran 3 grupos principales de
flavonoides (flavanonas, flavonas y flavonoles); aunque dentro de las flavonas se
encuentran las antocianinas, se ha reportado que éstas se localizan Unicamente en
un grupo especifico de naranjas dulces (Citrus sinensis L Osbeck) denominadas
naranjas “sanguineas” (Ballistreri et al., 2019). Existen pocos estudios realizados en
decocciones e infusiones de citricos y frutos rojos. No obstante, los reportes como
el de Moldovan y colaboradores (2015) donde se realiz6 el analisis de compuestos
polifendlicos y antocianinas totales en tés comerciales de fresa y mora azul. Los
analisis mostraron un contenido de fenoles totales de 0.13-0.15 mg eq AG/mL. Por
otro lado, las antocianinas totales reportadas para ambas infusiones fueron de
0.043-0.045 mg eq C3G/mL de infusidbn. Como se observa, estos valores mostraron
2 veces menor contenido de fenoles totales con respecto a los reportados en este

experimento.
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Cuadro 10. Contenido de compuestos polifendlicos simples y poliméricos
extraibles de las decocciones de frutos rojos y citricos

. . . Polifenoles extraibles
Polifenoles extraibles simples poliméricos
Fenoles totales Flavonoides Antocianinas Proantocianidinas
totales totales
Decoccion (mg eq de _
(mg eq AG/mL ] (mg eq C3G/mL | (mg eq catequina/mL
. rutina/mL . »
decoccién) » decoccién) decoccién)
decoccién)
0.34 + 0.032 0.05 + 0.04% 0.006 "+ 0.00° 1.55 + 0.09°
Fresa
0.31 + 0.022 0.23 + 0.01? 0.12-+ 0.00% 3.83 = 0.31?
Mora azul
. 0.14 + 0.01° 0.06 + 0.03" ND ND
Naranja
. 0.13 + 0.01° 0.04 + 0.00¢ ND ND
Mandarina
. 0.22 + 0.02° 0.07 + 0.02° ND ND
Toronja

Los valores representan la media + la desviacién estandar (n=3).

Valores con diferente letra en la

misma columna indican diferencia significativa (p exacta) con la prueba de Tukey.

AG: &cido galico; C3G: cianidina-3-glucosido. ND= no detectado.

De igual forma, las antocianinas totales fueron menores en las infusiones de tés.
Esto podria explicarse debido a los ingredientes que componen este tipo de tés
comerciales, los cuales usualmente son mezclas de frutos rojos secos, hojas y flores
de otras especies (Savikin et al., 2014); lo cual influye en la composicién fitoquimica
de estos productos. Para las muestras de tés comerciales se identificO que se

encontraban mezclados con flores de jamaica y grosella negra.

En el caso de los citricos, la mayoria de las infusiones que se consumen se obtienen
a partir de las cascaras de estos, sobre todo en partes de Asia y Africa, de los cuales
se encuentran algunas investigaciones. Ademosun y Oboh (2014) reportaron el

contenido de fenoles totales de infusiones de cascaras de toronja (0.65 mg eq
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AG/mL de infusién) y de cascaras de naranja (0.83 mg eq AG/mL de infusion). Estos
resultados fueron mayores con respecto a los obtenidos en las decocciones de este
estudio, debido a la mayor cantidad de compuestos polifenélicos que se encuentran
retenidos en estos residuos, principalmente flavonoides como naringina,

hesperidina, narirutina y neohesperidina (Karsheva et al., 2013).

La concentracion de las proantocianidinas extraibles como polifenoles poliméricos
fue 2.5 veces mayor en la decoccidén de mora azul con respecto a la. decoccién de
fresa; mientras que, estos compuestos no se detectaron en las decocciones de
citricos. Los frutos rojos son las mejores fuentes de proantocianidinas, siendo la
mora azul uno de ellos (Rauf et al., 2019). Para los citricos se ha reportado que
estos compuestos se encuentran en pocas cantidades, tanto en las cascaras como

en los frutos completos (Hellstrom et al., 2009).

En general, se puede sugerir que la decoccion es un método que extrae tanto
compuestos polifendlicos simples como poliméricos, siendo estos ultimos los que
se presentaron en mayores proporciones. Se ha reportado que las extracciones
acuosas (decoccion) son efectivas en la extraccion de proantocianidinas, explicando
gue los extractos de polifenoles obtenidos con solventes de mayor polaridad son
mas eficientes que los de menor polaridad (Cuong et al., 2019). Del mismo modo,
se identifico que las decocciones de frutos rojos tuvieron mayor cantidad de
polifenoles simples y poliméricos extraibles que las de frutos citricos. Existen
estudios que han evaluado extracciones de compuestos polifendlicos en diferentes
frutos citricos, en las cuales se observa una mayor obtencién de los mismos
utilizando solventes organicos como metanol, etanol, acetona, que en extracciones
acuosas, debido a que el caracter organico polar de estos disolventes favorece la
solvatacion de los compuestos, asi como su habilidad para limitar la actividad de la
enzima polifenol oxidasa, que es responsable de la oxidacion de compuestos

polifendlicos (Li et al., 2006; Papoutsis et al., 2018).
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6.3 Caracterizacion sensorial de las decocciones de frutos rojos y citricos

La identificacion del perfil sensorial en los alimentos por parte de los consumidores
es una etapa importante en el desarrollo de productos, ya que estas caracteristicas
sensoriales pueden lograr la aceptacion o rechazo en el consumo de estos. Uno de
los métodos mas rapidos y practicos muy utilizado a nivel académico e industrial- de
perfilado sensorial es CATA que, a partir del nimero de veces en que cada término
sensorial de un producto es identificado en un cuestionario por los consumidores,
permite describir y obtener informacién de la percepcién del producto, que puede
estar relacionado con su aceptacion (de Aguiar et al., 2020).

Los resultados obtenidos en el perfilado sensorial de las decocciones mostraron
diferencias significativas en el estadistico de Q de Cochran (p exacta), demostrando
gue los atributos de sabor evaluados son diferentes en cada decoccion de frutos
rojos y citricos para los consumidores. En la Figura 4 se observan las frecuencias
de consumidores que identificaron los sabores correspondientes en cada
decoccion, donde se puede considerar que las decocciones de naranja, mandarina
y toronja se evaluaron con mayor frecuencia como acidas, amargas y astringentes,
en comparacion con las decocciones de fresa y mora azul, que obtuvieron una
menor frecuencia. La decoccion de mora azul se identificé por mas panelistas como
la mas dulce, seguida de la decoccion de naranja y fresa. La decoccion de toronja
presentd mayor frecuencia en el sabor amargo, seguida de la de mandarina.
Finalmente, la decoccidn de fresa fue identificada como la méas acida, respecto a las

demas decocciones.
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Frecuencia de panelistas
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fresa mora azul naranja mandarina toronja
Decoccionesx

Figura 4. Perfilado sensorial Check-all-that-apply (CATA) de sabores de
decocciones de frutos rojos y citricos.

*Indica diferencias significativas (p exacta) entre los atributos evaluados en cada decoccion por los
panelistas a partir de la prueba de Q de Cochran.

Los compuestos polifendlicos pueden afectar de forma positiva 0 negativa las
caracteristicas sensoriales de los alimentos, teniendo impacto en su color, sabor y
astringencia (Oliveira et al., 2014). Los polifenoles con bajo peso molecular
contribuyen principalmente a sabores amargos; por otro lado, los de mayor peso
molecular como los taninos, tienden a favorecer los sabores astringentes (Sun-
Waterhouse y Wadhwa, 2013). La astringencia se define como la sensacion tactil
de sequedad y aspereza en la boca, generada por diferentes compuestos que
incluyen a‘los polifenoles, sales metalicas, acidos y agentes deshidratantes como
los alcoholes (Lee y Vickers, 2010). Se sabe que los flavonoides como naringina,
neohesperidina y limonina presentes en los frutos citricos generan sabores amargos
y astringentes (Russo et al., 2016). Para otros compuestos como las antocianinas,
principalmente las que se encuentran libres en la matriz, se ha demostrado que no
contribuyen a la astringencia de vino y orujo de uva (Soares et al., 2017), explicando
con ello que los participantes no identificaron sabores astringentes en las
decocciones de mora azul; ya que es uno de los frutos con mayor cantidad de

antocianinas.
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El sabor &cido identificado por mas panelistas en la decoccion de fresa se relaciona
con su mayor porcentaje de acidez titulable (0.37%) que se muestra en las
determinaciones anteriores. Ademas, se observé que esta decoccién no fue
calificada como la méas frecuente en el sabor dulce. Esto puede relacionarse al
equilibrio de sabor que aporta la acidez en la intensidad de dulzor, que es tipico-en
la fresa (Temocico et al., 2019); mientras que el sabor dulce se detectdé con mayor

frecuencia en la mora azul, con respecto al sabor &cido.

La combinacién de sabores amargos y astringentes en los alimentos y bebidas
puede lograr un rechazo en su consumo (Melis et al., 2017). Para disminuir o
enmascarar estos sabores en las decocciones de frutos citricos, se elaboraron las
bebidas utilizando una combinacion de decoccion de-un fruto rojo (fresa o mora
azul) con un fruto citrico (naranja, mandarina o toronja), para equilibrar el perfil de

sabores.

6.4 Elaboraciéon de bebidas control a partir de las decocciones de frutos rojos
y citricos

Se elaboraron 6 diferentes bebidas a partir de una decoccién de fruto rojo y otra de
citrico en una proporcion 80:20 v/v de naranja-fresa, mandarina-fresa, toronja-fresa
y naranja-mora azul,.mandarina-mora azul y toronja-mora azul. Cabe mencionar,
gue para llegar-a esta proporcion, se probaron con anterioridad proporciones de
decoccion de fruto rojo/decoccion fruto citrico (20:80; 50:50). No obstante, solo la
bebida con mayor proporcion de decoccion de fruto rojo logr6 enmascarar los
sabores astringentes y amargos de los frutos citricos. Para las diferentes
formulaciones se utilizé azicar como endulzante, acido citrico como regulador de
pH'y sorbato de potasio como conservador. La sacarosa o azucar se considera
como el edulcorante de referencia estandar; por otro lado, ésta tiene una mayor
aceptabilidad sensorial y ademas logra un balance entre los sabores &cidos y
amargos (Featherstone, 2015; Wilson, 2016). Posteriormente, se realiz6 una
reformulacion equivalente al dulzor de estas bebidas con azlcar con los

edulcorantes no caléricos de sucralosa y acesulfame.
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El acido citrico es uno de los 4cidos organicos mas utilizados en el procesamiento
de alimentos y bebidas. Es un aditivo alimentario GRAS (reconocido generalmente
como seguro) aprobado por el Comité Mixto de la FAO/OMS de Expertos en Aditivos
alimentarios. El &cido citrico actia como regulador de pH final deseable que, en el
caso de ser bajo, lo mantiene y evita el crecimiento de microorganismos (Quitmann
et al.,, 2013). Finalmente, el &cido citrico estimula el sabor natural de fruta y
promueve sabores &acidos (Soccol et al., 2006).

El sorbato de potasio es una sal de potasio del acido sorbico, el'cual actia de forma
efectiva contra el crecimiento de mohos, levaduras y algunas bacterias. Esta sal
actta a pH bajo, pero también es eficiente en valores mayores de pH 6. Los sorbatos
son fisiolégicamente mas seguros y menos toxicos comparados con otros

conservadores como los benzoatos (Petanovska-llievska et al., 2016).

6.5 Prueba de aceptabilidad de sabor para bebidas control de frutos rojos y
citricos

Uno de los procedimientos que nos permite evaluar la eleccion del consumidor
sobre algun producto es el uso de escalas de calificacion, que representan el grado
de gusto o disgusto, también conocidas como escalas de aceptabilidad o pruebas
de aceptacion (Lawless y Heymann, 2010). En la Figura 5 se muestran los
resultados obtenidos en la prueba de aceptabilidad de las 6 bebidas de mezclas de
frutos rojos y citricos. La aceptabilidad se observa en una escala de 0 a 1, que
corresponde a la escala hedonica de 5 puntos desde 1 me disgusta mucho hasta 5

me gusta mucho.

La prueba de Pearson mostré que todas las bebidas fueron evaluadas de manera
diferente en la escala hedonica por cada uno de los participantes. De forma general
se observa que la bebida de fresa-toronja tuvo menor frecuencia en el puntaje 5 (me
gusta mucho). Por otro lado, la bebida de mora azul-mandarina tuvo mayor
frecuencia en los puntajes de 3 a 5, mostrando que la aceptabilidad por esta

combinacién fue mayor que todas las bebidas.
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Me gusta mucho

Me gusta

Funtaje

No me gusta ni
me disgusta

Me disgusta

Me disgusta
muchisimo

fresa-naranja

fresa-toronja
rmora azul-
rmandarina
rmora azul-
rnora azul-
toronja

fresa-mandarina

Bebida™

Figura 5. Grafico de mosaico para prueba de aceptabilidad de bebidas de
frutos rojos y citricos.

*Indica diferencia significativa en la evaluacion de la aceptabilidad en las bebidas (p exacto) a partir
de la prueba de Pearson.

En el Cuadro 11 se presenta el numero y porcentaje de consumidores en cada
puntaje de las bebidas evaluadas. Para cada una de las bebidas elaboradas a partir
de fresa con un fruto citrico se observa que del 2% al 10% de los consumidores las
califica con.el mayor puntaje (5); mientras que las bebidas con mora azul y un fruto
citrico del 14 al 28% de los consumidores, las califica en dicho puntaje. Estos

resultados se identifican en las celdas color verde.

42

—
| —



Por otro lado, se identific que las bebidas elaboradas con decoccién de mandarina
fueron de mayor aceptabilidad de todos los citricos. La bebida de fresa-mandarina
fue calificada por un 56% de panelistas en el puntaje 4; mientras que, la bebida de

mora azul-mandarina fue calificada por un 54% de los panelistas.

No obstante, la aceptabilidad general de las bebidas fue baja, encontrandose un
méaximo porcentaje de un 33% de panelistas en el puntaje 5 (me gusta mucho),
indicados en las celdas color naranja; lo cual corresponde a menos del 50% de la
poblacion. Ademas, dentro de los comentarios generales por parte del panel no
entrenado, se menciond que en la bebida de fresa-mandarina se distinguia un
resabio desagradable; mientras que, la bebida de fresa-naranja fue identificada con
un sabor muy &cido. Por otro lado, las bebidas que contenian toronja fueron
descritas con un sabor amargo, tanto al inicio como al final de su degustacion. En
las bebidas de mora azul se identificaron sabores un poco mas dulces, pero con

astringencia en la garganta y resabio.

Cuadro 11. Conteo de panelistas para cada puntaje de evaluacion de las
bebidas de frutos rojos y citricos

Conteo Puntaje
% columna 1 2 3 4 5
Me Me No me Me Me
% filas disgusta disqusta gustani me usta gusta
mucho 9 disgusta Y mucho
1 4 12 28 5
Fresa-mandarina 5.00 9.09 15.58 24.14 11.63
2.00 8.00 24.00 56.00 10.00
5 15 14 11 5
Fresa-naranja 25.00 34.09 18.18 9.48 11.63
3 10.00 30.00 28.00 22.00 10.00
% 7 17 13 12 1
m Fresa-toronja 35.00 38.64 16.88 10.34 2.33
14.00 34.00 26.00 24.00 2.00
Mora azul- 0 0 12 27 11
mandarina 0.00 0.00 15.58 23.28 25.58
0.00 0.00 24.00 54.00 22.00
1 3 6 26 14
Mora azul-naranja 5.00 6.82 7.79 22.41 32.56
2.00 6.00 12.00 52.00 28.00
6 5 20 12 7
Mora azul-toronja 30.00 11.36 25.97 10.34 16.28
12.00 10.00 40.00 24.00 14.00
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Los diferentes resultados de preferencia de las bebidas elaboradas con ambas
decocciones de frutos rojos y citricos pueden relacionarse a las variantes de perfil
de sabor que cada una de ellas aporta. La mayor preferencia de las bebidas de
mandarina puede relacionarse a que los sabores amargos y astringentes que
presenta esta decoccion logran enmascararse con el sabor dulce que prevalece
tanto en la decoccion de fresa como en la mora azul, de acuerdo con lo reportado
por Kelanne y colaboradores (2019), quienes sugieren que los azucares tanto
agregados como de los frutos mismos enmascaran los sabores amargos y
astringentes. Este mismo efecto explica incluso la mayor preferencia de las bebidas
con decocciones de mora azul con respecto a las elaboradas con decoccién de
fresa, ya que el mayor sabor dulce detectado en éstas disminuye la amargura y

astringencia proporcionada por los frutos citricos.

Por consiguiente, a pesar de que las bebidas a base de mandarina tuvieron una
aceptabilidad mayor con respecto a las-demas, y que podrian ser las seleccionadas
para los siguientes objetivos de este proyecto, como se mostré anteriormente, las
decocciones de mandarina presentaron baja concentracion de compuestos
polifendlicos simples y poliméricos, y que al afiadirse un 20% de la decoccién de
mandarina a la formulacién, la cantidad de compuestos polifendlicos en la bebida
final no seria significativa. Aunado a que el panel sensorial identific6 sabores
astringentes y amargos por las decocciones de citricos, se decidié trabajar
unicamente en la formulacion de bebidas con los frutos rojos fresa y mora azul para

el desarrollo de los objetivos siguientes.

6.6 Estudio de las condiciones de extraccidn de polifenoles totales de residuos
de decoccién de fresay mora azul

Se ha demostrado que diferentes residuos son una fuente de compuestos
bioactivos, los cuales requieren de un proceso de extraccion adecuado para ser
aprovechados (Wijngaard et al., 2012). El rendimiento de la extraccion de estos
compuestos depende de la matriz de extraccion, el método empleado (quimico o

fisico) y la influencia de ciertos factores como la temperatura y el tiempo (Hidalgo y
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Almajano, 2017). Los resultados obtenidos a partir del disefio de segundo orden en
la extraccion de polifenoles y proantocianidinas totales de los residuos de decoccién
se muestran en el Cuadro 12. El modelo aplicado fue adecuado para la extraccion
de fenoles totales de los residuos de decoccién de fresa y mora azul, ya que
presentd una significancia global (p<0.0001), ayudando a explicar la variabilidad
observada en la respuesta. Sin embargo, el coeficiente de determinacion (R?) fue
relativamente bajo para ambos casos (0.72 y 0.53), el cual indica el porcentaje de
los datos que pueden ser explicados en el modelo empleado. Finalmente, se
identific6 una carencia de ajuste de los datos al modelo, o que no explica
completamente la relacion entre los fenoles totales extraidos de acuerdo con la
temperatura, tiempo y concentracion del residuo-utilizados. Por otro lado, no se
identifico un punto donde se maximizara la extraccién de compuestos fenolicos. En
este caso, se localizo sélo un punto silla, donde la superficie crece o decrece en
alguna direccion del sistema, es decir, que es necesario seguir explorando en
regiones experimentales circundantes a las condiciones experimentadas para

eventualmente encontrar el punto estacionario maximo de respuesta.

Del mismo modo, se identific6 que para los residuos de decoccion de fresa, el
tiempo y la concentracion fueron los factores lineales que arrojaron una significancia
en la extraccion de fenoles totales, mientras que para los residuos de decoccion de
mora azul, la temperatura y la concentracion fueron importantes en dichos

compuestos.
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Cuadro 12. Coeficientes de regresion estimados y analisis de varianza de los
modelos polinomiales de segundo orden ajustados para la extraccion de
fenoles y proantocianidinas totales de los residuos de decoccién de fresay
mora azul

Fresa Mora azul
Fenoles Proantocianidinas Fenoles Proantocianidinas
totales (mg (mg eq totales (mg (mg eq
AG/Q) catequina/g) AG/Q) catequina/q)
p-valor *
Modelo <0.0001 0.0011 <0.0001 <0.0001
X1:
temperatura 0.2018 0.3090 <0.0001 0.8548
Xz 0.0039 0.7907 0.8073 0.7431
tiempo
Xs: <0.0001 0.3748 <0.0001 0.4256
Concentracion
X1 X2 0.0424 0.7782 0.7835 0.7761
X1 X3 0.0060 0.7597 <0.0001 0.9525
XoX3 0.0136 0.4572 0.8541 0.1046
X412 0.0099 0.4450 0.3251 0.5783
X2? 0.0123 0.8625 0.0465 0.4642
X3? <0.0001 0.5177 0.2267 0.2163
R? 0.7200 0.4002 0.8709 0.5312
Carenciade <0.0001 0.2211 <0.0001 0.5071
ajuste

*AG: acido galico.

En la Figura 6 se puede observar que a menores niveles de concentracion del
residuo se logré una mayor extraccion de fenoles totales para fresa y mora azul. Del
mismo modo, se observa que la temperatura fue un factor con importancia
significativa en la extraccion de fenoles totales de mora azul, ya que cuando se
aumenta el nivel de temperatura, se obtiene una mayor respuesta de extraccion de
estos. En un estudio de extraccion de compuestos fendlicos totales en orujo de vino
de mora azul, la temperatura y la concentracién también fueron estadisticamente
significativos en el término lineal (p= 0.0008 y p<0.0001), asi como la interaccion de
ambos (p= 0.04) (He et al., 2016).
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Figura 6. Grafico de interaccion-de la temperatura y el tiempo con la
concentracion en la extraccién de fenoles totales de fresay mora azul en los

residuos de decoccion.
La linea roja representa el nivel minimo de concentracién del residuo (1%). La linea azul representa
el nivel maximo de concentracion del residuo (5%).

Las proantocianidinas se encuentran principalmente en forma de propelargonidinas
en los frutos de fresa, mientras que en la mora azul se han encontrado como
procianidinas; donde se ha demostrado que los residuos del procesamiento de jugos
de mora azul retienen del 25% al 50% de las proantocianidinas de los frutos frescos
(Khanal et al.,, 2009). El disefio de segundo orden mostr6 que para las
proantocianidinas, Unicamente el modelo fue adecuado en los residuos de mora
azul; sin embargo, a pesar de que los datos se ajustaron al mismo (p <0.0001), el
valor de R? fue bajo (0.53). Con respecto a los factores y niveles empleados en el
disefio, se observé que ninguno de ellos fue estadisticamente importante en la

extraccion de estos compuestos poliméricos como se observa en el Cuadro 12.
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No obstante, se ha reportado que la temperatura es un factor importante en la
extraccion de proantocianidinas; ya que a mayores temperaturas (80 °C-140 °C)
utilizando como solventes etanol/agua (50 % v/v), se favorece la extraccion de estas
(Morand et al., 2011). No obstante, la mayoria de los estudios de extracciéon de
proantocianidinas en residuos se han realizado en orujos o residuos de uva
provenientes de la elaboracion del vino, por lo que se requiere de mayores
evidencias que puedan explicar este comportamiento.

Las extracciones de proantocianidinas presentan un mayor rendimiento cuando se
utilizan solventes organicos como acetona o acetona/agua; incluso si se acidifican
con HCI en un intervalo de 0.5%-1% (Putnik, 2016), ya que las proantocianidinas
son estables a pH de 4-6, siendo que esta acidificacion disocia estas moléculas de
la matriz vegetal. Sin embargo, estos reactivos no son seguros en la aplicacion de

una bebida, al no ser de grado alimenticio.

Por lo tanto, al no verse afectada la extraccion de proantocianidinas por las
condiciones de temperatura, tiempo y concentracion aplicadas, se decidio estudiar
sus efectos en las antocianinas. Como se ha mencionado, las antocianinas se
encuentran de manera importante en estos frutos rojos y presentan una mayor
sensibilidad en las condiciones de extraccion empleadas. Ademas, de acuerdo con
los resultados encontrados en la extraccion de fenoles totales, se decidié explorar
otros niveles de los factores en estudio, aumentando la temperatura (80 °C),
reduciendo la concentracion del residuo de decoccion (3%) y disminuyendo el

tiempo de extraccion (5 h), para buscar una mejor respuesta de extraccion.

En el Cuadro 13 se presentan los coeficientes de regresion estimados y el andlisis
de varianza de los modelos de segundo orden ajustados a los nuevos niveles de los
factores de temperatura, tiempo y concentracion en la extraccion de fenoles totales
y antocianinas de los residuos de decoccion estudiados. En el caso de los fenoles
totales, el modelo fue el adecuado (p<0.0001), tanto en los residuos de decoccion

de fresa como de mora azul. Ademas, el coeficiente de determinacién fue
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relativamente bajo (0.73 y 0.65) en ambas extracciones. Finalmente, ambos
residuos de decoccidn presentaron una carencia de ajuste de los datos al modelo
aplicado, por lo que en esta regidén explorada no se logré encontrar un punto maximo
de respuesta de extraccion, sino mas bien un punto silla, como en las condiciones

anteriormente probadas.

Cuadro 13. Coeficientes de regresion estimados y analisis de varianza de los
modelos polinomiales de segundo orden ajustados para la extraccion de
fenoles y antocianinas totales de los residuos de decoccion de fresa'y mora
azul.

Fresa Mora azul
Fenoles Antocianinas (mg Fenoles Antocianinas (mg
totales (mg eq C3G/g) totales (mg eq C3G/g)
AG/Q) AG/Q)
p-valor *
Modelo <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Xu: 0.8969 0.0134 0.1780 0.0068
temperatura
Xz <0.0001 0.0010 <0.0001 0.0137
tiempo
X3! ., 0.0462 0.0085 0.1401 0.0093
Concentracién
X1Xo 0.5217 <0.0001 0.1765 0.0966
X1X3 0.0014 0.2950 0.0002 <0.0001
XoX3 0.1938 0.0680 0.0032 0.0005
X412 0.9242 0.7264 0.2243 0.0020
X2? 0.0723 0.6580 0.1369 0.0076
X3? <0.0001 0.7973 0.1862 0.1285
R? 0.7315 0.6592 0.6540 0.6897
Carenciage <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
ajuste

*AG:“4cido galico; C3G: cianidin-3-O-glucosido.

Los factores significativos en la forma lineal fueron el tiempo de extraccion y la
concentracion solo para los fenoles totales del residuo de decoccion de fresa. La
temperatura para este caso no fue significativa, aun cuando se logré6 aumentar el
nivel maximo. Esto es interesante ya que se conoce que el calentamiento aplicado
en una matriz favorece el proceso de extraccion de los compuestos bioactivos,
incrementando la difusion del soluto, acelerando la transferencia de masa,

solubilizando los compuestos y reduciendo las interacciones entre la matriz y el
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soluto (Melo et al., 2015). No obstante, este resultado se relaciona a que el residuo
de la decoccion se sometié a una primera extraccion en la decoccién y, por lo tanto,
la temperatura en la extraccion de etanol-agua no logra incrementar la difusion del

soluto.

Finalmente, en la Figura 7 se muestran los comportamientos de cada uno de los
factores en la extraccion de fenoles totales de ambos residuos, donde ademas de
observar que la temperatura no influyé en la variable de respuesta, también se
identifica que para ambos residuos es preferible utilizar un menor tiempo de
extraccion o incluso hasta un tiempo intermedio, lo que nos-demuestra que en estas
matrices, un mayor tiempo no garantiza una mayor extraccion. Kazemi y
colaboradores (2016), por el contrario, obtuvieron una mayor concentracion de
compuestos fendlicos totales como la punicalagina y acidos hidroxibenzoicos en
cascaras de granada incrementando el tiempo de extraccion. Una extraccion por
mas tiempo permite la ruptura las paredes celulares, favoreciendo la entrada del
solvente, la disolucién de los compuestos presentes y aumento del rendimiento de

la extraccion.

La extraccibn de compuestos fendlicos como las antocianinas de diferentes
residuos de frutos es.un proceso importante que busca aprovechar los beneficios a
la salud que éstas aportan para ser utilizadas como ingredientes bioactivos en

alimentos como las bebidas.
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Figura 7. Factores de extraccion decompuestos fendlicos totales deresiduos
de decoccidn: temperatura, tiempo y concentracion.

(A) Residuos de decoccién de fresa; (B) Residuos de decoccién de mora azul.

En este caso, el modelo de segundo orden aplicado logré una significancia global
en la extraccion-de las antocianinas de los residuos de decoccion de fresa y mora
azul; sin embargo; el valor de R? sigui6 mostrando valores bajos y los datos
presentaron una carencia de ajuste al modelo. No obstante, se observé que los
factores lineales de la temperatura, tiempo y concentracion fueron significativos en
la_extraccion aplicada, ademas de sus interacciones como temperatura-tiempo y
tiempo-concentracién para ambos residuos. En el residuo de fresa se observé que
la interaccion del tiempo de extraccidon con la temperatura y concentracion fueron
significativas, como se observa en la Figura 8. Si el tiempo se aumenta, sin importar
el nivel de concentracion del residuo, la extraccion de antocianinas se disminuye.
Ademas, si la temperatura y el tiempo se aumentan, esta extraccion se aumenta.

En el residuo de mora azul, la interaccion de la concentracion y temperatura
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muestran que a mayores temperaturas aplicadas hay una menor extraccion. Sin
embargo, cuando se emplean tiempos y concentraciones de extracto intermedias,

se favorece esta extraccion.
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Figura 8. Grafico de interaccion de la temperatura, tiempo y concentracion en
la extraccidon de antocianinas totales de fresa y mora azul en los residuos de

decoccion.
La linea roja representa el nivel minimo de temperatura o concentracién del residuo (25 °C o 1%).
La linea azul representa el nivel maximo de temperatura o concentracién del residuo (80 °C o0 5%).

La temperatura, la concentracién del soluto (radio liquido-solido) y el tiempo de
sonicacién, a semejanza de este estudio, fueron factores significativos en la
respuesta de extracciéon de antocianinas totales de un residuo de orujo de uva
proveniente de la elaboracion de vinos, asi como los términos cuadraticos

correspondientes (He et al., 2016).
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La solubilidad de las antocianinas depende del numero, tipo y posicion de los
enlaces de los azucares dentro de la molécula (Lapornik et al., 2005). En la Figura
9 se observa que para el caso de las antocianinas del residuo de fresa, conforme
se incrementa la temperatura, se disminuye su concentracion. En los residuos de
mora azul, por el contrario, se puede identificar que el incremento de la temperatura
disminuye la extraccién de antocianinas, sin embargo, transcurrido el tiempo, se

extraen nuevamente antocianinas.
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Figura 9. Factores de extraccidon de antocianinas totales de residuos de
decoccion: temperatura, tiempo y concentracion.

(A) Residuos de decoccién de fresa; (B) Residuos de decoccién de mora azul.

La temperatura es un factor que favorece la extracciéon de antocianinas, debido a
gue incrementa su solubilidad en el solvente, sin embargo, también favorece la
degradacion de estos compuestos; por lo que es de gran importancia encontrar la
temperatura Optima que permita extraer y conservar la mayor concentraciéon de
estos compuestos (He et al.,, 2016). EI comportamiento observado en este

experimento se relaciona con la mora azul que presenta cerca del 98.2 % de sus
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antocianinas totales en la cascara, lo cual dificulta su liberacién, debido a la pared
celular que actia como barrera (Jiang et al., 2020); sin embargo, conforme se sigue
incrementando la temperatura, esta barrera puede romperse y libera antocianinas

gue aun quedan retenidas.

Debido a la diversidad de los compuestos polifendlicos, la extraccion de estos no es
un proceso general y por lo tanto los métodos de extraccion deben desarrollarse
para cada grupo especifico de compuestos polifendlicos que se encuentran en cada
material vegetal empleado (Klavins et al., 2018). A pesar de que los niveles de los
factores se modificaron, el punto estacionario maximo de larespuesta de extraccion
de fenoles y antocianinas totales en los residuos de decoccién no se encontro en el
area explorada. Por lo que se procedio a realizar una prueba de comparacion de
medias de Tukey, buscando las condiciones de temperatura, tiempo vy
concentracion necesarias para obtener una mayor extraccion de fenoles y
antocianinas totales en los residuos de decoccion de fresa y mora azul. Las
respuestas de mayor extraccion de fenoles y antocianinas totales para los residuos
de fresa fue una temperatura intermedia (52.5 °C), el minimo tiempo de extraccion
(1 h) y concentracion intermedia (2%). El contenido de fenoles totales
correspondiente a estas condiciones fue de 16.71 mg eq de acido galico/g y de
antocianinas totales 0.24 mg eq de cianidina-3-O-glucdsido/g (Cuadro 14). En el
caso de los residuos de decoccion de mora azul, la temperatura y la concentracion
del residuo_fueron similares, excepto que el tiempo de extraccion fue mayor (3 h),
logrando-una concentracion de 34.03 mg eq acido galico/g para fenoles totales y

9.60 mg eq cianidina-3-O-glucoésido para antocianinas totales (Cuadro 15).

A partir de estas condiciones de extraccion, se procedié a elaborar las distintas
bebidas enriquecidas con los extractos de residuos de decoccion, y con ello su

posterior aceptacion sensorial y caracterizacion fisicoquimica y fitoquimica.
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Cuadro 14. Respuestas de extraccion de fenoles y antocianinas totales de
residuos de decoccién de fresa a diferentes condiciones

Fenoles totales Antocianinas totales

TCC)  t(h) | C (%) mg eq AG/g T(C°C) | t(h) | C (%) mg eq C3G/g

52.5 1 2 16.71 + 1.22° 25 1 3 0.35 + 0.06%
25 1 1 16.02 + 0.08% 52.5 1 2 024 + 0.02°
52.5 3 2 15.82 + 0.94% 80 3 2 0.22 +. 0.01°

80 1 3 15.64 + 0.48% 52.5 3 2 0.21. + .0.02"
80 3 2 15.31 + 1.50% 25 1 1 0.21 +* 0.03"
52.5 5 2 15.14 + 0.58% 52.5 3 3 0.18 + 0.01°
25 3 2 14.04 + 0.428° 80 5 3 /0.6 + 0.02¢®
52.5 3 2 13.90 + 0.28% 52.5 3 1 .1016 + 0.01°
52.5 3 1 12.15 + 1.49« 80 5 1 013 £ 0.01%
80 5 1 10.71 + 0.94% 25 3 .2 011 £ o0.01¢f
25 1 3 10.36 + 0.73% 25 Sne B 0.11 + 0.00°
25 5 1 9.54 + 1.50% 525 @ 3. . 2 0.10 + 0.00%
80 1 1 9.36 + 0.45° 25 .5 1 0.10 + 0.01"
25 5 3 8.81 * 0.17° 525 | 5 2 0.10 + 0.01%
80 5 3 8.17 + 0.18° 80 | 1 3 0.09 + 0.00
52.5 3 3 8.02 + 1.06° | 80 1 1 0.04 + 0.009

Los valores representan la media *+ desviacion estandar (n=3). Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia significativa (p exacta) por prueba de Tukey. T: temperatura; t:
tiempo; C: concentracién; AG: &cido galico; C3G: cianidina-3-O-glucésido. Celdas sombreadas
indican las condiciones elegidas para cada compuesto polifendlico.

Cuadro 15. Respuestas de extraccion de polifenoles y antocianinas totales de
residuos de decoccidén de.mora azul a diferentes condiciones

Fenoles totales Antocianinas totales
TEC) t(t)  C(%) . _mgeqAG/g T(CC)  t(h) | C (%) mg eq C3G/g
80 1 3 | 61.26 =+ 1.622 25 5 3 1268 + 0.75°
25 1 | 1. 40.09 + 2.21° 52.5 3 2 9.60 + 0.31°
52.5 1 _‘ 2 39.82 + 3.19° 25 3 2 8.98 + 0.50°
52.5 3 .2 34.03 + 2.68% 80 1 1 487 + 0.36°
525 = 5 2 33.18 + 0.60% 80 5 3 443 + 0.66%
25 .3 2 3242 + 2.220%f 80 5 1 437 + 0.50%
525 3 3 31.20 + 1.78%f 25 1 3 427 + 0.42°¢%
525 | 3 2 29.71 + 2.38%f 52.5 3 2 403 + 0.33c¢dk
525 3 1 28.45 + 2.249%f9 80 3 2 3.64 + 0.05%f
.80 3 2 27.75 + 0.88ef 52.5 3 1 3.12 + 0.32¢
. 80 5 1 26.97 + 2.570" 52.5 3 3 2.62 + 0.04%
25 1 3 26.63 + 2.02f" 52.5 1 2 251 + 0.167"
80 1 1 23.36 + 0.809" 25 1 1 1.84 + 0.099"
25 5 1 22.08 + 0.32Mi 80 1 3 1.49 + 0.049
25 5 3 20.79 + 0.97! 52.5 5 2 1.46 + 0.129
80 1 1 19.08 + 1.66 25 5 1 1.38 + 0.16"

Los valores representan la media + desviacion estandar (n=3). Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia significativa (p exacta) por prueba de Tukey. T: temperatura; t:
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tiempo; C: concentracion; AG: acido galico; C3G: cianidina-3-O-glucdsido. Celdas sombreadas
indican las condiciones elegidas para cada compuesto polifendlico.

6.7 Elaboraciéon de bebidas control y enriquecidas de las decocciones de fresa
y mora azul

Los extractos obtenidos a partir de los residuos de decoccion son ricos en
compuestos polifendlicos tanto simples como poliméricos, sin embargo, la adicion
de estos residuos genera cambios en el perfil sensorial del producto final,
principalmente en el sabor, ya que estos compuestos aportan sabor astringente y
amargo, que puede disminuir su aceptabilidad final (Benvenultti et al., 2019).

Por lo tanto, se realizé una prueba de comparacién de pares para seleccionar la
concentracion de extracto adicionada a la bebida control. A partir de las pruebas
sensoriales se prepard una bebida con 10% de extracto adicionado y otra con 15%
de extracto, de los 3 sabores previamente mencionados; fresa, mora azul y fresa-
mora azul. De acuerdo a la caracterizacion de los compuestos polifendlicos simples
y poliméricos de los extractos (Anexos), cada uno de estos extractos equivale a 7.2
mg eq AG/100 mL (bebida de fresa con 10% de extracto de residuo de decoccion),
10.8 mg eq AG/100 mL (bebida de fresa con 15% de residuo de decoccion), 11.6
mg eq AG/100 mL (bebida de mora azul al 10% de residuo de decoccion) y 17.4 mg
eq AG/100 mL (bebida de mora azul al 15% de residuo de decoccion). El andlisis
de los resultados obtenidos en esta prueba de comparacion de pares se realizé de
acuerdo con Lawless y Heyman (2010), para evaluar si existid una preferencia
significativa de aceptacion de una bebida por otra. En la evaluacién sensorial
participaron 45 panelistas, por lo que, de acuerdo con las tablas del valor minimo
requerido para una preferencia significativa, se requiere que al menos 30 panelistas
muestren preferencia de cierta bebida sobre la otra. Como se puede observar en la
Figura 10, el nimero de panelistas que eligieron las bebidas evaluadas no fue
estadisticamente significativo. El maximo nimero de panelistas que seleccionaron
una bebida fue de 28. Por lo tanto, como la preferencia del panel evaluador por una
bebida no se observo, esto dio pauta para seleccionar la bebida que tuviera mayor

cantidad de extracto adicionado de cada uno de los sabores y con ello aprovechar

56

—
| —



N W
o O

panelistas
N
o

=
o o

Frecuencia de

o O

su contenido polifendlico. En el Cuadro 16 se presentan las formulaciones finales
de las bebidas control, las cuales se elaboraron con las decocciones y los aditivos
ya mencionados, mientras que las bebidas enriquecidas consistieron en las
decocciones, aditivos y un 15% del extracto de residuo de decoccion rico en

polifenoles simples y poliméricos extraibles.

26 26
19 19
17
Mora azul 10% Mora azul 15% Fresa 10% Fresa 15% Fresa-Mora azulFresa-Mora azul
Bebidas Enriquecidas 10% 15%

Figura 10. Preferencias de las bebidas enriquecidas con polifenoles simples y
poliméricos extraibles a partir de prueba de comparacion de pares

Cuadro 16. Formulaciones de bebidas control y enriquecidas de decocciones
de fresay mora azul

Bebidas control Bebidas enriquecidas
Componentes
1 Mora Fresa- Mora Fresa-
(%) Fresa Fresa
azul Mora azul azul Mora azul
Decpcor 96.8 ; 48.6 835 : 41.7
fresa
peOgETion - 96.8 48.6 ; 83.5 41.7
mora azul
Extracto de ) ) ) 15 i 75
fresa
Extracto de i i i i 15 75
mora azul
Sorbato de 0.6 0.6 0.6 05 05 05
potasio
Sucralosa 0.6 0.6 0.4 0.25 0.25 0.25
Acesulfame 0.6 0.6 0.4 0.25 0.25 0.25
Acido citrico 1.4 1.4 1.4 0.5 0.5 0.5

!Porcentajes expresados por cada 100 mL de bebida
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6.8 Caracterizacién fisica, quimica y contenido de compuestos polifenélicos
simples y poliméricos extraibles de las bebidas control y bebidas enriquecidas

de fresay mora azul

6.8.1 Caracteristicas fisicas y quimicas

Las caracteristicas fisicas y quimicas en las bebidas no alcohdlicas son evaluadas
no solo para conocer las propiedades de esta, sino para monitorear los parametros
de calidad que éstas deben cumplir para evitar su contaminacion o incluso la pérdida
de dichas propiedades y de los compuestos bioactivos que ésta contenga, ya sea

en su preparacion, almacenamiento o distribucion.

Las propiedades fisicas y quimicas de las bebidas enriquecidas presentaron
algunas diferencias debido al extracto adicionado, con respecto a las bebidas
control (Cuadro 17). El pH de las bebidas enriguecidas aumento con respecto a las
bebidas control correspondientes, siendo asi que su acidez titulable se incrementé.
Por otro lado, a pesar de que este cambio fue estadisticamente significativo (a
excepcion de la bebida de fresa-mora enriquecida), las bebidas cumplen con las
caracteristicas que un alimento acidificado debe presentar (pH < 4.6), evitando la
germinacion de patdgenos como Clostridium botulinum y otros formadores de
esporas, reduciendo la resistencia térmica de los microorganismos (Tola y

Ramaswamy, 2018).

Por otro lado, se identificé que la bebida de mora azul enriquecida presenté una
ligera disminucion en el valor de grados Brix, en comparacion con resto de las
bebidas enriquecidas. La mediciéon de grados Brix es una determinacion del
contenido de sacarosa en agua, por lo que 1 °Brix equivale a 1 g de sacarosa en

100 g de solucion.
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Cuadro 17. Caracteristicas fisicas y quimicas de bebidas control y
enriquecidas con compuestos polifendlicos simples y poliméricos

Bebidas control Bebidas enriquecidas
Parametro Fresa Mora azul Fresa- Fresa Mora azul _esa-
Mora azul Mora azul
pH 3.31 +0.05¢ 3.31 +0.02¢ 3.23+0.09¢ | 3.53+0.01° | 3.81+0.012 3.63+0.02°
5 -

,[/i"tl'f‘lg'l;jlgf 0.21 +£0.012 0.12 +0.01¢ | 0.19+0.01° | 0.22 +0.00* | 0.15 +0.00¢ 0.18 + 0.00°
Grados Brix | 3.47 £0.11¢ 412 +0.05% | 3.64+0.03° | 3.53+0.01%¢ | 3.81 +0.01° 3.63 +0.02¢
L* | 64.03+0.31° | 54.57 +1.58° | 57.29 + 1.65° | 68.00 + 0.922 | 38.31+ 1.01¢ | 50.30 * 0.36¢
a* | 35.28+2.95% | 2341 +2.65" | 29.08 + 1.64° | 12.88 + 0.45° | 36.01 +2.58% | 26.62 + 1.40°
Color b* | 27.61+0.812 | 1556 + 0.15% | 18.23 + 0.65° | 20.64 + 0.21° | .9.64 +0.21' 13.26 £ 0.70¢

Los valores representan la media + desviacion estandar (n=3). Valores con diferente letra en la
misma fila indican diferencia significativa (p exacta) con la prueba de Tukey. L*=luminosidad; L*=0
color negro, L*=100 color blanco; a*= negativo verde, positivo rojo; b*= negativo azul; positivo
amarillo. g de acido citrico/100 mL.

En este caso, la bebida enriquecida de mora azul tiene 3.81 °Brix, que equivalen a
3.81 g de sacarosa en 100 g de solucion. De acuerdo con la NOM-086-SSA1-1994
de alimentos y bebidas no alcohdlicas con modificaciones en su composicion, los
productos reducidos en azucar son aquellos cuyo contenido de azlcar se ha
reducido por lo menos en un 25% del contenido del alimento original o de su similar.
Se ha reportado que los jugos de mora azul presentan al menos 12 °Brix (Durmishi
et al., 2017), lo que equivale a 12 g de sacarosa en 100 g de solucion. Por lo tanto,
el contenido de azucar en estas bebidas se redujo en un 68.25% comparado con el

jugo.

En el caso de jugo de fresa con al menos 7.5 °Brix (Aaby et al., 2018), equivalentes
a 7.5 g de sacarosa, se obtiene una disminucién del 53% en la bebida enriquecida
de fresa con 3.53 °Brix. Es por ello por lo que estas bebidas enriquecidas pueden
incluirse dentro de la categoria de productos reducidos en azucar, recordando
ademas que la preparacion de estas bebidas emplea sucralosa y acesulfame como
edulcorantes no caloricos. Por lo tanto, estas bebidas reducidas en azdcar son un

suplemento posible para su uso en el control de la obesidad.
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Finalmente, en los parametros medidos de color, se logra observar una disminucién
de la luminosidad (L*) en las bebidas enriquecidas de mora azul y fresa-mora azul,
ademas de un valor mas positivo en el pardmetro a* que tiende a coloracién roja en
la bebida enriquecida de mora azul. Esto puede relacionarse a que el extracto de
mora azul recupera una mayor cantidad de antocianinas que, al ser agregadas ala
bebida, aportan estas coloraciones. Por otro lado, la bebida enriquecida de fresa
aumento su luminosidad y la tendencia al color amarillo, obteniendo un-valor mas

positivo en el parametro b*.

Las caracteristicas fisicas y quimicas de las bebidas enriquecidas no fueron
diferentes con respecto a las caracteristicas de las bebidas control; por lo que, el
aumento de los colores rojos y los grados Brix, asi como la reduccion de la acidez,

pueden influir en una mayor aceptacion de dichas bebidas.

6.8.2 Cuantificacion de compuestos polifenélicos simples y poliméricos
extraibles

Las bebidas a base de frutas han incrementado en el mercado, ya que representan
una forma facil y conveniente de consumo de frutas las cuales son fuentes
importantes de compuestos que promueven la salud como los polifenélicos simples
y poliméricos; los cuales han demostrado diferentes efectos como la disminucion
del perfil lipidico-en sangre, del estrés oxidativo, prevencion de la aterosclerosis en
la disminucion del colesterol LDL y aumento del HDL, entre otros (Tolun y Altintas,
2019).

Las -cuantificaciones correspondientes de los compuestos fendlicos simples y
polimeéricos extraibles se presentan en el Cuadro 18. De manera general, la adicién
de los extractos a las bebidas control incrementa la concentracion de los fenoles
totales en un 23% para la bebida de fresa, 13% para la bebida de mora azul y un

22% para la bebida de fresa-mora azul.
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En el caso de los flavonoides totales, solo la bebida de mora azul enriquecida

aumenté 18%

la concentraciéon de dichos compuestos,

mientras que el

enriquecimiento de las bebidas restantes no fue estadisticamente diferente con las

bebidas control. Esto se relaciona con el aumento dos veces mayor del contenido

de antocianinas totales, en la bebida de mora azul, ya que las antocianinas son

parte de la cuantificacién de los flavonoides totales.

Cuadro 18. Contenido de compuestos fenodlicos simples y poliméricos

extraibles de bebidas control y enriquecidas de fresay mora azul

Polifenoles extraibles simples

Polifenoles
extraibles
poliméricos

(mg eq AG/mL) |.(mg eq rutina/mL)

Bebida
Fenoles
totales
Control Fresa 084 + 0.03°
Enriquecida Fresa 1.09 =+ 0.012
Control Mora azul 081 + 003°
|
Enriquecida Mora azul ‘0_93 + 0.03P
Control Fresa-Mora
| azul 0.73 = 0.04¢
Enriquecida ' Fresa-Mora
q ! azul 0.94 + 0.01°

Flavonoides
totales

0.06

0.07

0.09

0.11

0.07

0.06

I+

I+

I+

I+

I+

+

0.005¢

0.003¢

0.005°

0.009?

0.002%

0.002°¢

Antocianinas
totales

(mg eq C3G/mL)

0.02 + 0.001°
0.02 * 0.002°
0.04 + 0.002°
0.08 =+ 0.0032
0.04 =+ 0.001°
0.05 =+ 0.001°

Proantocianidinas

(mg eq
catequina/mL)

1.98 + 0.19¢
261 £ 0.20°
2.80 + 0.13%°
3.36 + 0.07°
2.87 £ (.10bc
3.03 + (.03

Los valores representan la media + la desviacion estandar (n=3). Valores con diferente letra en la
misma columna indican diferencia significativa (p exacta) con la prueba de Tukey. AG: acido galico;

C3G: cianidina-3-glucésido.
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Finalmente, se observaron incrementos en la concentracion de los polifenoles
poliméricos, que incluyen a las proantocianidinas totales, de las bebidas
enriquecidas de fresa en un 24%, 16.6% para las bebidas de mora azul y 5.2% para

las bebidas de fresa-mora azul.

No obstante, aunque las bebidas de fresa enriquecida lograron un mayor incremento
de los polifenoles simples y poliméricos extraibles, las bebidas enriquecidas de
mora azul presentaron una mayor concentracion de estos compuestos. Con estos
resultados alcanzados, es necesario evaluar el efecto del enriquecimiento con
compuestos polifendlicos simples y poliméricos en un. modelo de obesidad; y con
ello, determinar si una bebida rica en estos compuestos puede lograr mayores

efectos que las bebidas que presentan una menor cantidad de estos.

6.9 Evaluacion del efecto de las bebidas enriquecidas con polifenoles simples

y poliméricos extraibles sobre un modelo in vivo de obesidad

6.9.1 Efecto del consumo de bebidas control y enriqguecidas en el peso
corporal de los animales en estudio

El incremento en el consumo de productos ricos en azucares y grasa es el inicio de
diferentes desérdenes metabdlicos como la obesidad. La fructosa generalmente es
utilizada para la preparacion de diversos alimentos y bebidas carbonatadas. El uso
de modelos animales contribuye de forma importante en el estudio de este tipo de
desordenes vy, por lo tanto, existen modelos de obesidad inducidos por medio de
dietas altas en grasa y fructosa, que simulan la dieta mas comdn en personas con

estos padecimientos (Lozano et al., 2016).

En la Figura 11 se muestra el registro de peso corporal en las 18 semanas de
tratamiento. Este gréfico presenta el grupo control sano, alimentado con una dieta
estandar (DE); el grupo control obeso, alimentado con una dieta alta en grasa y

fructosa (DAGF); asi como los 3 grupos correspondientes a las 3 bebidas control,
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alimentados con una DAGF y finalmente 3 grupos con las 3 bebidas enriquecidas

correspondientes, que también se alimentaron con DAGF.

Para este parametro se identificd que, a partir de la semana 6, el peso corporal de
los grupos alimentados con la DAGF fue estadisticamente diferentes al valor del
grupo control sano, logrando una mayor ganancia de peso. La ganancia de peso se
relaciona con el aumento de tamafio y nimero de adipocitos, generada por el mayor
almacenamiento de triglicéridos en tejido adiposo (Morales-Luna et al., 2018).
Durante el tiempo de estudio no se observaron diferencias significativas en el peso
corporal de los grupos de animales que consumieron bebidas control y bebidas
enriquecidas con respecto al peso del grupo control obeso que no recibid

tratamiento.

Los efectos observados en este experimento fueron similares a otros donde también
se dieron bebidas elaboradas a partir de estos frutos rojos. Por ejemplo, Park y
colaboradores (2016) realizaron un estudio con 21 adultos con obesidad abdominal
y resistencia a la insulina, quienes. consumieron una comida rica en grasa y
carbohidratos acompafada de una de las 4 bebidas de fresa liofilizada resuspendida
en agua (0, 10, 20 o 40 g fresa liofilizada). Al final del tratamiento, no se observo
una diferencia importante en el peso corporal de los participantes, con respecto al
peso corporal inicial; solamente se observo una disminucién de la concentracion de

colesterol LDL en sangre.
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Figura 11. Monitoreo de peso corporal de animales sanos y obesos con
tratamiento de bebidas enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos
extraibles

Los valores representan la media + error estdndar (n=10) considerando una jaula con 2 ratas como
unidad experimental. Acotaciones marcadas con * indican diferencia estadistica significativa (p
exacta) respecto al grupo obeso utilizando la prueba de Dunnet o U de Mann-Whitney.

Mientras que Riso y colaboradores (2013) administraron una bebida de mora azul
gue contenia 25 g de este fruto liofilizado resuspendido en agua a un grupo de
hombres. con factores de riesgo cardiovascular (IMC 24.8 kg/cm2) durante 6
semanas, mientras que un grupo control consumioé una bebida placebo. Después
de este tratamiento no se encontraron diferencias en el peso corporal con respecto
al peso corporal inicial, en los grupos que consumieron la bebida con mora azul

liofilizada y la bebida placebo.
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6.9.2 Efecto del consumo de bebidas control y enriquecidas en el consumo de
alimento

Para evaluar si las bebidas de fresa, mora azul y fresa-mora azul producen un efecto
sobre la saciedad en los animales, se realiz6 un monitoreo del consumo de alimento
durante el transcurso del tratamiento. En la Figura 12 se pueden identificar los
valores promedios del consumo de alimento por jaula que cada uno de los grupos
animales tuvo durante las 18 semanas de tratamiento. El grupo control sano fue el
gue consumié una cantidad mayor de alimento con respecto a la de los otros grupos
con DAGF control y con tratamientos. Aunque se ha reportado que algunos
compuestos polifendlicos pueden lograr saciedad cuando se consumen en ciertos
alimentos, en este caso se observa que las bebidas control y enriquecidas de estos

frutos rojos no lograron tal efecto.
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Control Control Control Enriquecida Control Mora Enriquecida  Control  Enriquecida
Sano Obeso Fresa Fresa Azul Mora Azul Fresa-Mora Fresa-Mora
Azul azul
Grupos

Figura 12. Consumo promedio de alimento de animales sanos y obesos
durante el tratamiento de bebidas enriquecidas con polifenoles simples y
poliméricos y extraibles

Los valores representan la media + error estdndar (n=10), considerando una jaula con dos ratas
como unidad experimental. Valores marcados con diferente letra en cada barra indican diferencia
estadistica significativa (p exacta) utilizando la prueba de comparacién de medias de Tukey.
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Se ha reportado que la fructosa no promueve saciedad y por lo tanto, aumenta la
ingesta caldrica; sin embargo, en este experimento se observé lo contrario. Estos
resultados fueron similares en un experimento con ratas alimentadas con una DAGF
gue redujeron su ingesta de alimentos (Moreno-Fernandez et al., 2018). Esto esta
relacionado a que la DAGF aporta una mayor cantidad de calorias y por lo tanto,
genera una mayor saciedad en los animales que la consumen, a comparacion de la
DE.

6.9.3 Efecto en el volumen de bebida consumida por los-animales sanos y
obesos con tratamiento de bebidas control y enriquecidas

Por otro lado, se monitore0 el consumo de bebidas controles y bebidas enriquecidas
de cada uno de los sabores que fue administrado a los grupos obesos con
tratamiento. Ademas, se registro el consumo de agua por parte de los grupos control
sano y obeso. El volumen de bebidas controles y enriquecidas, asi como el agua
potable consumidos en promedio durante las 18 semanas de tratamiento, se
muestra en la Figura 13 y se observa que todos los grupos alimentados con DAGF
y bebidas consumieron un volumen similar de bebidas a pesar de los sabores
producidos por los extractos de los residuos de la decoccion. De acuerdo a la
concentracion de fenoles totales de cada una de las bebidas, las dosis
administradas para cada una de las ratas fue de 0.17 mg eq AG/kg para bebida de
fresa control, 0.23 mg eq AG/kg de bebida de fresa enriquecida, 0.17 mg eq AG/kg
de bebida de mora azul control, 0.19 mg eq AG/kg de bebida de mora azul
enriquecida, 0.15 mg eq AG/kg de bebida fresa-mora azul control y 0.19 mg eq
AG/kg de bebida de fresa-mora azul enriquecida. Si estas dosis se escalan en
humanos corresponderian a 0.037 mg eq AG/kg, 0.027 mg eq AG/kg, 0.032 mg eq
AG/kg, 0.025 mg eq AG/kg y 0.03 mg eq AG/Kkg respectivamente.
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Figura 13. Volumen promedio de consumo de bebida de animales sanos y
obesos durante el tratamiento de bebidas enriquecidas con polifenoles

simples y poliméricos y extraibles

Los valores representan la media + error estandar (n=10), considerando una jaula con 2 ratas como
unidad experimental. Valores marcados con diferente letra en cada barra indican diferencia
estadistica significativa (p exacta) utilizando la prueba de comparacion de medias de Tukey.

Para una persona de 60 kg de peso corporal, el consumo de esta bebida es
equivalente a 10.93 mg eq AG para lograr los efectos alcanzados en este
experimento. Los diferentes estudios de compuestos polifendlicos presentes en los
alimentos han reportado que la dosis diaria de estos compuestos varia de entre
1000-15000 mg/dia, los cuales pueden provenir principalmente de frutos, vegetales
y bebidas (Austermann et al., 2019) y ademas, algunos efectos benéficos como la
reduccion de peso corporal se han logrado en estas dosis (Bruno et al., 2017). Por
lo tanto, de acuerdo con el contenido de fenoles totales que presentan estas bebidas
desarrolladas, la cantidad de estos compuestos no es suficiente para completar
dicha dosis diaria. No obstante, si una persona consume 500 mL de estas bebidas
todos los dias, consumiria en promedio 445 mg de fenoles totales, por lo que este
tipo de bebidas complementan casi la mitad de la dosis diaria, lo que compensa la

concentracion de los compuestos polifendlicos que provienen del resto de la dieta.
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6.9.4 Efecto del consumo de bebidas control y enriquecidas en los parametros
fisicos

El registro de mediciones antropométricas permitié evaluar el progreso de obesidad
en los animales control y con tratamiento de las bebidas desarrolladas. En el Cuadro
19 se muestran las mediciones antropométricas obtenidas en las semanas 2, 10y
18, que representan un punto inicial, intermedio y final del experimento. En términos
generales, las mediciones correspondientes a la circunferencia abdominal de los
grupos tratados con las bebidas control y enriquecidas no presentaron ninguna
diferencia significativa con respecto al grupo control obeso. No obstante, en la
circunferencia toracica en la Ultima semana de tratamiento se observd una ligera
disminucion en el grupo tratado con la bebida de fresa-mora control, pero no fue
estadisticamente diferente con respecto al obeso. Por lo tanto, las bebidas control

y enriquecidas no presentaron una disminucion importante de estos parametros.
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Cuadro 19. Monitoreo de parametros fisicos de las semanas 2, 10 y 18 de animales sanos y obesos con tratamiento de
bebidas enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos y extraibles

Parametros fisicos
Circunferencia Circunferencia IMC indice de Lee Tasa de Ingesta de energia
Grupos abdominal toracica (g/cm?) ganancia de (kJ/semana)
(cm) (cm) peso (g/kg)

Semana 2
CS 15.70 + 0.20% 15.10 + 0.19% 0.49 + 0.012 0.27 + 0.0022 0.12 * 0.022 1157.18 + 15.742
CO 17.00 + 0.50% 15.46 + 0.292 051 £ 0.01® | 0.27 + 0.0032 0.16 * 0.012 1200.33 + 68.312
FC 15.90 + 0.19% 13.94 + 0.18% 050 + 0.02@ | 0.27 + 0.0042 0.14 + 0.012 1172.95 + 37.912
FE 15.78 + 0.44%c 1456 + 0.27%c 049 + 0.01® | 0.27 + 0.0022 0.13 * 0.012 1172.38 + 28.482
MC 15.10 + 0.19° 13.56 + 0.38° 049 + 0.01® |0.27 + 0.0032 0.14 + 0.012 1081.67 + 65.982
ME 15.98 + 0.182 15.38 + 0.202 0.48 + 0.01@ | 0.27 + 0.0042 0.14 + 0.022 1131.87 + 64.382
FMC 15.66 + 0.25° 1470 + 0.46%° 0.48 + 0.01® [0.26. + 0.0022 0.15 + 0.012 1154.69 + 62.742
FME 16.5 + 0.322 15.62 + 0.162 050 + 0.01@ |0.27 + 0.0022 0.15 + 0.012 1163.82 + 40.822

Semana 10
CS 16.75 + 0.18° 16.60 =+ 0.17¢ 0.71 + 0.01® |0.30 + 0.0012 0.03 + 0.0012 | 848.21 + 22.74%
CO 19.05 =+ 0.252 17.70 + 0.172 0.78 + 0.022|0.31 + 0.002% 0.03 + 0.002@ | 874.01 + 13.31°@
FC 18.75 + 0.292 17.30 £ 0.24% 0.77  + 0.022 | 0.31 + 0.003% 0.04 + 0.0032@ | 937.90 + 26.12°%
FE 18.25 + 0.302 17.35 + 0.26" 0.75 £ 0.022 | 0.30 * 0.004% 0.05 + 0.032@ | 1076.53 + 64.472
MC 18.55 + 0.292 17.20 + 0.09%* 0.76 £ 0.022 | 0.30 * 0.002% 0.04 + 0.0052 | 889.98 + 36.97°
ME 18.75 + 0.212 17.35 + 0.10%* 0.77 -+ 0.01* |0.31 + 0.001% 0.04 + 0.0062 | 963.00 + 77.60°
FMC 18.70 + 0.252 17.25 + 0.22% 0.77 + 0.01* |0.31 #+ 0.002% 0.04 + 0.007@ | 944.75 + 23.77°%
FME 18.63 + 0.212 17.45 + 0.15%¢ 0.78 + 0.022 | 0.31 #+ 0.003% 0.04 + 0.0012 | 901.39 + 20.09°

Semana 18
CS 19.00 + 0.25° 18.30 + 0.18% 0.76 + 0.02° 0.30 =+ 0.003° 0.02 + 0.0032@ | 928.90 + 4590°
CO 20.50 + 0.44% 19.05 /+ 0.23¢ 0.92 + 0.022 0.32 + 0.0032 0.01 + 0.002@ | 981.26 + 46.21°
FC 2240 + 0.64% 20.25 '+ 0.392 0.90 + 0.05% 0.32 + 0.008%° 0.03 + 0.0082 | 940.18 + 51.74%
FE 20.34 + 0.39% 19.31 + 0.60% 0.87 + 0.02% | 0.32 + 0.0032 0.03 + 0.036@ | 889.98 + 39.532
MC 20.95 + 0.35% 19.70  + 0.41% 0.90 + 0.022 0.32 + 0.0022° 0.02 + 0.0062 | 880.85 + 33.54¢2
ME 21.45 + 0.412 19.75 + 0.212 0.95 + 0.022 0.33 + 0.0032 0.03 + 0.004@ | 917.36 + 60.55¢2
FMC 21.40 + 0.682 1810 =+ 0.19¢ 0.95 + 0.03? 0.33 + 0.0042 0.01 + 0.004@ | 944.75 + 57.10°
FME 21.75 + 0.25% 19.60 =+ 0.29% 0.93 + 0.03? 0.33 + 0.0052 0.02 + 0.0052 | 894.54 + 26.42°%

Valores representan la media + error estandar (n=10) considerando una jaula con 2 ratas como unidad experimental. Valores con diferente letra en la misma columna
y en cada semana indican diferencia significativa (p exacta) con la prueba de Tukey o U de Mann-Whitney. IMC: indice de masa corporal; CS: control sano; CO:
control obeso; FC: fresa control; FE: fresa enriquecida; MC: mora azul control; ME: mora azul enriquecida; FMC: fresa-mora azul control; FME: fresa-mora azul

enriquecida.
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En los diferentes estudios aplicados en la suplementacion tanto de frutos rojos
enteros, sus extractos y algunas bebidas en la dieta de animales como de humanos,
no se han observado cambios en las mediciones antropométricas realizadas
después de los tratamientos, con respecto a las mediciones basales (Miller et al.,
2019).

Con respecto al IMC calculado a partir del peso corporal y longitud de los animales,
se identificd que hasta la Ultima semana de tratamiento, el grupo suplementado con
la bebida de fresa enriquecida presentd, una disminucién de este parametro, siendo
incluso semejante al grupo control sano. Esto podria relacionarse a que en frutos
de fresa, ademas de las proantocianidinas como compuestos poliméricos, también
se encuentran los taninos hidrolizables en forma de elagitaninos, cuyos metabolitos
generados por su interaccion con la microbiota pueden llegar a ejercer diferentes
efectos benéficos a la salud (Corréa et al.,, 2019). No obstante, alin no existen
suficientes estudios relacionados al efecto obesogénico de los elagitaninos

provenientes de los frutos de fresa.

Por otro lado, el indice de Lee es un parametro que permite corregir el peso corporal
para las diferencias individuales en la longitud corporal. Esto es especialmente
importante, ya que el crecimiento 6seo nunca se detiene por completo en las ratas;
y puede ser modificado si existen manipulaciones en la dieta de los animales en
estudio, que podrian detener el crecimiento 6seo (Simson y Gold, 1982). Cuando el
indice de Lee es < 0.30 los animales son de complexion normal y se consideran
sanos, mientras que si este valor es superior los animales son clasificados como
obesos. Durante la semana 2 y 10 del tratamiento, no se observaron diferencias
entre todos los grupos con tratamiento y los grupos control sano y obeso. No
obstante, en la semana 18 el indice de Lee del grupo sano permanecio en 0.30;
mientras que, los grupos con tratamiento de bebidas control y enriquecidas, asi
como el control obeso, tuvieron valores de 0.32 y 0.33, clasificandose como
animales obesos de acuerdo con este indice. Este trabajo de investigacion es el
primero en considerar este parametro antropomeétrico en animales suplementados

con este tipo de bebidas de frutos rojos.

70

——
| —



6.9.5 Efecto del consumo de bebidas control y enriquecidas en la
concentracion de triglicéridos en sangre

En la Figura 14 se muestran los resultados de la concentracion de triglicéridos en
sangre de los animales controles y con tratamiento de bebidas control y

enriquecidas.
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Figura 14. Triglicéridos en sangre de animales sanos y obesos al final del el
tratamiento de bebidas enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos
extraibles

Los valores representan la media + error estandar (n=10) considerando una jaula con 2 ratas como
unidad experimental. Acotaciones marcadas con * indican diferencia estadistica significativa (p
exacta) respecto al grupo obeso utilizando la prueba de Dunnet.

Los animales que fueron suplementados con la bebida de fresa control
disminuyeron un 27.4 % la concentracion de triglicéridos en sangre; mientras que,
los animales suplementados con la bebida de mora azul control, disminuyeron un
31.14 % dicha concentracion, siendo estos animales diferentes significativamente
al grupo control obeso. Ademas, se identificO que ninguna de las bebidas
enriquecidas logré un efecto hipolipidémico en los animales obesogénicos. Esto
puede relacionarse a que en las bebidas control tanto de fresa como de mora azul
predominan la concentracién de polifenoles simples, en comparacion con las

bebidas enriquecidas donde los polifenoles poliméricos son los mayoritarios.

Los efectos reportados de los frutos rojos en la disminucion del perfil lipidico se han

asociado principalmente a las antocianinas, como parte de los polifenoles simples
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gue se encuentran de forma mayoritaria en fresa y mora azul. En un estudio
realizado en células de carcinoma hepatocelular humano (HepG2), se evalud el
efecto de dos extractos diferentes de fresa, uno de ellos con metanol y el otro con
una fraccion enriquecida de antocianina, sobre el perfil lipidico. En el experimento
se observo una disminucion en el contenido de triglicéridos, principalmente en los
extractos ricos en la fraccion de antocianinas (Forbes-Hernandez et al., 2017). No
obstante, existen pocos estudios que evallUen el efecto de las antocianinas aisladas
de las fresas.

Para el caso de la mora azul, estudios clinicos demuestran que el fruto
suplementado en la dieta diaria (50 g fruto fresco) durante 6 semanas puede
disminuir la concentracion de triglicéridos (Istek y Gurbuz, 2017) en pacientes con
obesidad y sobrepeso.

Para las bebidas de fresa y mora azul enriquecidas no se observaron efectos sobre
la disminucion en la concentracion de triglicéridos, a pesar de que esta bebida
presenta mayores contenidos de polifenoles simples y poliméricos. Por lo tanto, esta

cuantificacion necesita ser confirmada con kits enzimaticos.
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7. CONCLUSIONES

1. Las decocciones elaboradas a partir de los frutos rojos de fresa y mora azul
presentaron un mayor contenido de compuestos polifendlicos simples y
poliméricos extraibles, asi como una mayor aceptabilidad sensorial
comparadas con las decocciones de frutos citricos de naranja, mandarina y
toronja cuyos sabores predominantes fueron amargos y &cidos, que se
puede relacionar a su contenido de flavonoides como la naringina, la
neohesperidina y la limonina.

2. Los compuestos polifendlicos de los residuos de fresa y mora azul presentan
un comportamiento de extraccion similar con respecto al tiempo y la
temperatura, mientras que para el caso de-las antocianinas de mora azul
ambos factores afectan su extraccion. Por lo que las caracteristicas
estructurales de las antocianinas de residuo de cada fruta podrian afectar su
extraccion.

3. Las propiedades fisicas y quimicas de las bebidas enriquecidas fueron
modificadas, principalmente en las de mora azul ya que el residuo aporta
pocos azucares, reduciendo los grados Brix de esta, asi como una mayor
cantidad de antocianinas, que logra cambios en la coloracion final de la
bebida que maodifica la coloracion final de la bebida.

4. El enriquecimiento de bebidas de frutos rojos con compuestos polifenélicos
simplesy poliméricos no mejora el control de peso corporal en animales
alimentados con una dieta hipercaldrica. Por el contrario a lo esperado, las
bebidas control de fresa y mora azul disminuyeron el contenido de
triglicéridos en sangre de los animales tratados. No obstante, las bebidas
enriquecidas no tuvieron este efecto a pesar de su mayor contenido de
compuestos polifendlicos simples y poliméricos extraibles.

5. El enriguecimiento de compuestos polifenélicos simples y poliméricos
extraibles en bebidas de fresa y mora azul no es efectivo para el control del

peso corporal y de triglicéridos sanguineos.
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9. ANEXOS

9.1Anélisis microbiolégico de bebidas control y enriquecidas de decoccion

Z oo
FACULTAD DE QUIMICA w 0
Unidod de INIVERSIDAD AUTONOMA DE ERETARO ¥ R
SERVICIOS anire L '-“‘ ':I ¢ r oipi f 14 ‘ ol I, Plar a e
Santiago de Querétaro, Qro, 04 de diciembre de 2019.
CLIENTE: Ana Maria Sotelo Gonzélez
TIPO DE MUESTRAS: Agua saborizada
RECEPCION DE MUESTRAS: 02/12/2019
RESPONSABLE DE TOMA DE MUESTRA: Cliente
TIPO DE ANALISIS: Microbiolégico
INFORME DE RESULTADOS
P, Bacterias Coliformes Coliformes
m:le(;'tra Des;:;;:;«:: B Mesofilas Aerobias Totales Fecales
(ufcmL) (NMP/100mL) (NMP/100mL)
1 Fresa 100% <1 <1.1 <11
2 Fresa 3% <1 <11 <11
3 Fresa 2% <1 <11 <11
4 Mora-fresa 50%-50% <1 <11 <11
5 Mora-fresa 4% <1 <11 <11
6 Mora-fresa 2% <1 <11 <11
7 Mora azul 100% <1 <11 <1.1
8 Mora azul 6% <1 <11 <11
9 Mora azul 4% <1 <11 <1.1
Limites Permisibles NOM-201-55A1-2015 == <14 e
Mstodologia empleada:

Norma Oficial Mexicana NOM 092-55A1-1993. Bienes y Servicios. Métcdo para la cuenta de bacterias asrobias en placa.

Norma Oficial Mexicana NOM 112-SSA1-1884. Bienes y servicios. Determinacion de bacterias coliformes. Técnica del nimero mas
prabable,

Limites permisibles de acuérdo a:

Noma Oficial Mexicana NOM-201-5SA1-2015. Productos y servicios. Agua y higle para consumo humano, envasados y & granel.
Especificaciones sanitarias.

Atentamente
Somos profesionales, Somos Facultad de Quimica

@l -

Responsable
M. en C. Erika Beatriz Alvarez Hidalgo

Clinica Santa Barbara Paliclinica Universitaria Clinica Santa Rosa Jauregui
Emilio Portes Gil S/N, M40 L17; Av. Corregidora Sur No.21-A, 20 de noviembre S/N, Carr. Pie de Gallo
Senta Barbara, Corregidora, Qro. Col. Centro. Querétaro, Qro. Santa Rosa Jauregui, Qro.
Tel. (442) 225.0171 y (442) 225.2027 Tel. (442) 212.4126 Tel. (442) 291.1163




9.2Cuantificacion de compuestos polifenélicos simples y poliméricos de

extractos de residuos de decoccion de frutos rojos

Cuadro 20. Cuantificacion de compuestos polifendlicos simples y
poliméricos de extractos

Polifenoles extraibles
poliméricos

Extracto Polifenoles extraibles simples

Polifenoles Flavonoides Antocianinas Proantocianidinas
totales totales totales (mg eq catequina/mL)
(mg eq (mg eq (mg eq C3G/mL)
AG/mL) rutina/mL)
Fresa 0.72+0.01 0.17 +0.01 0.010 + 0.001 3.12+0.11
Mora 1.16 £0.02 3.38 +£0.09 0.115 + 0.009 6.54 + 0.6

azul

9.3Formatos aplicados en las evaluaciones sensoriales
9.3.1 Evaluacion CATA (Check-all-that-apply) para decocciones de frutos
rojos y citricos

Prueba sensorial CATA (Check-all-that-apply)
Edad: Sexo:

Frente a usted se presentan 5 muestras de decocciones de frutos rojos y citricos.
Por favor, pruebe cada una de ellas de izquierda a derecha. A continuacion, escriba
el nimero de muestra y marque con una X dentro del cuadro los sabores que usted
logre identificar en cada una de las muestras. Puede ser mas de una opcion por
muestra. No olvide enjuagar con agua su boca cada vez que termine de probar una
muestra.

Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra
Dulce Dulce Dulce Dulce Dulce
Acido Acido Acido Acido Acido
Amargo Amargo Amargo Amargo Amargo
Astringente Astringente Astringente Astringente Astringente

Comentarios:
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9.3.2 Evaluacion de aceptabilidad sensorial para bebidas de decocciones de
frutos rojos y citricos

Prueba de aceptabilidad de bebidas frutales
Edad: Sexo:
Frente a usted se presentan 6 muestras de bebidas de frutos rojos y citricos. Por
favor, pruebe cada una de ellas de izquierda a derecha. Indique el grado en que le
gusta o disgusta el sabor de cada muestra, tachando en la opcién de acuerdo al
atributo, asi como colocando el nUmero de muestra en la linea correspondiente. No
olvide enjuagar con agua su boca cada vez que termine de probar una muestra.

Grado de Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra
aceptabilidad
Me gusta mucho
Me gusta
No me gusta ni me
disgusta
No me gusta
Me disgusta
Me disgusta mucho

Comentarios:

9.3.3 Evaluacion de comparacion de pares de bebidas de decocciones de fresa
y mora azul enriquecidas con polifenoles simples y poliméricos extraibles

Prueba de comparacion de pares de bebidas de fresay mora azul
enriquecidas con polifenoles

Edad: Sexo:

A continuacidon se presentan frente a usted 3 pafres de muestras de bebidas
diferentes. Pruebe cada uno de los pares de izquiera a derecha enjuagando su boca
con aguaentre cada muestra. Posteriormente, marque con una X en el cuadro cual
es la muestra que usted prefiere. Solo puede marcar una respuesta.

Par Muestras codificadas
1 492 594
2 376 435
3 751 522

Comentarios:
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