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RESUMEN

México presenta altas prevalencias de obesidad debido al elevado consumo de
carbohidratos y grasas. Se ha reportado que algunas infusiones como jamaica
(Hibiscus sabdariffa), hierbabuena (Mentha piperita), cocolmeca (Smitax cordifolia)
y hierba del sapo (Eryngium carlinae) disminuyen el peso corporal y mejoran las
complicaciones asociadas a la obesidad. El objetivo del estudio fue
elaborar bebidas funcionales con las infusiones anteriormente mencionadas y
evaluar su efecto en el control de la obesidad. Se utilizaron diferentes proporciones
de infusiones, edulcorantes (estevia y glucosa) y conservadores. Las bebidas
fueron aceptadas sensorialmente. La bebida B (base colcomeca/té
verde/hierbabuena) presento mayor concentracion de compuestos fendlicos
(106.42 + 8.7 mgEqg. Ag/mL), flavonoides (15.43 + 4.46 mgE(Q. catequina/mL) y un
mayor capacidad antioxidante (ABTS y DPPH) y de inhibicion de enzimas
digestivas. La bebida A presentd6 mayor concentracion de compuestos
antioxidantes comparado con algunas bebidas comerciales a base de extracto
natural de jamaica. Se realizaron estudios con ratas Wistar alimentadas durante 4
meses con una dieta hipercaldrica, estos animales consumieron ad libitum las
bebidas como tratamiento. La bebidas B disminuy6 la ganancia de peso hasta en
un 10.3%. La bebida A (base de jamaica) y B disminuyeron los triglicéridos en
suero en un 13.8% y 22.5% respectivamente. La bebida A produce este efecto
debido a una mayor eliminacion de triglicéridos en la dieta. Las bebidas A y B
disminuyeron el grado de esteatosis hepética respecto al grupo obeso. Los
resultados sugieren que las bebidas A y B podrian ayudar a disminuir la obesidad y

sus complicaciones asociadas.



ABSTRACT

Mexico has high prevalence of obesity due to high consumption of carbohydrates
and fats. It has been reported that some teas like roselle (Hibiscus sabdariffa),
peppermint (Mentha piperita), cocolmeca (Smitax cordifolia) and grass Toad
(Eryngium carlinae) decrease body weight and improve complications associated
with obesity. The aim of this work was to develop functional beverages with the
aforementioned infusions and evaluate its effect in controlling obesity. Different
proportions of teas, sweeteners (stevia and glucose) and conservatives were used.
Beverages were accepted sensory. Drink B (cocolmeca / green tea / peppermint)
had higher concentration of phenolic compounds (106.42 + 8.7 mgeq. Acid galic /
mL), flavonoids (15.43 + 4.46 mgeq. Catechin / mL) and a higher antioxidant
capacity (DPPH and ABTS) and inhibition of digestive enzymes. Beverage A
(roselle) had higher concentration of antioxidant compounds compared to some
commercial beverages based on natural roselle extract. Studies in Wistar rats fed
during 4 months with a high calorie diet were performed, these animals consumed
ad libitum beverages such treatment. The beverage B decreased weight gain up to
10.3%. Beverage A (roselle) and B decreased serum triglycerides by 13.8% and
22.5% respectively. A beverage produces this effect due to increased disposal of
dietary triglycerides. Beverages A and B decreased the degree of hepatic statosis
regarding the obese group. The results suggest that the beverages A and B may

help reduce obesity and its associated complications.
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[. Introduccién

El mexicano en los ultimos afios ha modificado su patrén dietario,
incrementando el consumo de alimentos altos en calorias, compuestos
principalmente de grasas y azUcares refinados. Y respecto a las bebidas, México se
encuentra dentro de los principales consumidores de refrescos, obteniendo hasta
un 20% de las calorias diarias por el consumo de bebidas hipercaloricas (Rivera,
2008).

El sobrepeso y la obesidad estan relacionados con el aumento de grasa
corporal causando un desequilibrio bioquimico del metabolismo en el organismo. La
insulina debido a su accion activadora de la lipasa de la lipoproteina favorece en los
adipocitos, el almacén de triglicéridos. Esto produce un aumento en tamafio y
numero de adipocitos y por lo tanto, un incremento en la secrecion de proteinas
conocidas como citocinas proinflamatorias, moléculas relacionadas con el
desarrollo de complicaciones de la obesidad, como la diabetes y alteraciones

cardiovasculares.

Por lo anterior, la prevencién y el control del sobrepeso y la obesidad son
primordiales para disminuir los problemas de salud que enfrenta en la actualidad la
poblacién mexicana. Como estrategia para alcanzar este objetivo se busca elaborar
productos bajos en calorias y con efectos benéficos adicionales a la salud que
puedan disminuir los problemas derivados del sobrepeso y la obesidad. Por lo
tanto, en el presente estudio se desarrollaron bebidas bajas en calorias, elaboradas
con extractos naturales de plantas de la medicina tradicional mexicana a las cuales
se les han atribuido propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antiobesigénicas,
como la hierbabuena (Mentha piperita), la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) y
cocolmeca (Smilax cordifolia) entre otras. Adicional a los beneficios anteriormente

mencionados, es importante que estos productos sean aceptados por el



consumidor y que cumplan con las especificaciones fisicoquimicas Yy

microbioldgicas establecidas por la NOM-218-SSA1-2011 para bebidas.

[l. Antecedentes

2.1 Obesidad y sobrepeso

La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define al sobrepeso y la
obesidad como una acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud. La relacién entre peso y la talla se define como el indice
de masa corporal (IMC), el cual es un indicador simple que ayuda a identificar y
clasificar al sobrepeso y la obesidad en los adultos. Para la OMS, un IMC igual o
superior a 25 determina sobrepeso mientras que un IMC igual o superior a 30
determina obesidad, misma definicion que utiliza la NORMA Oficial Mexicana
(NOM-008-SSA3-2010) para la clasificacion integral del peso corporal (OMS, 2012).

La obesidad se origina por un desequilibrio entre la ingesta y el gasto
energeético, el exceso de energia es transformado en triglicéridos y almacenado en
los adipocitos, los cuales pueden aumentar en tamafio, en nimero o ambos. Se ha
reportado que el contenido de grasa visceral representa un factor de riesgo para el
desarrollo de enfermedades crénico degenerativas como la diabetes tipo 2 e
hipertension (Manzur et al., 2010).

2.1.1 Epidemiologia

La obesidad y sobrepeso se ha convertido desde la dltima década a la fecha
en un problema de salud publica en México, actualmente mas del 70% de la
poblacién adulta esta por encima de su peso normal, donde cerca del 32%
presenta obesidad. Respecto a la poblacion infantil y adolescente, el 34% de los

ninos de 5 a 11 afos tienen sobrepeso u obesidad, ademas se reporta una



prevalencia de sobrepeso de 34.12% en hombres y 35.8% en mujeres en un rango
de edad de 13 a 19 afios (ENSANUT, 2012).

2.2 Metabolismo y obesidad

El organismo tiene como primer objetivo ante el consumo de alimentos,
cubrir sus necesidades energéticas, sin embargo, cuando se presenta un exceso
de grasas y carbohidratos, el organismo transporta estos nutrientes hacia el higado,
en donde son metabolizados a triglicéridos y empaquetados en lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) para su transporte a los tejidos extrahepaticos, en
donde la lipasa de la lipoproteina (LPL) hidroliza a las lipoproteinas liberando
acidos grasos libres los cuales se transportan y almacenan en los adipocitos, re
esterificandose y formando nuevamente triglicéridos (Steinberger et al. 2009).

La enzima LPL es activada por la hormona insulina, la cual durante un
consumo excesivo de energia se mantiene elevada (hiperinsulinemia),
favoreciendo el almacenamiento de TAG en el tejido adiposo y por lo tanto, la

hipertrofia e hiperplasia de los adipocitos (Figura 1) (Eckel y Grundy, 2006).
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Figura 1. Cambios metabdlicos inducidos por una dieta alta en grasa y fructosa

2.3 Complicaciones del sobrepeso y la obesidad

La obesidad y el sobrepeso desencadenan un estado de inflamacion que se
vincula con el desarrollo de enfermedades metabdlicas como diabetes tipo 2 e
hipertension (Jakobsdosttir et al., 2013).

Como ya se mencioné un exceso en el consumo de energia tiene como
consecuencia la hipertrofia e hiperplasia del tejido adiposo el cual se encuentra
constituido por adipocitos, preadipocitos, células inmunoldgicas y células
endoteliales. Esta alteracién del tejido adiposo provoca un estado de inflamacion
derivado de la reduccion del abastecimiento de sangre a los adipocitos, y por lo
tanto un inadecuado suministro de oxigeno, promoviendo necrosis, infiltracion de
macrofagos y un aumento en la produccion de factores proinflamatorios como el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), y la interleucina-6 (IL-6), las cuales estan

relacionadas con la resistencia a la insulina y la intolerancia a la glucosa. Y por otro
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lado, disminuye la produccién de la adiponectina, una citocina exclusiva del tejido
adiposo que ejerce un efecto protector contra la inflamacion y la resistencia a la
insulina (Halberg et al., 2008; Fernandez-Sanchez et al., 2011; Suganami et al.,
2012).

Otra proteina inflamatoria es la proteina C reactiva (CRP), la cual es
sintetizada por hepatocitos y células del endotelio vascular la cual durante procesos
inflamatorios incrementa la expresion de moléculas de adhesion como ICAM-1
(Molécula de adhesion intercelular), VCAM-1 (Molécula de adhesion vascular) y
proteinas quimioatrayentes de monocitos. Por lo tanto, forma parte del proceso de
disfuncion endotelial vascular relacionado con ateroesclerosis. Se ha reportado que
la CRP aumenta durante procesos inflamatorios como la obesidad donde

incrementan las citocinas IL-6, IL-1 y TNF-a (Maiz, 2005; Amezcua, 2007).

2.3.1 Resistenciaalainsulinay diabetes

Durante la inflamacion en el tejido adiposo se estimula la produccion de
TNF-a e IL-6, ambas citocinas fosforilan en residuos de serina y treonina al
substrato del receptor de insulina (IRS-1), esto produce alteraciones en la cascada
de sefalizacion de la insulina, generando problemas como la resistencia a la
insulina que posteriormente puede ocasionar diabetes tipo 2, esta alteracion se
manifiesta como un trastorno metabodlico que cursa con hiperglucemia a causa del
inadecuado uso de la insulina. La diabetes tipo 2 tiene una prevalencia del 90% de
los casos reportados de diabetes a nivel mundial (Eckel y Grundy, 2006; American
Heart Association, 2012).

Debido a la resistencia a la insulina, el higado activa la sintesis de glucosa
mediante la gluconeogénesis, aumentando de esta manera los niveles plasmaticos
de glucosa y generando que las células B pancreaticas, las cuales son las

encargadas de secretar insulina, aumenten la secrecién de esta hormona. Este
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estado de hiperinsulinemia en el pancreas puede generar un proceso de oxidacion
provocando la apoptosis de las células B pancreaticas, y por lo tanto una menor

concentracion de insulina (Eckel y Grundy, 2006).

La de hiperglucemia que se presenta en un estado de resistencia a la
insulina, incrementan la produccién de productos finales de glucosilacion que son
el resultado de la reaccion del grupo carbonilo de glucosa y el grupo amino terminal
de proteinas y aminoacidos. De este modo se producen moléculas modificadas
qguimica y biolégicamente, capaces de ocasionar graves dafios al organismo. Estos
productos de la glucosilacion son producidos por las células endoteliales y
liberados a la circulacion donde se unen a receptores de las mismas células
endoteliales, células mesangiales, glomerulares y macréfagos, donde incrementan
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS), los cuales activan al Factor
Nuclear Kappa-b (NF-kb), el cual promueve la expresion de citocinas pro-

inflamatorias como TNF-a (Karasu, 2010; Giacco y Browlee, 2010).
2.3.2 Esteatosis

La esteatosis hepética o higado graso no alcohdlico es la acumulacion de
vacuolas de lipidos en el citoplasma de los hepatocitos, este exceso puede ser
ocasionado por diferentes mecanismos; mayor consumo de grasas en la dieta,
liberacidon de acidos grasos del tejido adiposo, ya que la lipasa sensible a la
hormona es activada debido a la resistencia a la insulina provocando el aumento de
lipolisis en el tejido adiposo y liberacion de acidos grasos. Asi mismo en la
esteatosis se incrementa la sintesis de novo y disminucién de la oxidaciéon de estos.
Esto se ha relacionado con el estado de hiperinsulinemia que provoca una mayor

lipogénesis de novo (Nagle et al., 2009)
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Figura 2. Desarrollo de esteatosis (LOpez-Capapé et al., 2009)

La esteatosis simple se caracteriza por ausencia de fibrosis y necrosis
siendo un estado reversible, pero debido a la inflamacién crénica durante el
sobrepeso y obesidad, y la continua acumulacion de grasas en el higado puede
desarrollarse fibrosis y necrosis dando lugar a la esteatohepatitis y posteriormente
a cirrosis (Burt y Mutton, 1998) (Figura 2).

2.3.3 Daio renal

El sobrepeso y la obesidad estdn considerados como factores de
predisposicion a dafio renal. Existen diferentes etapas dentro de la enfermedad
renal, esta comienza con una ligera excrecion de albumina por la orina, etapa
denominada microalbuminuria, siendo el valor de microalbumina marcador de dafio
temprano. La siguiente etapa se caracteriza por un aumento en la excrecion de
albumina (macroalbuminuria o proteinuria), la presencia de grandes cantidades de

proteina en la orina es evidencia de una disfuncién renal la cual progresa a
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enfermedad cronica (Jafar et al.,, 2003). Las principales alteraciones durante la
enfermedad renal son la glomeruloesclerosis, alteracion caracterizada por la
cicatrizacion del tejido glomerular afectando la filtracién de los rifiones y aumentado
la pérdida de proteinas en orina (proteinuria); fibrosis tubulointersticial, inflamacion

de estructuras tubulares y aumento de matriz interticial (EImarakby et al., 2010).

En condicion de sobrepeso, se incrementan los niveles renales de &cidos
grasos libres, triacilglicéridos y colesterol, promoviendo un efecto lipotoxico debido
en parte a la sintesis de diacilglicéridos y ceramidas, los cuales son mediadores de
apoptosis (Jiang et al., 2005). La insulina y la leptina, ambas incrementadas en el
sobrepeso y la obesidad, estan relacionadas con el aumento de factores de
crecimiento como TGF-B y el aumento de moléculas como colageno y fibronectina

relacionadas al desarrollo de glomeruloesclerosis.

2.4 Implicaciones terapéuticas

La prevencion de la obesidad es un punto medular en la prevencion del
desarrollo de otras enfermedades metabdlicas como diabetes mellitus tipo 2 asi
como enfermedades cardiovasculares. La Secretaria de Salud recomienda el
consumo de alimentos con bajo contenido cal6rico, asi como, un alto consumo de
compuestos antioxidantes, tales como las vitaminas A, C y E, compuestos fendlicos
como flavonoides, entre otros; debido a su relacion con la reduccién del estrés
oxidativo y obesidad (SSA, 2008).

Sin embargo, actualmente México se caracteriza por el consumo de dietas
con un alto valor caldrico, y la disminucién en el grado de actividad fisica, lo cual se
ha documentado desde hace algunos afios, donde la Encuesta Nacional de
Ingresos y Gastos de los Hogares en 1998 describe el incremento en el porcentaje
de alimentos ricos en carbohidratos refinados, mientras que se reporta una
disminuciéon del consumo de frutas, vegetales, carnes y lacteos (Figura 3)
(Secretaria de Salud, 2006).
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Figura 1. Cambios en el gasto en alimentos entre 1986 y 1998 (Secretaria de
Salud, 2006).

La Figura 4 se muestra el patron de consumo de bebidas en México, dividido
por diferentes grupos de edad. Todos los grupos de edad presentan un elevado
consumo de bebidas con un aporte energético alto, siendo los refrescos
(carbonatados y no carbonatados) la bebida mas consumida seguida por aguas

frescas o con jugo.
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Figura 4. Consumo energético diario de bebidas por grupo de edad en México
(2006) (Rivera et al., 2008)

2.5 Infusiones o extractos herbales

En México, el aumento en el consumo de infusiones es reciente, ya que se
ha reportado que muchas de estos materiales vegetales producen propiedades
benéficas para la salud. Se ha reportado que varias hierbas han sido usadas para
tratar alteraciones producidas por la obesidad, como desordenes relacionadas con

estrés oxidativo e inflamacion.

Pérez (2013), demostr6 en un modelo in vivo con ratas tipo wistar
alimentadas con una dieta alta en grasa y fructosa, y tratados con infusiones de
diferentes plantas presentaron una disminucion en la ganancia de peso corporal
respecto al control obeso, siendo los extractos de jamaica, hierbabuena y

cocolmeca los que promovieron menor ganancia de peso (Figura 5).
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Figura 5. Ganancia de peso corporal de animales obesos tratados con extractos

herbales (Pérez, 2013 datos sin publicar).

2.5.1 Flor de Jamaica

El consumo de Jamaica en México es alrededor de 14,000 toneladas
anuales, y nuestro pais se sitla como el séptimo productor de Jamaica a nivel
mundial (SAGARPA, 2010).

Las infusiones de la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) es una de las mas
estudiadas debido a sus efectos benéficos a la salud. Se ha reportado que
disminuye la oxidacion de la LDL in vitro. Estudios in vivo, realizados con conejos
alimentados por 10 semanas con una dieta alta en colesterol y extracto de Jamaica
como tratamiento, se observd una reduccion de los niveles séricos de colesterol,
triglicéridos y LDL, asi como, una reduccién de aterosclerosis, demostrado

mediante estudios histopatologicos (Chen et al., 2003).
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Diversos estudios reportan que extractos acuosos de esta planta mejoran la
hipertension, ya que éstos disminuyeron los niveles de presion arterial en individuos
pre-hipertensos e hipertensos (Hopkins et al., 2013). Mazoffari et al. (2009),
reportaron que pacientes con diabetes tipo 2 que fueron tratados diariamente con
dos tazas de extracto de jamaica (4 g/dia) por un mes, disminuyeron de manera
significativa sus niveles de colesterol LDL, ademés de incrementar la concentracion

de HDL, sugiriendo un efecto cardioprotector.

En un estudio con la administracién de un extracto acuoso de Jamaica por
un periodo de 4 semanas a ratas hipertensas y a pacientes con sindrome
metabdlico, mostraron disminucién de la presion arterial, este efecto se asocio a la

inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina | (Joven et al., 2014).

Por otro lado, también se ha demostrado un efecto en la reduccion en las
concentracion plasmatica de creatinina y urea en de ratas tratadas con una dosis

de 50 mg/kg de peso de extracto de Jamaica durante 28 dias (Olatuniji et al, 2012).

La flor de jamaica contiene &cidos fendlicos, flavonoides, antocianinas y
polifenoles, como las antocianinas delfinidina-3-glucésido y la cianidina-3-glucosido,
a todos estos compuestos antioxidantes se les atribuyen sus efectos
antiinflamatorios, cardioprotectivos, reguladores de colesterol y presion arterial (Al-
Bradeldin et al., 2005; Mamadou et al., 2009; McKay et al., 2010; Kuriyan et al.,
2010).

Otra ventaja que posee la Jamaica es su baja toxicidad ya que se ha
reportado que el consumo de hasta 2000 mg por kg de peso por 90 dias no
produce dafio hepatico determinado mediante la actividad de las enzimas aspartato
amino transferasa y alanino amino transferasa y tampoco causa dafio renal al no

elevar los niveles séricos de creatinina y urea, ademas el efecto diurético del
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extracto no altera los niveles de electrolitos. Por otro lado, se ha reportado una
dosis letal media cercana a 5000 mg/kg/dia, por lo cual el consumo de extracto de
Jamaica se considera seguro e inocuo (Hopkins et al., 2013).

2.5.2 Hierbabuena

La hierbabuena (Mentha piperita) es una planta mas relacionada con
productos de confiteria o gastronomia, sin embargo, estudios con extractos han
reportado que éstos reducen de manera significativa los niveles de glucosa,
triacilglicéridos, colesterol total y LDL; asi mismo, dichos extractos tienen la
capacidad de incrementar los niveles de colesterol de alta densidad (HDL), también
llamado el colesterol bueno. La mayoria de los efectos antes mencionados se han
atribuido a la presencia de compuestos fendlicos como la eriocitrina y el &cido
rosmarinico, un flavonoide y un &cido fendlico respectivamente, a estos
compuestos también se les ha relacionado con la inhibiciébn de la peroxidacion
lipidica en ratas diabéticas (Dorman et al., 2009; Sharafi et al., 2010; Barbalho et
al., 2011; Ahmad et al., 2012).

Mani et al. (2011) reportaron una disminucion de los niveles séricos de
glucosa, colesterol, triglicéridos, asi como, del indice aterogénico por el consumo
de un extracto acuoso de esta planta en ratas con una dieta alta en fructosa,

también reportaron un aumento en la concentracién de colesterol HDL.
2.5.3 Cocolmeca

Cocolmeca (Smilax cordifolia) es una planta que se cultiva en el estado de
Tabasco, donde los pobladores prepararan una infusion de su raiz, la cual se
recomienda para disminuir el peso corporal y para mejorar la circulacién
sanguinea. Actualmente no hay estudios sobre esta raiz o derivados, sin embargo,

se ha reportado que Guduchi (Tinospora cordifolia), una planta de la India que
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pertenece a la misma familia de cocolmeca disminuye la sintesis de TNF-a e IL-1

en macréfagos de ratones (Spelman et al., 2006).

2.5.4 Hierba del sapo

La hierba del sapo (Eryngium carlinae) es una planta a la que la medicina
tradicional le ha atribuido efectos curativos para distintas afecciones como disminuir
los niveles de colesterol y triglicéridos, asi como para el control de la hipertensién,
diabetes y arteriosclerosis; siendo utilizada principalmente por su efecto
hipocolesterolemico. Estudios reportan que la administracion de extracto acuoso a
una dosis de 100 mg/kg de peso corporal disminuy6 en un 9% el colesterol sérico
en ratones alimentados con una dieta alta en colesterol (Vazquez et al., 2006).
Noriega-Cisneiros et al. (2012) reportaron que el consumo por 40 dias de extracto
etandlico (30 mg/kg de peso corporal) por ratas tipo Wistar con diabetes inducida
por estreptozotocina, mostraron menores niveles séricos de glucosa, creatinina,

acido urico, colesterol total y triglicéridos respecto al control diabético.

2.6 Edulcorantes y las bebidas hipocaldricas

El alto consumo de bebidas azucaradas en México nos sitlla como el primer
consumidor de refresco en el mundo y los efectos negativos de los edulcorantes
como la fructosa se ha relacionado con el desarrollo de la resistencia a la insulina,

higado graso y de diabetes tipo 2 (Rivera et al., 2013).

Por lo tanto, se ha planteado utilizar edulcorantes que no tengan efectos
colaterales para la salud, tales como los endulzantes naturales. La estevia (Stevia
rebaudiana) es una planta de origen sudamericano, del extracto steviosidio de las
hojas se obtienen compuestos dulces Illamados glucdsidos de steviol o

comunmente llamado estevia, el cual es usado como un edulcorante natural, el cual
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provee un sabor dulce pero que no tiene contenido energético (Tavarini y Angelini,
2013).

El Comité Conjunto de Expertos en Aditivos Alimentarios de la OAA/OMS ha
concluido que los edulcorantes de estevia son metabolizados en el organismo a
steviol. El steviol es secretado en la orina como glucurénido de steviol. Los
metabolitos son eliminados del cuerpo y no hay acumulacion de los mismos.
Adicionalmente, estevia como edulcorante se ha reportado que incrementa la
sensibilidad de la insulina en modelos animales, ademas es un producto mas
anorexigénico que la sacarosa, ya que aumenta la saciedad. Aunado a lo anterior,
es importante sefialar otras propiedades que son importantes y deseables en un
aditivo alimenticio, como el ser un componente inocuo, econdémico y de facil
obtencién (Gregersen et al., 2004; Chang et al., 2005; Anton et al., 2010).

En el presente proyecto se pretende elaborar una bebida hipocalérica con
extractos naturales de flor de jamaica, hierbabuena, cocolmeca y hierba del sapo,
demostrar sus beneficios en el control de la obesidad y sus complicaciones, asi

como determinar su estabilidad.
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1. Justificacion

Actualmente la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México es del 71%
en la poblacion adulta y 33% de la poblacidén juvenil, y cada afio se presentan
alrededor de 200 mil defunciones asociadas a esta enfermedad. Esta cifra de
prevalencia para adolescentes es muy similar a la que se presenta en el estado de
Querétaro.

La obesidad en la poblacién juvenil al igual que en los adultos favorece las
alteraciones de los lipidos, por tanto, la prevalencia de enfermedades
cardiovasculares. Con respecto a la diabetes tipo 2, ésta también ha aumentado
considerablemente, alrededor del 5% de los jévenes obesos presentan intolerancia
a la glucosa y por lo tanto, tienen un alto riesgo de desarrollar diabetes. La
transicion de tolerancia normal a la glucosa a un estado prediabético en jovenes, se

encuentra asociada con la rdpida ganancia de peso.

Estos problemas se agudizan debido a las modificaciones dietarias, ya que
la poblacion mexicana ha incrementado la ingesta de carbohidratos en forma de
almidones, harinas y bebidas azucaradas (sacarosa, glucosa y fructosa). Los
carbohidratos consumidos en exceso, elevan el nivel de glucosa en sangre sobre
todo, los de alto indice glucémico. Un ejemplo de ellos son: carbohidratos refinados
contenidos en refrescos, cereales, pan y pastas; lo que ocasiona una mayor
liberacidon de insulina por el pancreas, sobrepeso y eventualmente resistencia a la

insulina, caracteristica de la diabetes tipo 2 y/o hipertension.

La Encuesta Nacional de Salud reportdé en el 2006 que de las 411 kcal
consumidas en bebidas por la poblacién de 12 a 18 afios, 34% de éstas son altas
en energia y con pocos beneficios a la salud y 64% con alto contenido de azulcar.

Por lo tanto se requiere ofrecer nuevas alternativas para el consumo de bebidas.
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En México, las infusiones herbales son ampliamente consumidas por la
poblacion, ya sea por cuestiones culinarias 0 medicinales, puesto que las hierbas,
flores y frutos utilizados contienen componentes activos utilizados para el
tratamiento de diversas enfermedades cardiovasculares, obesidad, diabetes

mellitus, hipertension, enfermedad renal y hepética, entre otras.

Dentro de las plantas y frutos utilizados para el tratamiento de la
hipertension, dislipidemias y la diabetes destacan: jamaica (Hibiscus sabdariffa),
hierbabuena (Mentha piperita), la flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa), hierbabuena
(Mentha pippetita) , cocolmeca (Smilax cordifolia) y hierba del sapo (Eryngium
carlinae); las cuales pueden utilizadas en bebidas refrescantes como una
alternativa con beneficios a la salud debido a su alto contenido de compuestos
bioactivos, compuestos a los que se les ha reportado efectos antioxidantes,
antiobesogénicos vy antiinflamatorios. Algunos de estos materiales adicionalmente
presentan una buena aceptabilidad por su sabor y aroma, y por lo tanto pueden

emplearse para la preparacion de bebidas funcionales.
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IV. Objetivos

4.1 Objetivo general

Elaborar bebidas hipocaléricas a base de extractos naturales de plantas de
la medicina tradicional mexicana y evaluar su efecto sobre el control de la obesidad

y sus complicaciones.
4.2 Objetivos especificos

e Elaborar diferentes formulaciones de bebidas hipocal6ricas con extractos de
plantas y determinar su aceptabilidad sensorial

e Evaluar las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las bebidas
funcionales elaboradas con extractos naturales.

e Determinar la estabilidad fisicoquimica, microbiolégica y de compuestos con
propiedades funcionales.

e Evaluar el efecto de las bebidas sobre el control del peso y alteraciones
asociadas a la obesidad como resistencia a insulina, alteraciones lipidicas,

inflamacion y dafio hepatico, en ratas de la cepa Wistar.
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V. Materiales y métodos

5.1 Materiales

5.1.1 Vegetal

Se utilizaron flores de jamaica (Hibiscus sabdariffa), hojas de hierbabuena
(Mentha piperita), corteza de cocolmeca (Smilax cordifolia), y la planta completa sin
raices de la hierba del sapo (Eryngium carlinae).

5.1.2 Biologico

Se emplearon ratas sanas de la cepa Wistar macho con un rango de peso de
160-180 g adquiridas en el Bioterio del Instituto de Neurobiologia, UNAM.

5.2 Métodos

5.2.1 Preparacion de los extractos

El material seco fue extraido con agua a punto de ebullicion y agitacion,
utilizando diferentes relaciones peso volumen y distintos tiempos de extraccion
como se muestran en el Cuadro 1. Los tiempos de extraccién fueron seleccionados

de acuerdo a sus propiedades organolépticas.

Cuadro 1. Relacion peso volumen de los extractos del

proceso y tiempo de extraccion.

Extracto g/L  Tiempo (min)
Jamaica 6% 60 15
Cocolmeca 5% 50 30
Hierbabuena 4% 40 10
Hierba del sapo 3% 30 10
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5.2.2 Formulacién de las bebidas

Para la formulacion de la bebida A y B se utilizé un disefo factorial, siendo la
concentracion de azUcar y porcentaje de extracto (Jamaica) los factores para la
bebida A; para la bebida B los factores fueron porcentaje de extracto (cocolmeca),
concentrado de té verde y extracto de limén. Para la bebida C se utilizé un disefio
en mezclas usando el porcentaje de extractos (hierbabuena, cocolmeca y hierba

del sapo) como factores.

Se utilizé &cido citrico y citrato de sodio como reguladores de pH, sorbato de
potasio como conservador, azlicar y estevia (Adquirida a la empresa Dohler S.A de
C.V) como edulcorantes. Los rangos de concentracion de los aditivos utilizados
estuvieron de acuerdo a lo establecido por la NOM-218-SSA1-2011. Para asegurar
la inocuidad de las bebidas se realiz6 una pasteurizacion, con una temperatura

méxima de 76 °C por un minuto y enfriamiento a 4 °C.
5.2.2.1 Formulacion bebida A

Se utilizé para la formulacion de la bebida A un disefio factorial 23 en
bloques, bloqueando al panelista debido a la cantidad de tratamientos. Utilizando
como factores el tiempo de extraccion, concentracion de azlcar y porcentaje del

extracto de Jamaica (Cuadro 2).

Cuadro 2. Disefio factorial para la formulacion de la bebida A

No Tiempo Aziucar Jamaica

(min) (g/L) (%)
- 1 15 40 2
g 2 30 40 1.5
T 3 15 30 1.5
m 4 30 30 2
~ 5 30 40 2
S 6 15 30 2
s 7 15 40 1.5
m 8 30 30 1.5
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5.2.2.2 Formulacion bebida B

Para la formulacion de la bebida B se utiliz6 un disefio factorial 22 en bloques
con un punto central, bloqueando al panelista de igual manera que la bebida A.
Utilizando como factores el porcentaje de cocolmeca, concentracion de extracto de

té verde y concentracion de extracto de limén para conferir sabor (Cuadro 3).

Cuadro 3. Disefio factorial para la formulacion de la bebida B

No Cocolmeca Té verde Limoén

(%) (g/L) (g/L)

Bloque 33 1.25 1.5 1.5
1 88 15 1.5 1
68 1.25 1.25 1

77 1.5 1.25 15

Central 52 1.375 1.375 1.25
Bloque 81 1.25 15 1

2 94 15 15 1.5
41 1.5 1.25 1

10 1.25 1.25 1.5

5.2.2.3 Formulacion bebida C
Para la bebida C se utilizé un disefio en mezclas con 12 tratamientos y dividido en

bloqgues de cuatro tratamientos, donde los factores son los extractos de

hierbabuena, cocolmeca y hierba del sapo.
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Cuadro 4. Disefio en mezclas para la formulacion de la bebida C

No Hierbabuena Cocolmeca Hierba del

(%) (%) sapo (%)
- 1 1 0.3 0.7
g 2 1.5 0.1 0.4
s 3 0.8 0.7 0.5
o 4 1,276 0.505 219
~ 5 1.2 0.70 0.1
S 6 0.99 0.514 0.514
s 7 1.2 0.1 0.7
o 8 1.5 0.25 0.25
o 9 0.8 0.5 0.7
S 10 1.5 0.4 0.1
S 1 1.285 0.22 0.495
a 12 1.0 0.7 0.3

5.2.3 Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de las bebidas

5.2.3.1 Pardmetros de color

El color se determind mediante el sistema CIEL*a*b* (International
Commission on llumination, Viena), en donde L* indica la luminosidad, a* la
coloracion rojo-verde y b* la coloracion amarillo-azul. Las muestras fueron
centrifugadas a 1800 g durante 10 min y se realizé la medicién de los parametros
a*, b* y L* de los sobrenadantes por medio de un colorimetro Minolta, CM-2002 y

procesados en el Software: Spectral Magic version 1.01).
5.2.3.2 pH

El pH de cada bebida fue determinado utilizando un potencidmetro con
electrodo de vidrio (F-74BW, Horiba) una vez que fue calibrado con soluciones
buffer.
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5.2.3.3 Acidez titulable

La acidez total titulable se determiné mediante la titulacion de 10 mL de cada
bebida con una solucién de hidroxido de sodio 100 mM hasta alcanzar un pH de
Con el volumen gastado se determind el % de acidez titulable usando la siguiente

ecuacion:

% acidez titulable = (Vol. NaOH) (N NaOH) (Eqg. del acido) * 100
(Vol. de la muestra)

% acidez titulable = al valor anterior * FD

Donde:

Vol. de NaOH = volumen de NaOH gastado en la titulacion

N NaOH = Normalidad del NaOH utilizado

Eq. del acido = equivalente del 4cido més abundante en el fruto, para el &cido
citrico es 0.064

Vol. de la muestra = volumen de la muestra a titular

FD = Factor de dilucién de la muestra para titular.

5.2.3.4 Grados brix

La determinacion de la concentracion de solidos solubles totales se
expresaron como grados brix (°Bx), para esta determinacion se uso un
refractbmetro colocando una gota de la bebida en la celda del equipo y

determinando el indice de refracciéon de la luz.
5.2.4 Caracterizacion nutracéutica de las bebidas funcionales
5.2.4.1 Cuantificacién de fenoles totales

Una alicuota de 20 puL de cada muestra se llevé a un volumen final de 250
ML con agua destilada, se adicionaron 125 pL del reactivo de Folin Coicalteu 1N y
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625 pL de carbonato de sodio al 20%. Se dejo reposar la mezcla en obscuridad y
temperatura ambiente durante 2 h, tras lo cual se realiz6 la medicion de las
absorbancias a 765 nm en un lector de microplca Thermoscientific, Varioskan
(Singleton et al., 1999). Para la cuantificacién se utilizé acido galico como estandar

y se expresaron los resultados como mg eg. acido gélico mL™.

5.2.4.2 Cuantificacién de flavonoides totales

A una alicuota de 25 pL de cada muestra se le adicionaron 75 pL de nitrito
de sodio al 5%, 150 pL de cloruro de aluminio al 10% y 500 uL de hidroxido de
sodio 1 M. La mezcla se dej6 reposar en obscuridad y a temperatura ambiente
durante 30 min, posteriormente se realiz6 la medicion de las absorbancias a 510
nm en un en un lector de microplca Thermoscientific, Varioskan (Liu, 2002). Se
utilizé catequina como estandar y los resultados se expresaron como mg eq.

catequina mL™.
5.2.4.3 Cuantificacién de antocianinas monoméricas

A una alicuota de 200 pL de cada muestra se le adicionaron 700 pL de cada
solucion amortiguadora: cloruro de potasio (0.025 M, pH 1.0) y acetato de sodio
(0.4 M, pH 4.5). Se realizé la medicién de las absorbancias a 510 y 700 nm en un
lector de microplca Thermoscientific, Varioskan (Giusti et al., 2000). La
cuantificaciéon de las antocianinas totales (mg eq. delfinidina-3-glucésido mL?) se

obtuvo por medio de las siguientes ecuaciones:

AbStotal = [(AbSSIO nm Abs700 nm)pH 1 (Ab5510 nm Abs700 nm)pH 4-,5]

Antocianinas monoméricas (%) = (AbS;yta; * PM * FD * 1000) /(g * d)

donde Abs representa las absorbancias, € es el coeficiente de extincion molar de la
delfinidina-3-glucésido (26,900), PM es el peso molecular de la delfinidina-3-

glucésido (449,2) y C es la concentracion de la muestra.
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5.2.5 Evaluacion sensorial de los extractos herbales

Se realizd un analisis sensorial de las bebidas funcionales, con la
participacion de un panel no entrenado, integrado por jévenes de 18-25 afios de
edad, alumnos de la Facultad de Ciencias Quimicas de la Universidad Autbnoma
de Querétaro. El analisis consistio en la evaluacion de los parametros de color, olor,
sabor. Se utiliz6 una escala hedonica de nueve puntos donde el punto nueve fue
me gusta mucho y el punto uno me disgusta mucho (Figura 6). Para la evaluacién
sensorial de la bebida A y B se utilizé panel con n=50 mientras que la bebida C fue

un panel de n=45.

Me Me disgusta Me gusta Me guhsta

disgusta poco poco fmucho
0 T mucho 3 4 5 € 7 8 °
Me Me disgusta No me gusta Me gusta Me gusta
disgusta moderadamente ni me moderadamente muchisimo
muchisimo disgusta

Figura 6. Escala hedonica de nueve puntos utilizada en la evaluacion sensorial de
bebidas.

5.2.6 Evaluacién in vitro de las propiedades nutracéuticas de los extractos

herbales

5.2.6.1 Capacidad de atrapamiento del radical ABTS

El radical ABTS™ (7 mM) fue preparado por medio de la disolucién de ABTS
en persulfato de potasio (2.45 mM), y su posterior incubacion en obscuridad
durante 12 h. Posteriormente se diluyo la solucion de ABTS con amortiguador de
fosfatos (pH 7.4) hasta obtener una absorbancia de 0.70 (x0.02) a 734 nm. Se
adicion6 950 pL de la solucién diluida de ABTS a 50 pL de diversas
concentraciones de cada muestra y se midié las absorbancias a 734 nm en un
lector de microplca Thermoscientific, Varioskan (Re et al., 1999). La inhibicién del
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radical ABTS™* se expres6 como la concentracion media de inhibicion (ICso), al
graficar el logaritmo de la concentracion contra el porcentaje de inhibicion. Se utilizé

catequina como estandar.

5.2.6.2 Capacidad de atrapamiento del radical DPPH

El radical DPPH" fue disuelto en metanol hasta obtener una absorbancia de
0.75 (x0.03) a 515 nm. Se adicionaron 50 pL de diversas concentraciones de cada
muestra a 450 pL de la solucién diluida de DPPH. Se dejé reposar la mezcla en
obscuridad a temperatura ambiente durante 30 min, tras lo cual se realiz6 la
medicion de las absorbancias a 517 nm en un lector de microplca Thermoscientific,

Varioskan (Brand-Williams et al., 1995). Los resultados se expresaron como ICso.

5.2.6.3 Capacidad de inhibicion de la a-amilasa

La enzima a-amilasa fue disuelta en una solucién amortiguadora de fosfatos
(40 mM, pH 6.9), la cual consiste de 0.4 g L! de almidén y diversas
concentraciones de cada muestra. La mezcla fue incubada a 37 °C durante 39 min,
tras lo cual las muestras fueron diluidas en metanol (1:4) y centrifugadas a 700 ¢
durante 10 min (Kandra et al., 2005). Se realiz6 la cuantificacion de glucosa
utilizando un kit que determina la actividad de la glucosa oxidasa a 300 nm. Los

resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion.
5.2.6.4 Capacidad de inhibicién de la enzima a-glucosidasa

1 U mL! de la enzima a-glucosidasa fue disuelta en una solucién
amortiguadora de fosfatos (100 mM; pH 6.9) con 5 mM de p-nitrofenil- a -D-
glucopiranésido en amortiguador de fosfatos y diversas concentraciones de cada
muestra. La mezcla fue incubada a 25 °C durante 15 min y centrifugada a 700 g
durante 10 min (Apostolidis et al., 2007). Se realizdé la cuantificacion de glucosa

utilizando un kit que determina la actividad de glucosa oxidada a 300 nm en un
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lector de microplca Thermoscientific, Varioskan. Los resultados fueron expresados
como porcentaje de inhibicion.

5.2.6.5 Capacidad de inhibicion de la actividad de la enzima lipasa de
lipoproteina

Se prepard una solucion de lipasa porcina pancratica (Sigma) en agua grado
HPLC a una concentracion de 10 mg/mL, la solucién fue centrifugada a una
velocidad de 16,000 rpm por 5 min, utilizando solo el sobrenadante. Se prepar6 un
buffer de ensayo Tris 100 mM (pH 8.2). La solucién del sustrato contiene p-nitrofenil
laurato 0.08% p/v en acetato de sodio 5 mM (pH 5.0) al cual a temperatura de
ebullicion se le adiciono 1% de Triton X-100. Como control del ensayo se
mezclaron 450 pL de buffer de ensayo, 450 pL de solucion de sustrato y 150 pL de
lipasa. Para las muestras a lo anterior se le adicion6 50 yL de las bebidas. Las
muestras y el control fueron incubados por 2 h a 37°C. Las muestras fueron
centrifugadas a 16,000 rpm por 2.5 min, los sobrenadantes fueron leidos a una
longitud de onda de 400 nm en un lector de Elisa Varioskan Flash de la marca
Thermo Scientific (McDougall et al. 2009).

5.2.7 Vida de anaquel

Las pruebas de estabilidad se realizaron para determinar la vida de anaquel
de la bebida, la cual se define como el tiempo en el cual éste conservara sus
propiedades fisicoquimicas, microbiolégicas, organolépticas y nutricionales.
(Houggh y Fiszman, 2005). Por lo cual, se evalu6 cada quince dias por un periodo
de 5 semanas los parametros de color, pH, grados brix, concentracién de
antocianinas, fenoles totales y se realizaron analisis de acuerdo a las

especificaciones microbiolégicas de la NOM-218-SSA (Cuadro 5).

Cuadro 5. Especificaciones microbiolégicas para bebidas saborizadas no
alcoholicas y bebidas adicionadas con cafeina.

Microorganismo Limite maximo

27



Mesoéfilos aerobios UFC/mL 50
Coliformes totales NMP/mL 10
Coliformes fecales NMP/mL n.a.

5.2.8 Evaluacion in vivo de las bebidas para el control de la obesidad y sus
complicaciones

5.2.8.1 Grupos de experimentacion

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar de 160 + 20 g, las cuales fueron
alimentadas con una dieta estandar o una dieta obesogénica (alta en lipidos y

fructosa) como se muestra en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Contenido nutrimental de las dietas del estudio in vivo

Nutrientes Dieta Dieta alta en
estdndar  grasas y fructosa
(obesogénica)

Energia 337 kcal 635 kcal
Proteinas 22% 11%
Carbohidratos 45% 55%
Lipidos 5% 14%

Los animales alimentados con dieta estandar fueron denominados control
sano (n=8) y consumieron agua ad libitum. Los animales alimentados con una dieta
obesogénica fueron divididos en grupo de ocho ratas, denominando a un grupo
control obeso el cual consumié agua ad libitum, los otros grupos con dieta
obesogénica consumieron las bebidas formuladas ad libitum durante 8 h (Cuadro

7). El estudio se llevé a cabo durante un periodo de 16 semanas.

Cuadro 7. Tratamientos por grupo del estudio in vivo

Grupo Dieta Tratamiento
Control sano Estandar Agua
Control obeso Obesogénica Agua

Bebida A Obesogénica Bebida funcional
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Bebida B Obesogénica Bebida funcional

Bebida C Obesogénica Bebida funcional

Semanalmente se midi6 el peso corporal, y tres veces por semana se
evaluo el consumo de alimento y de bebida. Al finalizar el estudio se recolecté orina
en jaulas metabdlicas, se sacrificaron los animales, los cuales se anestesiaron con
eter etilico y se les extrajo sangre por puncion cardiaca. El suero se separo
inmediatamente por centrifugacion de las muestras de sangre, estos se congelaron
y almacenaron a —70 °C hasta su analisis. Finalmente, se extrajeron los rifiones, el
higado y el tejido adiposo, estos se lavaron con amortiguador de fosfatos salino
frio; una parte se almacend en solucion de formaldehido para andlisis
histopatoldgico, y la otra parte se congelé inmediatamente en nitrégeno liquido y se

almacend a -70 °C para posteriores analisis.

El estudio en animales fue aprobado por el comité de bioética de la

Universidad Autbnoma de Querétaro.

5.2.8.2 Determinacion del perfil lipidico sérico

Se realizé un perfil lipidico en suero que consistio de colesterol total, HDL,
LDL triglicéridos utilizando kits de quimica clinica de la marca Spin-react. Se utilizd

un lector de Elisa Varioskan Flash de la marca Thermo Scientific.

5.2.8.3 Cuantificacién de triglicéridos en higado y heces

Se pesaron 100 mg de la muestra a analizar y se les afladié 350 pyL de
hidroxido de potasio etandlico incubandose toda la noche a 55 °C. Una vez
digeridas las muestras, se llevaron a un volumen de 1000 pL con etanol-agua (1:1),
posteriormente se centrifugaron a 12,000 rpm por cinco min. Se llevaron a un

volumen de 1200 pL con etanol-agua (1:1). Se tomaron 200 pL y se le agregaron
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215 pL de cloruro de magnesio (1 M). Esta mezcla se mantuvo 10 min en hielo para
poder centrifugarse después a una velocidad de 5000 rpm por 5 min. Se realiz6 la
medicién de triglicéridos del sobrenadante mediante un kit enzimatico de la marca

Spin-react.

5.2.8.4 Evaluacién de hipertrofia del tejido adiposo

Se realizé la recoleccion del tejido adiposo visceral, el cual fue colocado en
una solucién de formalina al 4%. Se realizaron cortes de 5 mm de los tejidos
previamente incluidos en parafina y posteriormente fueron tefiidos con hematoxilina
y eosina. Posteriormente se midi6 en un microscopio el diametro y el nimero de

adipocitos por campo.

5.2.8.5 Cuantificacién de moléculas relacionas con resistencia a la insulina e
inflamacioén

Se realiz6 la cuantificacion sérica de resistina y leptina por medio de kits de
ELISA de la marca sigma-aldrich y de IL- 6 por medio de un kit de ELISA de la
marca Bioscience. Para la insulina se utilizd un kit de la marca eBiosciencie La
medicion se realizé en un lector de microplaca de la marca Thermoscientific modelo

Varioskan.

5.2.9 Evaluacion de dafio hepatico

Se cuantificaron en el suero las enzimas fosfatasa alcalina, alanina amino
transferasa y aspartato amino transferasa, utilizando kits enziméticos de la marca

Spin-react.
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5.3 Evaluacion de esteatosis hepatica

Se realizd la recoleccién del tejido hepético, el cual fue colocado en una
solucion de formalina al 4%. Se realizaron cortes de 5 mm de los tejidos
previamente incluidos en parafina y posteriormente fueron tefiidos con hematoxilina
y eosina. Posteriormente se observd en un microscopio los depositos de grasa en
los hepatocitos clasificando el grado de acuerdo a la escala de Brunt (Brunt et al.,
1999).

5.4 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media * error estandar
(EE). La evaluacion estadistica de los datos se determin6 mediante el analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel del confianza del 95%, ademas se realizd un
analisis de comparacién de medias aplicando la prueba de Tukey-Kramer y cuando
se compard contra un control se utilizé la prueba de Dunnett. Los resultados se

analizaron con el paquete estadistico JMP version 10.0.1.
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VI. Resultados y discusiones
6.1 Formulacion de bebidas

6.1.1 Formulacion de la bebida A

Para la formulacion de la bebida A se utiliz6 como base el extracto de
Jamaica, principalmente por sus efectos antioxidantes, renoprotector,
hepatoprotector, antidiabético, antihipertensivo e hipocolesterolémico (Da Costa et
al., 2014).

La evaluacién sensorial se muestra en la Figura 7 se observa que los
tratamientos 1, 3 y 7 tuvieron una mayor aceptacion respecto al sabor con valores
superiores a 7, clasificandose de acuerdo a la escala heddnica dentro del rango de
me gusta mucho, siendo el tratamiento 1 el que obtuvo el mayor valor de sabor (7.3
+ 0.7). Respecto al color, el tratamiento 3 obtuvo la mayor evaluacion con un valor
de 7.7, sin embargo todos los tratamientos de acuerdo a la escala hedonica fueron
aceptados satisfactoriamente. Por otro lado, el color de los tratamientos se

mantuvo en el rango 6-7, me gusta moderadamente.

De manera general las bebidas cuya base era de Jamaica, y tenian un mayor
tiempo de extraccidon presentaban un ligero sabor amargo, el cual en algunas
ocasiones se enmascard con el azicar adicionado. El sabor astringente y amargo
de las infusiones se atribuyen a los compuestos polifendlicos, los cuales ademas
estan relacionados con las propiedades antioxidantes y otros beneficios a la salud
del extracto de flor de Jamaica (Lesscheveae y Noble, 2005). La preferencia por
parte de los panelistas se inclind por las formulaciones cuyo extracto fue sometido a
menor tiempo de extraccién, se ha reportado que entre mayor tiempo sea la
extraccion, existe un mayor grado de polimerizacion de antocianinas, lo cual

aumenta el sabor amargo y astringente (Tsai y Huang, 2004).
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Figura 7. Evaluacion sensorial de la bebida A. Los valores representan la media + D.E.
Letras iguales indican que no existe diferencia estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de
Tukey-Kramer.

En base a estos resultados, el tratamiento 1 fue el que se seleccioné para las

siguientes determinaciones; fisicoquimicas, nutracéuticas y funcionales.

6.1.2 Formulacién de la bebida B

La bebida B fue elaborada con la finalidad de incluir extractos con beneficios
principalmente para la disminucion de peso corporal, por lo cual se utilizé el extracto
de cocolmeca como base, ya que en estudios previos en el laboratorio de
bioquimica molecular del PROPAC se demostré que el extracto de cocolmeca al 2%
disminuyo la ganancia de peso corporal hasta en un 27% en ratas alimentas con
una dieta alta en grasa y fructosa respecto al grupo control (Pérez, 2013 datos sin
publicar). Debido a sus propiedades benéficas, se adiciond extracto natural de té
verde, este té contiene como principal compuesto fendlico al galato de
epigalocatequina, compuesto que posee efectos antiobesogénicos (Mohsen y
Hasan, 2010).
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En la Figura 8 se observa que la formulacion 94 obtuvo la mejor evaluacion con
un valor de 6.8 correspondiente al rango 6-7, me gusta moderadamente, tanto para
color, aroma como sabor. Esta formulacion presenta la mayor concentracion de los
tres factores, extracto de cocolmeca (1.5%), extracto de té verde (1.5 g/L) y

concentrado de limon (1.5 g/L).
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Figura 8. Evaluacion sensorial de la bebida B. Los valores representan la media + D.E.
Letras iguales indican que no existe diferencia estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de
Tukey-Kramer.

Para mejorar la formulacion 94, se adicioné extracto de hierbabuena, ya que
posee compuestos que le proporciona un sabor mas refrescante, ya que la
hierbabuena o el aceite esencial suele usarse para enmascarar sabores (Chen et al.
2011). La formulacion 94-1 aumento su aceptabilidad sensorial hasta en un 18.33%
en la propiedad de sabor y 8.82% respecto al aroma comparado con la formulacion
94 (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Factores incluidos en la elaboracion de la bebida B y su evaluacion

sensorial.
Factores Evaluacion sensorial
No. Cocolmeca Téverde Limoén Hierbabuena Sabor Aroma
(%) (g/L) (g/L) (%)
924 1.5 1.5 1.5 6.7+05° 6.4+0.5b
94-1 1.5 1.5 1.5 0.25 7.3+042 7.4+0.6P°
94-2 1.5 1.5 1.5 0.125 6.9+0.4° 6.8+0.6%

Los valores representan la media + DE. Valores con diferente letra en la misma columna indican
diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

6.1.3 Formulacién de la bebida C

Para la bebida C, el extracto de hierbabuena fue el componente principal,
estudios han reportado que este extracto mejora el perfil lipidico en diferentes
modelos animales; disminuyendo LDL, colesterol total y aumentando HDL (Badal et
al.,, 2011). Se ha reportado que el extracto de hierba del sapo, al igual que la
hierbabuena presenta propiedades hipolipidémico en un modelo animal de diabetes
(Noriega et al., 2012).

Se puede observar en la Figura 9 que no hay diferencia respecto a la
preferencia por el color de las bebidas, la formulacion 3 fue la menos aceptada con
respecto al sabor y esta se caracterizO por una menor concentracion de
hierbabuena y alta concentracion de hierba del sapo, mientras que la formulacién
12 obtuvo la mayor puntacion tanto en aroma como sabor con valores de 7.03 y
7.22 respectivamente.
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Figura 9. Evaluacién sensorial de bebida C. Los valores representan la media + D.E. Letras

diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.
6.1.4 Formulacion de bebidas funcionales

Las bebidas finales formuladas para el presente trabajo se muestran en el
Cuadro 8, los componentes incluyeron en orden descendente de acuerdo a su
concentracion. De igual manera se incluyen los aditivos utilizados para la
formulacion de las bebidas.

Cuadro 9. Componentes de las bebidas funcionales

Bebida Componentes
A Jamaica
B Cocolmeca/té verde/Hierbabuena
C Hierbabuena/cocolmeca/Hierba del sapo

Aditivos: Azucar, acido citrico, citrato de sodio, sorbato de potasio y estevia
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6.2 Caracterizacion fisicoquimica

La acidez titulable, el pH y los grados brix se determinaron en las diferentes
bebidas. Estos son parametros utilizados para cuantificar la acidez y el porcentaje
de azucares disueltos en una muestra. Se observa en el Cuadro 10 que no hay
diferencia entre los valores de grados brix de las bebidas y el pH. El valor &cido del
pH es importante en el desarrollo de bebidas, ya que el pH 6ptimo para el
crecimiento de la mayoria de las bacterias deterioradoras asociadas a alimentos
estad en el rango 6.5-7.5, y algunas bacterias patdgenas pueden crecer a pH 4.
Dentro de la acidez titulable, la bebida que presentd la mayor acidez fue la bebida
A (2.77 £ 0.73), seguido de la bebida B vy finalmente la bebida C. Se ha reportado
gue los extractos de Jamaica poseen altas cantidades de &cidos organicos como
acido hibicus, éacido citrico, acido malico y acido hidroxicitrico, los cuales

contribuyen a la acidez de dichos extractos (Da-Costa-Rocha et al., 2014).

Uno de la primeros parametros cualitativos que observa un consumidor en los
alimentos es el color (Bruhn, 2007). El color en los vegetales es originado
principalmente por clorofilas y compuestos fendlicos como los flavonoides y las
antocianinas. En el Cuadro 10 se muestran los parametros de color de las bebidas,
donde el valor de L* de las bebidas B y C es mayor a la bebida A, esto se le puede
atribuir a la pigmentacién de los flavonoides, mientras que para la bebida A su
contenido mayoritario son las antocianinas, las cuales brindan colores menos

luminosos como rojo, morado y azul (Lansky y Newman, 2007).

La bebida A presento el valor mas alto para el parametro denominado a’, esto
nos indica una tendencia a los tonos rojos, caracteristicos de los extractos de
Jamaica. Galicia-Flores et al. (2007) reportan valores de a* de 30.3 para extracto de
Jamaica 1%. Respecto al valor b* las bebidas B y C mostraron valores superiores,

esto debido a la concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides.
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Cuadro 10. Pardmetros fisicoquimicos de las bebidas.

Grados pH Acidez L* a* b*
Bebida brix titulable (%)

A 3.6+0.12 2.85+0.05% 2.77 £ 0.73% 16.58 + 1.07°¢ 40.84 +1.72 7.73+0.81°
B 3.6+0.12 3.32+0.36% 2.01 + 1.47° 22.67 + 3.022 -4.90 + 0.71° 47.65 + 3.272
C 34+0.123.33+0.24% 1.40+1.28° 20.47 + 1.93 4.46 + 1.22 45.46 + 2.942

Los valores representan la media + DE. Valores con diferente letra en la misma columna indican
diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

6.3 Caracterizacidn nutracéutica

6.3.1 Cuantificacion de compuestos fenélicos totales y flavonoides

Los compuestos fendlicos son los principales fitoquimicos consumidos en la
dieta, estos presentan propiedades potencialmente preventivas y terapéuticas en
alteraciones metabdlicas como la obesidad (Mohsen y Hasan, 2010). Se realizé la
cuantificacion de compuestos fendlicos totales y flavonoides de las tres bebidas. La
bebida B present6 la mayor concentracion de compuestos fendlicos (106.42 + 8.7
mg eq. ac. galico/mL), mostrando una concentracion 1.62 veces mayor y 2.2 veces
mayor que la bebida Ay la bebida C respectivamente (Figura 10a). De igual manera
se observa en la Figura 10b que la bebida B presenta la mayor concentracion de
flavonoides, 15.43 + 4.46 mg eq. catequina/mL, mostrando 13.28% mas
concentracion de flavonoides que la bebida C y 61% mas en comparacion con la
bebida A.

La mayor concentracion de compuestos fendlicos y flavonoides por parte de
la bebida B puede ser originado por la adicion de extracto de té verde, se
determind la concentracion de compuestos fendlicos de un extracto de té verde
comercial al 1% y los valores fueron de 480 + 11 mg eq. ac. galico/mL. Los
flavonoides de la bebida B puede ser catequinas como (-)-epicatequina, (-)-
epigalocatequina, (-)-epicatequina-3-galate, and (-)-epigalocatequin-3-galato
(Anesini et al., 2008).
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Figura 10. a) Concentracidon de compuestos polifendlicos y b) concentracion de

flavonoides. Los valores representan la media + D.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.

6.3.2 Cuantificacién antocianinas

Las antocianinas representan el grupo mas importante de pigmentos
hidrosolubles, son las responsables de la gama de colores que abarcan desde el
rojo hasta el azul en varias frutas y vegetales. El color de las antocianinas depende
del nimero y orientacion de los grupos hidroxilo y metoxilo de la molécula.
Incrementos en la hidroxilacién producen tonalidades méas azules mientras que

incrementos en las metoxilaciones producen coloraciones rojas (Wagner, 1982).

Se cuantifico la concentraciéon de antocianinas en la bebida A y en diferentes
bebidas comerciales preparadas con extracto natural. La bebida A present6 una
concentracion de 18.36 = 0.80 mg eq de cianidina 3-glucosido/L, la bebida By C no
presentaron antocianinas. Las bebidas que se comercializan con cierto porcentaje
de extracto natural mostraron concentraciones muy bajas de estos compuestos
(<1.0 mg eqg de cianidina 3-glucosido/L) (Figura 11). NwanChukwu et al. (2015)
reportan 10.04 + 0.5 mg eq de cianidina 3-glucosido/L para una infusion de Jamaica
al 2% (p/v). Comparando con la bebida A, estos autores reportaron menor
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concentracion de antocianinas, esta diferencia puede deberse a la procedencia de

las flores de Jamaica o al método de extraccion.
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Figura 11. Concentracion de antocianinas de la bebida A y de bebidas comerciales
elaboradas con extractos naturales. Los valores representan la media + D.E. Letras

diferentes indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.

6.3.3 Capacidad antioxidante

Diversas enfermedades y procesos patolégicos como la diabetes, cancer y
obesidad estan asociadas con un desequilibrio entre los radicales libres y los
agentes antioxidantes que dafian al organismo, estado conocido como estrés
oxidativo. Las propiedades antioxidantes de alimentos, extractos de plantas o de
bebidas funcionales son relevantes para disminuir dicha alteracién, por lo anterior

se evaluo la capacidad antioxidante de las bebidas formuladas.

En este estudio, la capacidad antioxidante fue determinada in vitro mediante
dos métodos analiticos (inhibicion de los radicales ABTS+ y DPPHe). Los
resultados se reportan como la concentracion inhibitoria media (ICso) la cual

establece la concentracion de una sustancia necesaria para inhibir en un 50 % la
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formacion de los radicales. De manera que valores menores de ICso reflejarian una

mayor capacidad antioxidante de la muestra.

En el Cuadro 11 se observa que la bebida B fue la que presenté el menor
valor de ICso respecto a la inhibicion de ambos radicales y por lo tanto mayor
capacidad antioxidante, esta bebida tiene la mayor concentracion de compuestos
fendlicos y flavonoides, los cuales pueden tener un efecto sobre la actividad

antioxidante.

Cuadro 11. Capacidad antioxidante de las bebidas funcionales.

Bebida DPPH ABTS
A 14.8 + 0.82 8.4 +0.62
B 7.8 £0.5° 7.1+0.2°
C 11.5+0.5° 7.7 +£0.3%

Trolox 6.5 +0.4° 4.7 +0.2¢

Los valores representan la concentracion media de
inhibicibn méxima  (ICso mg/mL) + DE. Valores con
diferente letra en la misma columna indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

6.4 Pruebas de vida de anaquel

La importancia de las pruebas de estabilidad radica en la necesidad de
asegurarle al consumidor que el producto es inocuo y mantiene las propiedades de
calidad, dicha situacién tiene mayor importancia en alimentos funcionales donde

ademas hay que asegurar la funcionalidad del producto.
Se monitored la estabilidad de las bebidas por un periodo de 5 semanas a

25°C de temperatura, evaluando en la semana 1, 3 y 5 diversos parametros

microbiolégicos, fisicoguimicos y nutracéuticos.
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6.4.1 Pardmetros microbioldgicos

Los niveles microbiolégicos dentro de los alimentos son muy importantes ya
gue estos aseguran su inocuidad y el riesgo de contaminacion con patdgenos.
Durante las cinco semanas de almacenamiento a 25 °C no hubo crecimiento
microbiolégico en las bebidas (Cuadro 12), siendo todos lo resultados negativos, de
acuerdo a las especificaciones para bebidas no alcohdlicas de la norma NOM-218-
SSA1-2011.

Cuadro 12. Parametros microbiolégicos de las bebidas después de cinco semanas

de almacenamiento.

Microorganismo  Limite Bebida A Bebida B Bebida C
maximo
Mesofilos 50 0-5 0-5 0-5
aerobios UFC/mL
Coliformes 10 <1.8 <1.8 <1.8
totales NMP/mL
Coliformes n.a. No detectable No detectable No detectable

fecales NMP/mL

6.4.2 Parametros fisicoquimicos y compuestos fendlicos

Mantener el rango Optimo de pH acido es necesario para la seguridad
microbiolégica, asi como, la estabilidad de los compuestos fendlicos la cual se ha
reportado aumenta en niveles bajos de pH (Friedman y Jirgens, 2000). Por otro
lado, el parametro de grado Brix se refiere al porcentaje de sacarosa en solucion;
sin embargo azlcares como glucosa y fructosa también puede desviar la luz blanca;
esta desviacion se mide como un indice de refraccién. Algunos acidos organicos
también pueden interferir en la refraccion, de tal manera que los Solidos solubles

totales se pueden expresar como ° Bx.
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Durante la pruebas de estabilidad de la bebida A se puede observar que el
pH se mantiene constante a través de las 5 semanas de monitoreo, en un rango de
2.8-2.9. El mismo comportamiento se observo para los grados brix, los cuales no se
ven alterado durante el almacenamiento. Respecto a la acidez titulable, se presentd
una disminuciéon de 8.85% en la semana 5 respecto a la primera semana. Los
compuestos fendlicos, flavonoides y antocianinas, también muestran una ligera
reduccion de un 8.7%, 10.5% y 8% en su concentracion a la quinta semana. Estos
cambios observados en los compuestos fendlicos pueden deberse a su

degradacion o polimerizacion (Cuadro 13).

Cuadro 13. Parametros fisicoquimicos y compuestos fendlicos de la bebida A

durante las pruebas de estabilidad a 25 °C.

Parametros fisicoquimicos

Semanas pH Grados Acidez titulable (%)
Brix
1 2.8+0.072 3.3+0.22 2.71 +0.052
3 2.9 £ 0.052 3.4+0.32 2.62 £ 0.052
5 2.9 + 0.062 3.5+0.22 2.47 £ 0.042
Compuestos fendlicos
Compuestos Flavonoides? Antocianinas?®
fendlicos totales ?!
1 63.52 £ 1.582 9.17 £ 0.362 19.24 + 0.562
2 60.36 + 0.52° 9.01 + 0.282 18.42 + 0.532
5 58.01 +£ 0.72° 8.21+0.19° 17.69 + 0.36°

Los datos se expresan como la media de *mg eq. ac. GalicomL™, 2mg eq. catequinamL™, 3mg eq de
cianidina 3-glucosido\L + DE. Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia
significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

Los parametros fisicoquimicos de la bebida B no presentaron diferencia
significativa a través del tiempo, sin embargo, para los compuestos fendlicos se
observd una disminucién respecto a la primera semana del 6.8% respecto a los
compuestos fendlicos totales y de un 7.8 % para flavonoides, pero esta ultima no
fue significativa (Cuadro 14).
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Cuadro 14. Parametros fisicoquimicos y compuestos fendlicos de la bebida B
durante las pruebas de estabilidad a 25 °C.

Parametros fisicoquimicos

Semanas pH Grados Brix  Acidez titulable (%)

1 3.4 +0.082 3.4 +0.052 2.35+0.112

3 3.3+0.052 3.4+0.152 2.18 £ 0.102

5 3.5+0.102 3.5+0.102 2.15+0.102
Compuestos fendlicos

Compuestos fendlicos Flavonoides?

totales?

1 103.02 + 3.12 15.20 £ 0.592

3 99.48 + 2.66P 14.74 £ 0.632

5 96.45 + 1.40P 14.09 £ 0.292

Los datos se expresan como la media de 'mg eq. ac. GalicomL™, 2mg eq. catequina mL1 + DE.
Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) con la
prueba de Tukey-Kramer.

Respecto a la bebida C se observé Unicamente un aumento del 15% en los
valores de pH en comparacién con la primera semana, los grados brix se
mantuvieron sin cambio a través del tiempo. La acidez titulable, muestra una
disminucién del 6.2%. La concentracion final de compuestos fendlicos y flavonoides
en comparacién a la primera semana presentaron una disminucion del 6.3% y 7.3%

respectivamente (Cuadro 15).

Cuadro 15. Parametros fisicoquimicos y compuestos fendlicos de la bebida C
durante las pruebas de estabilidad a 25 °C.

Parametros fisicoquimicos

Semanas pH Grados Brix  Acidez titulable (%)
1 3.3+0.06° 3.4+£0.152 1.51 + 0.052
3 3.5+0.05° 3.5+0.052 1.44 + 0.05%°
5 3.8+0.102 3.5+0.152 1.35 + 0.04°

Compuestos fendlicos
Compuestos fendlicos totales!  Flavonoides?

1 47.85 + 1.522 12.79 + 0.822
3 45.81 + 1.34% 12.12 +0.632
5 42.85 + 2.05° 11.10 + 0.36"

Los datos se expresan como la media de 'mg eq. ac. GalicomL?, 2mg eq. catequina mL* + DE.
Valores con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) con la
prueba de Tukey-Kramer.
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6.4.3 Inhibicion de enzimas de digestion

La enzima a-amilasa tiene un rol importante en la digestiébn de nutrientes, y
es la encargada de catalizar la hidrolisis de los enlaces glucosidicos a-D-(1-4) del
almidon, obteniéndose una mezcla de maltosa, maltotriosa y oligosacaridos de 6 a 8

unidades de glucosa (De-Sales et al., 2012).

Otra enzima importante de digestion de carbohidratos es la a-glucosidasa,
gue hidroliza los enlaces a-D-(1-4) de los oligosacaridos y disacaridos para la
obtencién de glucosa. En los resultados obtenidos se observa que las bebidas
disminuyeron in vitro la actividad enzimatica de la enzima a-amilasa, en un rango de
37.7-55.6%, donde la bebida B presentd una inhibicion similar a la bebida A, y la
bebida C obtuvo el menor efecto. De igual manera, la bebida B present6 el mayor
efecto en la inhibicién de la enzima a-glucosidasa, observandose una inhibicién 1.5
veces mayor que la bebida C y 2 veces mayor que la bebida A (Cuadro 16). De
acuerdo con estos datos la bebida B mostro los mayores porcentajes de inhibicén

de la enzimas del metabolismo de almiddn.

La enzima lipasa pancreatica es la principal enzima lipolitica secretada por el
pancreas, tiene un papel importante en la absorcién de triglicéridos ya que esta
enzima se encarga de la hidrolisis del 50-70% de las grasas de la dieta. Los
triglicéridos provenientes de la dieta requieren se hidrolizados en monogliceridos
para poder ser rodeados por micelas formadas con sales biliares y luego asi poder
transportarse a los enterocitos (Birari y Bhutani, 2007).

En el Cuadro 16 se obseva que la bebida con mayor efecto inhibidor sobre la

lipasa pancreética fue la A la cual presento una inhibicion 42.7 % mayor a la bebida
Cy 34.7% respecto a la bebida B.
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Cuadro 16. Efecto de las bebidas sobre el porcentaje

inhibicion de enzimas de digestion

Bebida a-amilasa Glucosidasa Lipasa
A 465+7.32 251+6.5° 26.4+0.52
B 556 +492 51.8+0.52 19.6 + 0.32
C 37.7+7.02 33.8%7.0° 18.5 + 0.4°

Los valores representan la media en porcentaje de inhibicion + DE. Valores
con diferente letra en la misma columna indican diferencia significativa
(p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.

Se han reportado que extractos de diversas plantas poseen un efecto inhibidor
sobre estas enzimas digestivas debido a su contenido de compuestos fendlicos o
acidos organicos los cuales pueden inhibir competitivamente o de manera alostérica
con dichas enzimas. Compuestos como el acido hibiscus e hidroxicitrico de la
Jamaica han sido reportados como inhibidores de las enzimas a-amilasa y

glucosidasa (Hansawawasdi et al., 2000).

Gao et al., (2013) demostraron in vitro que el extracto de té verde o polifenoles
procedentes de este, al combinarlos con el farmaco acarbosa presentan un efecto
sinérgico en la inhibicion de la enzima a-amilasa y a-glucosidasa. De igual manera
Gondoin et al., 2010 reportaron que el extracto de té verde inhibe a la enzima

lipasa pancreéatica.

6.5 Efecto del consumo de las bebidas formuladas con extractos herbales
sobre el control de la obesidad y sus complicaciones

6.5.1 Consumo de alimento

Uno de los sintomas que se presentan durante la obesidad es el aumento de
apetito, relacionado con la resistencia a la leptina e insulina, provocando un
consumo mayor de calorias necesarias (Serradeil-Le et al., 1997). Algunos

compuestos naturales como los polifendlicos tienen la facultad de producir un efecto
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anorexigénico por lo cual disminuyen el consumo de alimento (D"Alessio, 2008;
Panickar, 2013).

En la Figura 12 se observa que el consumo de alimento por rata al comienzo
del experimento fue de 14-16.8 g para los grupos con dieta alta en grasa y fructosa,
el consumo del grupo control sano fue 21.1 + 0.8 g. Sin embargo, esta diferencia de
consumo fue disminuyendo a lo largo del experimento debido al incremento de
consumo por parte de los grupos con dieta alta en grasa y fructosa, donde a partir
de la semana trece, ya no hay diferencia en el consumo de alimento entre los
grupos control sano, obeso bebida A y bebida C. Sin embargo, el grupo de la
bebida B en la semana doce tiene un decremento en el consumo de 18.5%
respecto al control obeso, tendencia que se mantuvo en las Ultimas semanas. En la
tltima semana del experimento el grupo control sano consumié 23.8 + 1.5 g, el
control obeso 23.1 + 0.8 g y solo se observo una diferencia en el consumo del grupo
bebida B (19.9 + 0.3 g).
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Figura 12. Consumo de alimento de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y
fructosa y bebidas funcionales. Los valores representan la media + D.E. *Indican diferencia

estadistica significativa (p<0.05) respecto al grupo control obeso, con la prueba de Dunnet.

Lu et al. (2012) reportd una disminucion en la expresion del gen de grelina
por el consumo de extracto de té verde en ratas Sprague Dawley alimentados con
una dieta alta en grasa. La grelina es una hormona que actua a nivel cerebral

aumentando el apetito y el consumo de alimento.
6.5.2 Peso corporal

En la Figura 13 se presentan los resultados del peso corporal de las ratas a
lo largo del experimento. Se puede observar que en la cuarta semana se presento
un incremento del 10% del peso corporal del grupo control obeso respecto al
control sano, y en la ultima semana de tratamiento la diferencia fue de un 27%. La
bebida B fue el Unico tratamiento que disminuyo la ganancia de peso de manera
significativa respecto al control obeso con un 10.3%. La bebida A no presento
diferencia significativa, sin embargo, logro disminuir la ganancia hasta un 7.5%.
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Figura 13. Peso corporal de ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y

fructosa y bebidas funcionales. Los valores representan la media + E.E. *Indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05) respecto al grupo control obeso, con la prueba de Dunnet.

La bebida B en su formulacion contenia té verde y se ha reportado en
diversos estudios que animales alimentados con una dieta alta en grasa y glucosa,
y como tratamiento té verde, disminuyeron el peso corporal, debido principalmente
a los compuestos bioactivos como galato de epigalocatequina (Heber et al., 2014).

Los extractos de H. sabdariffa por su parte también han demostrado un
efecto antiobesogénico, tanto en estudios in vivo, como clinicos, entre los
compuestos de la Jamaica que poseen esta capacidad se encuentran las

antocianinas y el 4cido hidroxicitrico (Da-Costa et al, 2014).

En la Figura podemos observar el area bajo la curva (ABC) de los diversos
grupos, donde la bebida B presento una disminucién del 11.44% del ABC respecto
al control obeso seguido por la bebida A con una disminucion del 8% y por ultimo la

bebida C con un 5.2% present6 la menor disminucion de peso.
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Figura 14. Efecto de las bebidas sobre el area bajo la curva de ganancia de peso

corporal. Los valores representan la media + D.E. Letras diferentes indican diferencia estadistica
significativa (p<0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.
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6.5.3 Perfil lipidico

En la obesidad se presenta un estado de dislipidemia, caracterizado por
niveles elevados de triglicéridos, LDL (lipoproteinas de baja densidad) y bajos
niveles de HDL (Steinberger et al., 2009). Debido a la actividad lipolitica del tejido
adiposo visceral aumentan los acidos grasos libres en el torrente sanguineo, los

cuales son transportados al higado incrementando asi la sintesis de triglicéridos.

Los resultados de la evaluacién del perfil lipidico se muestran el Cuadro 17,
se observa que no hay diferencia para colesterol total entre los grupos de
experimentacion. En los niveles de triglicéridos, el control obeso presento 1.9 veces
mas concentracién que el control sano, respecto a las bebidas solo los grupos con
la bebida A y B presentaron una reduccion del 13.8% y 22.5% respectivamente.
Para los niveles de HDL y LDL no se presentaron diferencia estadistica significativa

entre los diferentes grupos.

Cuadro 17. Efecto de las bebidas sobre el perfil lipidico de los animales obesos

Grupo Triglicéridos Colesterol total HDL LDL
Sano 77.37 £8.2° 62.6 + 3.42 34.57 £1.32 47.11+1.42
Obeso 147.11 + 15.22 62.3+ 2.3 30.66 + 0.32 54,72 +2.92

BebidaA 126.72+6.6%® 53.36+ 3.12 31.29+1.02 46.36 £ 2.92
BebidaB 113.98+ 13.6%> 63.48+2.62 31.63+0.72 50.47 £ 2.92

Bebida C 157.27+13.12 66.40+4.72 3241+1.42 47.14 £ 3.92

Los valores representan la media en mg/dL + DE. Valores con diferente letra en la misma

columna indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.
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Se ha reportado que el consumo de extracto de Jamaica en diferentes
modelos de animales y estudios clinicos tiene un efecto reductor de los niveles
séricos de triglicéridos atribuido principalmente a compuestos como las

antocianinas y el 4cido protocatecuico (Da Costa et al., 2014).

6.5.4 Triglicéridos en heces
La disminucion de triglicéridos en suero, podria estar relacionado con la
inhibicion de la actividad de la lipasa pancreética, la cual disminuye la absorcion e

incrementa la excrecion de triglicéridos en las heces (Hsu et al., 2006).

La Figura 15 muestra que el grupo control obeso presenté un aumento en la
excrecion de triglicéridos respecto al control sano en un 42%. Los grupos tratados
con las bebidas B y C no mostraron diferencia significativa respecto al control obeso
a pesar de que el grupo de la bebida B aumento su excrecion en un 30%. El grupo
gue consumio la bebida A presenta la mayor excrecion de triglicéridos (2.19 mg/g +

0.8), lo que representa un 71% en comparacion al control obeso.
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Figura 15. Efecto de las bebidas sobre la concentracion de triglicéridos en heces de

los animales de experimentacion. Los valores representan la media + D.E. Letras diferentes
indican diferencia estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.
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Como ya se menciond, la bebida A obtuvo la mayor inhibicién de la lipasa
pancreatica in vitro y el grupo tratado con esta bebida present6 la mayor excrecion
de triglicéridos en heces. Lo anterior sugiere que la inhibicion de absorcién de
lipidos de la dieta puede ser unos de los mecanismos por lo cual el grupo tratado

con la bebida A disminuy0 la ganancia de peso en 7.5% respecto al control obeso.

6.5.5 Resistencia alainsulina

En el sobrepeso y la obesidad aumenta la inflamacién cronica de bajo grado,
dicha inflamacion puede provocar resistencia a la insulina. En este estado, el
higado aumenta la produccion de glucosa, provocando a su vez mayor sintesis de

insulina dando lugar a un estado de hiperinsulinemia (Taniguchi et al., 2006).

El grupo control obeso presenté un 21.4% mayor concentracion de glucosa
en comparacién al grupo control sano. Los grupos de las tres bebidas presentaron
una disminucién en la concentracién de glucosa respecto al control obeso, siendo el
grupo de la bebida B quien presenté el mayor decremento, sin embargo, este efecto
no fue significativo. La concentracion de insulina aumento 1.7 veces en el grupo
control obeso respecto al control sano. El Unico tratamiento que disminuyo la
concentracion de insulina fue la bebida A, en un 19% respecto al control obeso. La

bebida B y C mostraron valores similares al control obeso (Cuadro 18).

El indice HOMA (Homeostasis model assessment) es un método simple que
permite evaluar el grado de resistencia a la insulina, mediante las concentraciones
de glucosa e insulina. En el Cuadro 18 se observa que el grupo control obeso
presento un indice 2.18 veces mayor que el control sano. Los tratamientos tuvieron
un decremento respecto al control obeso, siendo la bebida A la que tuvo el mayor

decremento con 23.8%.
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Otra proteina evaluada fue la resistina, la cual obtiene su nombre de
resistencia a la insulina, esta es secretada por los macréfagos del tejido adiposo, y
dicha molécula se incrementa cuando se presenta obesidad y resistencia a la
insulina. La concentracion de resisitina en el grupo control obeso fue 2.8 veces
mayor respecto al grupo control sano. Todos los tratamientos tuvieron una menor
concentracion de resistina respecto al obeso siendo la bebida B, la que presento la
menor concentracion con 0.54 ng/mL seguido por la bebida A con niveles de 0.68
ng/mL (Cuadro 18).

La concentracion de leptina del grupo obeso fue 4.2 veces mayor a la del
grupo sano. Todos los grupos tratados con las diferentes bebidas presentaron una
disminucién de leptina respecto al grupo obeso, hasta de 56.5%, mostrando el
mayor efecto los grupos de las bebidas A y B (Cuadro 18). La leptina es una
molécula secretada principalmente por los adipocitos y principalmente relacionada
con metabolismo de nutrientes y control de peso, la leptina ayuda a disminuir la
acumulacion de lipidos en el higado y musculo esquelético a través de la activacion
indirecta de AMPK, sin embargo durante procesos como la obesidad se presenta un
resistencia a esta adipocitocina aumentando su concentracion en suero y

permitiendo la acumulacién de lipidos en diversos tejidos (Yadav et al., 2013).

Cuadro 18. Efecto de las bebidas sobre la resistencia a la insulina y marcadores de

inflamacién en suero de los animales en estudio.

Grupo Glucosa Insulina Indice Leptina Resistina
(mg/dL) (ng/mL) HOMA (pg/mL) (ng/mL)

Sano 92.3+4.9°> 126+0.18> 7.1+1.2° 704 +£73° 0.56+0.17°

Obeso 1121 +6.22 224+0.192 155+1.82 2967 +292 1.55+0.392

BebidaA 104.1+6.3%> 1.81+0.19%® 11.8+1.5% 1290 +20° 0.68+0.10°
Bebida B 96.4+4.8% 226+0.222 13.6+1.7% 1685+26° 0.53+0.08°
BebidaC 106.3+5.0®® 2.21+0.24% 14.9+2.1% 1655+ 21> 0.77+0.16%

Los valores representan la media + EE. Valores con diferente letra en la misma columna
indican diferencia significativa (p<0.05) con la prueba de Tukey-Kramer.
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Estudios con diversos extractos de plantas reportan una disminucion de
insulina, leptina y resistina. Joven et al. (2014), administraron extracto de polifenoles
de H. sabdariffa (125 mg/kg/ dia) por cuatro semanas a un grupo de personas con
sindrome metabdlico, observando una disminucién de los niveles séricos de leptina.
De igual manera Xu et al. (2015) reportaron un decremento en la concentracion de
leptina en ratas alimentadas con una dieta alta en grasa y tratadas con los
polifenoles de C. sinensis.

Otra proteina relacionada con inflamaciéon es la IL-6. En la Figura 16 se
muestra la concentracion de esta proteina en el suero de los grupos experimentales
donde el grupo control obeso presenta una concentracion 7.3 veces mayor al
control sano. Los grupos tratados con las bebidas disminuyeron su concentracion
respecto al control obeso, siendo las bebidas A y C las que presentaron mayor
disminucién con un 21.7 % y 29.8 % respectivamente.
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Figura 16. Concentracion de IL-6 en suero de los animales de los grupos
experimentales. Los valores representan la media + D.E. Letras diferentes indican diferencia
estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.

El tejido adiposo contribuye hasta en un 35% con la IL-6 circulante por lo cual
durante un proceso inflamatorio como el que se presenta durante la obesidad hay

un aumento de IL-6, citocina relacionada con la resistencia a la insulina debido a
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gue fosforila en residuos de serina y treonina al substrato del receptor de insulina
(IRS-1), disminuyendo la cascada de sefalizacion.

Estudios in vitro demostraron que EGCG, constituyente del té verde, inhibe la
inflamacion, disminuyendo la concentracion de CRP en macréfagos estimulados
con TNF-a e IL-6 (Li et al., 2012). La administracion de polifenoles y polisacaridos
del té verde por un periodo de 6 semanas disminuye la expresion del de IL-6 en

ratas alimentadas con una dieta alta en grasa (Xu et al., 2015)

6.5.6 Evaluacion de dafio hepatico

6.5.6.1 Triglicéridos en higado

Durante la obesidad debido al alto consumo de &acidos grasos se excede la
capacidad del adipocito para poder almacenar estos acidos grasos, ademas la
resistencia a la insulina provoca que se realice lipdlisis en el organismo, dando
como resultado un aumento de acidos grasos en el torrente sanguineo, los cuales
se depositan en el higado. Este almacén de lipidos en el higado resulta de una
pérdida del balance entre la captacion, la sintesis, la excrecién y la oxidacion de los

acidos grasos libres (McCullough, 2004).
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Figura 17. Efecto de las bebidas sobre la concentracion de triglicéridos en higado

de los animales obesos. Los valores representan la media + D.E. Letras diferentes indican
diferencia estadistica significativa (p<0.05), con la prueba de Tukey-Kramer.

Los resultados de la concentracion de triglicéridos en higado son
presentados en la Figura 17, donde se puede observar que el grupo control obeso
presento 2.38 veces mayor concentracion que el grupo control sano. El grupo de la
bebida A present6 menor concentracion con una disminucion de un 34% en

comparacion al control obeso.

Durante la esteatosis no alcohdlica presente en pacientes con obesidad se
ha observado una elevada concentracién circulante de leptina, la cual aumenta el
proceso de lipotoxicidad y en consecuencia la progresién de esteatosis y fibrosis
hepéatica. De igual manera, la resistina aumenta su concentracion en la circulacién
durante un proceso de esteatosis (Vettickattuparambil & Thekkuttuparambil, 2014).
El grupo tratado con la bebida A presento la menor concentracion de leptina
(1290.5 = 73.2 pg/mL) e insulina (1.81 £ 0.19 ng/mL) presentando un decremento
en la concentracion de triglicéridos en higado de un 26.7% respecto al control
obeso. Por otro lado el grupo tratado con la bebida B presento la menor
concentracion de resistina (0.53 + 0.08 ng/mL) y un decremento de 20.5% en

triglicéridos en higado

La disminucion observada en la concentracion de triglicéridos en los grupos
tratados con las bebidas puede deberse a una menor absorcion de triglicéridos de
la dieta, por una disminucién de sintesis de novo o por aumento de la B-oxidacion,
se ha reportado que diversos compuestos como las antocianinas, catequina,
epigalocatequin galato, curcumina entre otros pueden activar AMPK lo cual inhibe la
lipogénesis y aumentan la B-oxidacion lo cual ocasiona una menor acumluacion de

triglicéridos en el higado (Zang et al., 2006).
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6.5.6.2 Actividad de enzimas relacionadas con dafio hepético

La enzima aspartato amino transferasa (AST) es una enzima intracelular
abundante en 6rganos como el corazon e higado que cataliza la transferencia
reversible de un grupo amino del aspartato al a-cetoglutarato con formacién de
glutamato y oxalacetato, su elevada concentracion en suero no es especifica de un
dafo hepatico pero sugiere un posible dafo, por lo cual se miden otras enzimas
como la enzima alanino amino transferasa (ALT), esta enzima transfiere un grupo
amino de la alanina al a-cetoglutarato con formacion de glutamato y piruvato. El
aumento de ALT en suero es mas especifico e indicativo de un posible dafio
hepatico. Estos estudios clinicos suelen completarse con la medicién en suero de la
fosfatasa alcalina (ALP), enzima presente en todos los tejidos del organismo pero

con mayor concentracion en el sistema 0seo, higado y rifién (Bayard et al., 2006).

En este estudio no se presentaron cambios en la actividad de las enzimas
AST y ALP en los grupos de experimentacion (Cuadro 19). Por otro lado, la
actividad de la enzima ALT aumentd en los grupos tratados con la dieta alta en
grasa y fructosa, el grupo obeso mostré 1.9 veces mas actividad en comparacion al
grupo sano. Dentro de los grupos tratados, el grupo de la bebida B y el de la bebida
A, presentaron un decremento del 22.5 % y 13.8% en la actividad de esta enzima
respecto al control obeso (Cuadro 19).

Cuadro 19. Actividad de enzimas de dafio hepético de

animales tratados con las diferentes bebidas funcionales

Grupo AST ALT ALP
(UIL) (UIL) (UIL)
Sano 62.6 +3.4% 773+826° 3452 1.3°

Obeso 62.3+ 232 147.1+15.22 30.6+0.32

Bebida A 53.3+ 3.12 126.7+6.5% 31.2+1.02
BebidaB 634 +25% 113.9+13.6% 31.6+0.72
BebidaC 664 +4.7%8 157.2+13.12 324+ 1.4
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Los valores representan la media + DE. Valores con diferente letra en
la misma columna indican diferencia significativa (p<0.05) con la
prueba de Tukey-Kramer.

6.5.6.3 Estudio histopatoldgico de higado

Para confirmar posibles alteraciones hepaticas es recomendable realizar
estudios histopatolégicos. Este estudio histopatolégico permite observar la
integridad del tejido y definir el grado de esteatosis (Sattar et al., 2014). En las
microfotografias de la Figura 18a se observa que el tejido hepatico del grupo
control sano no presenta dafo y es clasificado como grado O de acuerdo a la
clasificacion de Brunt. La figura 18b correspondiente al grupo obeso muestra claras
vacuolas dentro de los hepatocitos, siendo clasificado como grado 3 donde hay
vacuolas de grasa en mas del 66% de hepatocitos. En la figura 18c se observa que
el grupo que consumio la bebida A, presenta una menor cantidad de vacuolas,
clasificado como grado 1 (<33% de hepatocitos con vacuolas). Los grupos que
consumieron la bebida B y C son clasificados como grado 2 (33-66% de hepatocitos

con vacuolas) correspondientes a las figuras 18d y 18e respectivamente.
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Figura 18. Microfotografias de tejido hepético de los grupos de experimentacion.
Tincion de hematoxilia y eosina, amplificacién de 100x (izquierda) y 200x (derecha). a) Control sano,
b) control obeso, ¢) bebida A, d) bebida B, c) bebida C. La flecha sefiala los depésitos de lipidos.
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VII. Conclusiones

Las bebidas elaboradas a base de extracto de Jamaica (A), cocolmeca / té verde /
hierbabuena (B) y hierbabuena / cocolmeca / hierba del sapo (C) fueron aceptadas
sensorialmente, la segunda formulacion presento la mayor concentracion de
compuestos fendlicos, flavonoides y mayor capacidad antioxidante e inhibicion de

enzimas digestivas.

Las tres bebidas preservaron sus propiedades fisicoquimicas y microbiologicas
después de 5 semanas de almacenamiento a 25 °C. Sin embargo, los compuestos
fendlicos presentan una ligera disminucion como los flavonoides que disminuyeron

en un 11% en la bebida de Jamaica.

El consumo de la bebida A y B disminuyeron el peso corporal y este efecto no esta
relacionado con un menor consumo de alimento. Posiblemente podria asociarse a
una disminucion de la actividad de enzimas relacionadas con la digestiéon de

almidén y lipidos en el intestino.

La menor concentracién de triglicéridos en suero en los animales tratados con la
bebida A (Jamaica), puede relacionar con una mayor eliminacion de triglicéridos en
la dieta, menor depdsito en el higado, sin embargo, la bebida B no muestra esta

asociacion.

El consumo de la bebida C no disminuy6 el peso corporal y su consumo no mostro
efecto protector para las consecuencias por el consumo de dieta alta en grasa y

fructosa en los animales tratados.

Las bebidas a base de jamaica, cocolmeca y té verde, y endulzadas con estevia

pueden ser una alternativa para el control de la obesidad y sus complicaciones.
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