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Resumen

Para llegar a impactar en un mercado tan competitivo y cambiante es de esperarse que la
industria alimentaria busque el lanzamiento de productos mas innovadores en el area de las
bebidas, sin embargo para lograr esto es necesario hacer alianza con la ciencia. Mediante
investigaciones cientificas y estudios clinicos se ha intentado formular bebidas tales como jugos,
infusiones y bebidas energéticas que tengan un impacto no sélo mayor sino verificable en la
salud del consumidor. Por consiguiente el proposito de esta monografia, es adentrar un poco mas
en lo que se ha alcanzado en materia de las aplicaciones de los antioxidantes hidrosolubles tipo
flavonoides en la industria de las bebidas y su valor agregado. Para realizar este estudio se
recopilaron mas de cincuenta articulos, entre revistas cientificas y patentes. Esto permitié tener la
retroalimentacién necesaria para abarcar el tema de forma verificable y coherente. La
informacién recopilada fue estudiada y analizada para luego organizarse dentro de cuatro
capitulos asi: generalidades (capitulo 1), actividad antioxidante (técnicas antioxidantes; capitulo
2), Biodisponibilidad (capitulo 3) y Aplicaciones en la industria (capitulo 4). Mediante este
estudio se logra concluir que el campo de los antioxidantes de tipo hidrosoluble todavia es un
tema que puede seguir siendo explorado ya que a través de bebidas saludables con impacto en la
salud se convierte en un reto mas que multidisciplinario muy desafiante para cualquier

investigador al interactuar en la industria.
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Abstract

In reaching impact in such a competitive and changing market, it is expected that the food
industry looking to launch more innovative products in the area of drinks. However to achieve
this it is necessary to make an alliance with science. Through scientific research and clinical
studies have attempted to formulate beverages such as juices, teas up and energy drinks that
impact not only greater but verifiable in consumer health. Therefore, the purpose of this paper
is to delve a little deeper into what has been achieved in the field of applications of water-soluble
antioxidants in the beverage industry and its value added. To make this study more than fifty
articles were collected between scientific journals and patents. This allowed the necessary
feedback to cover the topic in a verifiable and consistent way. The information collected was
studied and analyzed and then organized into four chapters as follows: an overview (Chapter 1),
antioxidant activity (antioxidant techniques, Chapter 2), bioavailability (Chapter 3) and
Applications in industry (Chapter 4). Through this study were able to complete the field of
water-soluble antioxidants such it is still an issue that may remain as explored through health y
beverages impact on health becomes a more challenging multidisciplinary challenge for any

researcher to interacting in the industry.
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Debido a la importancia de una alimentacion sana y a los estilos de vida actuales que
exigen largos periodos laborales deteriorando la calidad de vida, el hombre se encuentra en la
busqueda de un equilibrio, el consumidor continuamente esta explorando alimentos que posean
un valor agregado o productos con ingredientes funcionales. Dentro de una gran gama de
productos presentes en el mercado y susceptibles a innovacion estan las bebidas, teniendo en
cuenta que este campo es tan amplio y con mucho por explorar se viene intentando cada dia
formular mejores tipos de bebidas de diversas matrices tales como: frutas, infusiones de té y
sustancias fitoquimicas que tengan impacto clinico desde el punto de vista de la salud (Lima, De
Dea Lindner, Soccol, Parada, & Soccol, 2012) (Rocha Guzmén et al., 2012) (Zucca, Sanjust,
Trogu, Sollai, & Rescigno, 2010) (Shipp, 2010) (Blasa, Gennari, Angelino, & Ninfali, 2010).
Normalmente estas matrices son mezcla de ingredientes funcionales entre los cuales se cuentan
antioxidantes con una estructura quimica y concentracion determinada. Un antioxidante es una
sustancia que disminuye la generacion de productos oxidados en un sistema de reacciones de
radicales libres. El concepto se origind en la quimica organica, introducido por Moureau hace
mas de setenta afios, para describir el efecto de los polifenoles en la polimerizacion de la
acroleina. Los polifenoles antioxidantes fueron luego extensamente utilizados en la sintesis
industrial de polimeros por reacciones de radicales libres en cadena en los procesos de
fabricacion de caucho sintético y otros polimeros similares. EI concepto y el uso de los
antioxidantes pasaron, en las décadas del 40 y del 50, a la quimica de los productos alimenticios
industrializados donde su uso constituye una practica actual muy difundida.

En las Gltimas dos décadas la palabra antioxidante ha adquirido un nuevo significado, en este
caso biomédico, constituyéndose en la descripcion de un tipo de medicamento o de nutracéutico,

caracterizados por producir una disminucién de la velocidad de las reacciones de radicales libres



en el organismo humano. El efecto biolégico ocurre en los organismos vivos en general,
incluyendo animales, vegetales y bacterias, pero el uso cotidiano y mediatico se refiere a su uso
por las personas (Rathore, Suthar, Pareek, & Gupta, 2011). El uso de los antioxidantes ya se ha
extendido ademés a la cosmética y productos de aseo. Por eso se hace necesario demostrar la
importancia que tiene el grado de biodisponibilidad de un antioxidante tipo flavonoide
hidrosoluble en el momento de seleccionarlo para aplicarlo en la industria de las bebidas
(Carlsen et al., 2010) (Tabart, Kevers, Pincemail, Defraigne, & Dommes, 2010) (Blasa et al.,
2010).

Para cumplir con este propdsito, esta monografia se compone de cuatro capitulos:
Capitulo 1: generalidades, capitulo 2: actividad antioxidantes (técnicas analiticas), capitulo 3:
biodisponibilidad y capitulo 4: aplicacion en la industria de las bebidas. En el primer capitulo se
define el concepto de antioxidante, sus tipos y caracteristicas. En el segundo capitulo se tratan las
técnicas empleadas para determinar la actividad antioxidante. El tercer capitulo se aborda acerca
de la biodisponibilidad, con énfasis en flavonoides hidrosolubles. En el cuarto capitulo se
resaltan las aplicaciones y condiciones de estos antioxidantes en la industria de las bebidas. Se

finaliza con las conclusiones pertinentes al escrito.



Generalidades

Los antioxidantes son un grupo de sustancias quimicas que tienen la capacidad de
retardar el proceso oxidativo bioquimico dentro del organismo, pues son ellos quienes soportan
el ataque proveniente de los radicales libres, los cuales son moléculas o fragmentos de ellas que
contienen uno o mas electrones desapareados en orbitales atomicos o moleculares. Este electron
desapareado confiere un grado considerable de reactividad al radical libre logrando ademés que
pueda existir de forma independiente por cortos periodos de tiempo. En la actualidad varios
estudios cientificos han determinado que el consumo de antioxidantes contenidos en frutas y
verduras como en sus subproductos puede tener un efecto benéfico en la salud. Varios autores
estan de acuerdo en que los antioxidantes pueden reducir el estrés oxidativo,(aumento en los
agentes oxidantes, principalmente Especies Reactivas del Oxigeno-EROs, y/o una disminucion
en los mecanismos de detoxificacion de ellas.) limitar la velocidad de propagacion y terminacion
de las reacciones en cadena de radicales libres, mediante el aumento de la defensa natural de las
células o el barrido de radicales libres y prevenir la oxidacién de biomoléculas, y asi evitar que
se generen enfermedades coronarias y cancer. (Kutaiba lbrahim & Mohamed Abdalkarim,
2012)(Carlsen et al., 2010)

Debido a esto, los antioxidantes han llegado a convertirse en el principio activo de una
cantidad de productos innovadores de la industria alimentaria asi como de numerosas
aplicaciones en el campo farmacéutico, cosmético y nutracéutico. Pero es en el medio de la
medicina donde estas sustancias se han convertido en el punto de partida y tema de
investigaciones para combatir diversas enfermedades relacionadas con el proceso oxidativo
biolégico. Se considera que cualquier sistema bioldgico tiene que conservar un balance entre la

formacion de las especies reactivas del oxigeno y las especies reactivas del nitrogeno, (ROS y
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RNS, respectivamente). Estas especies se forman regularmente como resultado de las funciones
habituales del organismo o como resultado de un excesivo estrés oxidativo. Especies reactivas
tales como el superdxido O2-, el peroxido de hidrégeno (H202), el radical hidroxil (HO-), el
oxido de nitrogeno (NO-), el peroxinitrito (ONOO ) y el acido hipocloroso (HOCI) son todos
productos normales que se generan de las rutas metabdlicas del organismo humano , pero que en
exceso pueden generar sustancias nocivas. (Rathore et al., 2011)(Ndhlala, Moyo, & Van Staden,
2010)(Rui et al., 2012)(Almeida et al., 2011)(Wootton-Beard & Ryan, 2011) (Londofio, J. L
,2013)

Los diferentes antioxidantes pueden categorizarse ya sea por su peso molecular, sus
caracteristicas fisicoquimicas y sus mecanismos de accion. Dentro de los antioxidantes que
presentan alto peso molecular se encuentran las enzimas cuyas estructuras son en su mayoria de
caracter proteico. Entre ellas se destacan la peréxido dismutasa, la catalasa y la peroxidasa
glutation, las cuales atentan el efecto de la proliferacién de ROS y RNS removiendo oxidantes
potenciales o transformandolos a especies mas estables. Entre las proteinas de alto peso
molecular se tiene la albumina, la ceruloplasmina, la transferrina y la haptoglobulina, las cuales
estan todas presentes en el plasma. Estos se enlazan a metales redox activo, los cuales ganan
electrones, a través del enlace compartido y limitan la produccion de radicales libres. En el grupo
de los antioxidantes de bajo peso molecular se hayan los liposolubles como a-tocoferol,
carotenoides, quinonas, bilirrubina y algunos polifenoles. Los principales antioxidantes solubles
en agua y de bajo peso molecular que se encuentran en el plasma son la vitamina C y el acido
arico y algunos polifenoles. Se ha encontrado que las frutas y las verduras son fuente de
antioxidantes de alto y bajo peso molecular como las vitaminas, los carotenoides, los minerales y

los polifenoles. (Almeida et al., 2011)(Rathore et al., 2011)
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Vale la pena profundizar un poco en la vitamina C, también conocida como &cido
ascorbico, es un agente reductor fuerte, facilmente oxidable al &cido dehidroascérbico. El
caracter acido del &cido ascorbico se debe a la instalacién del grupo-OH, unido a C2 para liberar
un protdn, ya que el ion mono dehidroascorbico que se forma se estabiliza por resonancia. Se
considera vitamina esencial ya que el cuerpo no es capaz de sintetizarla, se toma proveniente por
lo general de verduras y frutas frescas. La vitamina C mejora la respuesta inmune y favorece la
eliminacién de xenobi6ticos y radicales. De hecho, reacciona directamente con los aniones
superoxido, radicales hidroxilo, y varios hidroperdxidos de lipidos (Blasa et al., 2010)

Los polifenoles normalmente se generan como resultado de derivados glicosilados en
plantas. Estos constituyen la mayoria de los metabolitos secundarios de las plantas y también de
los antioxidantes dietéticos, se componen de méas de 8.000 sustancias identificadas, y pueden
dividirse en grupos, segin su estructura quimica, tales como &cido fendlico, estilbenos,
cumarinas, ligninas y flavonoides. Su estructura posee uno o mas anillos arométicos, con uno o
mas grupos hidroxilo. La eliminacion de radicales (ver reaccion 1) consiste en la capacidad para
inactivar directamente el ROS mediante iones de metales prooxidantes que se unen por medio de
grupo -OH (Ferretti, Bacchetti, Belleggia, & Neri, 2010)(Bouayed, Hoffmann, & Bohn,
2011)(Almeida et al., 2011)(Palafox-Carlos, Ayala-Zavala, & Gonzalez-Aguilar, 2011)

ROO+*+ArOH —> ArO++ROOH reaccion de eliminacion de radicales (reaccion 1)

El radical fenoxilo (ArO¢) formado en esta reaccion es relativamente estable y reacciona
lentamente con otros sustratos, lo que interrumpe la cadena de reacciones oxidativas. A altas
concentraciones, el polifenol puede actuar como un pro-oxidante, ya que la cantidad de radicales
fenoxilos formados son capaz de desencadenar reacciones oxidativas. (Blasa et al., 2010). Los

acidos fenolicos comprenden dos subgrupos principales: acido benzoico y acidos cinamicos; en
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general se producen en las frutas y verduras, ya sea en forma libre o conjugada, por lo general
como ésteres o amidas. (Blasa et al., 2010). Los estilbenos son compuestos fendlicos que
contienen dos anillos bencénicos unidos por un puente etano o eteno. Estan ampliamente
distribuidos en las plantas superiores, en calidad de fitoalexinas y reguladores del crecimiento.
(Blasa et al., 2010). Los lignanos son dimeros del alcohol cindmico, que se cicla en diferentes
formas, la generacion de una amplia gama de moléculas, se encuentran en los tejidos lefiosos,
cereales y verduras como las zanahorias, el brdcoli y las bayas. (Blasa et al., 2010) Los lignanos
y las isoflavonas son conocidos como fitoestrégenos, que son los factores de proteccion de los
sistemas cardiovascular e inmunoldgico.

Los flavonoides constan de dos anillos aromaticos, A y B, unidas por un anillo
heterociclico oxigenado C. Basado en la estructura del anillo C, asi como en su estado de
oxidacion y grupos funcionales, los flavonoides se clasifican como: isoflavonas, flavonas,
flavonoles, antocioaninas, flavanoles, flavanonas (ver ilustraciénl) Los flavonoides se
encuentran ampliamente en frutas y verduras, los cuales se presentan con frecuencia como
glucédsidos. En estas estructuras el proceso de glicosilacién hace que las moléculas sean menos
reactivas, pero mas solubles. Los flavonoides actian en las plantas como antioxidantes,
antimicrobianos, fotorreceptores, repelentes y protectores de la luz. Muchos estudios han
demostrado que los flavoniodes exhiben actividad biol6gica y farmacoldgica, incluyendo
antioxidante,  citotoxica, anticancerigena, antiviral, antibacterial,  cardioprotectora,
hepatoprotectora, neuroprotectora, antimalaria, antilesmanial, antitripanosomal y antiamebial.
(Blasa et al., 2010)(Griinz et al., 2012)(Kutaiba Ibrahim & Mohamed Abdalkarim, 2012)(Shipp,

2010), en la ilustracién 1 se resume la clasificacion de los polifenoles.



lustracion 1Clasificacion de los polifenoles

Polifenoles

L Flavonoides

Izoflavonas

— Flavonas

F— Flavanoles

1 Antocianinas

Acidos
fendlicos 1 Flavanoles
L1 Estilbenos Flavanones
L Lignanos Fitoestrageno

Fuente:(Blasa et al., 2010)
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Actividad antioxidante (Técnicas analiticas)

Diferentes ensayos bioquimicos se han desarrollado y modificado continuamente con el
fin de que se pueda medir con mayor precision la capacidad antioxidante total (TAC por sus
siglas en inglés), entendida esta como la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion
oxidativa (por ejemplo la peroxidacion lipidica) (Londofio, J. L ,2013). Para determinar la
capacidad antioxidante de una sustancia, existen diversas técnicas; aunque en la actualidad se
siguen buscando nuevas metodologias para innovar en esta area pues hay mucho por recorrer ain
(Blasa, Angelino, Gennari, & Ninfali, 2011); los métodos mas ampliamente utilizados y
aceptados de estos ensayos son: ORAC (capacidad de absorcion del oxigeno radical), ABTS
(azinobis 3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (Bouayed et al., 2011)), FRAP (potencial
antioxidante reductor férrico), TEAC (Capacidad antioxidante equivalente a trolox), DPPH
(DifenilPicrilHidrazilo) (Wootton-Beard, Moran, & Ryan, 2011)

El ensayo de la capacidad oxidante del radical oxigeno inicial (ORAC), utiliza la
fluoresceina B-ficoeritrina (B-PE) como sustrato de una proteina oxidable y la 2,2'-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro (AAPH) para generar radicales peroxil. Pero debido a fallas fue
adaptado para utilizarse un sustrato no proteico, la fluoresceina. (Breiter et al., 2011) Este ensayo
utiliza un sistema de multicanales acoplado a un lector de placas de fluorescencia. Los
antioxidantes agregados compiten con el sustrato por los radicales peroxil, inhibiendo y
retardando la oxidacion de la fluoresceina. En esta técnica la fluorescencia se mide cada minuto
por 35 minutos bajo condiciones ambientales (pH 7,4; 37°C) a 525 nm con excitacion a 485 nm,
la fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de antioxidantes presentes. (Wootton-
Beard et al., 2011)(Ndhlala et al., 2010). EIl ensayo ORAC también puede medir la capacidad

antioxidante de cadenas hidrofilicas y lipofilicas. (Ndhlala et al., 2010)
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El método FRAP utiliza el complejo férrico Fe-TPTZ como una sonda, que se transforma
a una forma ferrosa de color cuando reacciona con los antioxidantes(Wootton-Beard et al.,
2011). Se basa en la hipotesis de que la reaccion redox se desarrolla en 4 minutos, pero esto no
siempre es cierto ya que algunos compuestos fendlicos reaccionan mas lentamente y requieren
tiempos mas largos. El principio de las reacciones es la transferencia electronica en la cual la sal
de hierro férrico, es decir el ferricianuro de potasio es utilizado como un antioxidante. Este
método también ha sido susceptible a modificaciones dadas por notables investigadores quienes
los han resaltado en sus resultados. La mayor ventaja del ensayo FRAP es su simplicidad,
rapidez y robustez, es principalmente utilizado para determinar la capacidad antioxidante en
extractos botanicos (Ndhlala et al., 2010)

El ensayo Folin-Ciocalteu fue disefiado para analizar compuestos fendlicos. El
mecanismo bésico de este se da por una reaccion redox, la cual se utiliza cominmente para
cuantificar los compuestos fenolicos solubles totales en productos naturales utilizando &cido
galico como estandar. Esta reaccién envuelve la reduccion de los fenoles mediante el reactivo
acido tungistico fosfomolibdico. Los compuestos fendlicos se van oxidando en medio basico
resultando en la formacion del 6xido superdxido, el cual reacciona con el molibdato para formar
el 6xido de molibdeno MoO4+. El 6xido de molibdeno tiene una absorbancia muy intensa 725
nm y los compuestos fendlicos totales se estiman por la reduccion del reactivo de Folin-
Ciocalteu. La reaccion esta compuesta por la muestra, agua destilada, reactivo de Folin-
Ciocalteu, carbonato de sodio 2-40%, se incuban a temperatura ambiente durante 40 minutos. La
absorbancia se mide a 725 nm. La concentracion de los compuestos fendlicos se calcula basada

en los equivalentes de acido galico (GAE).(Ndhlala et al., 2010)(Wootton-Beard et al., 2011)
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El ensayo DPPH conocido también como 1,1-difenil-2-picrilhidrazil es ampliamente
utilizado en plantas para evaluar la capacidad antioxidante de los radicales libres, en muestras
previamente preparadas (Demirtas, Erenler, EImastas, & Goktasoglu, 2013). El radical nitrégeno
organico enlazado a DPPH es muy estable, reacciona con compuestos que pueden donar atomos
de hidrogeno y el cual tiene una absorbancia maxima UV-vis a 515 nm. El principio del poder
antioxidante del DPPH se observa cuando al reducirse este reactivo se decolora pasando a violeta
purpura en solucidon metandlica. Simultdneamente, la capacidad reductora puede ser determinada
por la resonancia del spin del electrén. Son indicios de una significativa capacidad antioxidante
cuando observa una decoloracion, una baja absorbancia de la mezcla de la reaccién. La formula
para calcular estas modificaciones es:

% RSA = 100 x (1 — AE/AD)

Donde AE es la absorbancia de la reaccion de la mezcla que contiene el extracto o el
estandar de antioxidante y AD es la absorbancia de la solucion de DPPH. Esta técnica es valida
para cuantificar muestras con antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos.

El ensayo TEAC capacidad antioxidante equivalente a trolox involucra el uso de un
preformado radical ABTS (2,2'-Azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-a4cido sulfonico), el cual es
utilizado para medir la capacidad antioxidante total. El principio del ensayo se da mediante la
decoloracion del ABTS por los compuestos antioxidantes. Esto refleja la cantidad de radicales
ABTS, que son oxidados dentro de un periodo de tiempo determinado (6 min) en relacion con la
de la 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (trolox). La capacidad antioxidante
total es calculada por la relacién de disminucién de la absorbancia en relacion a la del trolox y es
expresada en términos de la capacidad antioxidante del equivalente a trolox del extracto

(TEAC/mg).(Ndhlala et al., 2010)
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El ensayo decolorante de acido linolénico B-caroteno mide la inhibicion de la produccion
de compuestos organicos volatiles y la formacion de dienos conjugados hidroperoxidados debido
a la oxidacion del &cido linoleico y la decoloracion del B-caroteno en la emulsion. EI mecanismo
de reaccion involucra la decoloracion de los carotenos por la via de la oxidacion inducida por
calentamiento y la resultante decoloracién que va siendo inhibida o disminuida por los
antioxidantes que donan &tomos de hidrogeno que aplacan o atacan a los radicales. La
autooxidacion del B-caroteno se lleva a cabo mediante incubacion en un bafio de agua a 50°C
haciendo del control de temperatura, un parametro critico. La absorbancia del B-caroteno se mide
a 470 nm. La mayor ventaja del método de coloracion de carotenoides es su aplicacion en ambos
ambientes tanto lipofilico como hidrofilico. Otra ventaja es que el ensayo de decoloracion de
carotenoides puede detectar la accion antioxidante, asi como la pro-antioxidante de un
compuesto en investigacion.(Ndhlala et al., 2010)

También existen técnicas basadas en la inhibicion de la peroxidacién lipidica usando
modelos que involucran la oxidacion de los sustratos. La evaluacion de estos modelos se basa en
la medicion de los cambios en la concentracidn de los compuestos que estan siendo oxidados, la
reduccién del oxigeno o la formacién de productos oxidados. La cuantificacién de la pérdida de
reactivos, la produccion de radicales y la generacion de productos de oxidacion primarios y
secundarios. Ademas es generalmente utilizado como un marcador para peroxidacion lipidica,
dependiendo de la etapa de oxidacién. La oxidacién lipidica involucra la formacion
concomitante y la degradacién de varios productos.

El ensayo de la capacidad oxidante del anion superdxido es una técnica los radicales
superdxido se producen utilizando un sistema generador como el que presenta la hipoxantina

Xantina oxidasa acoplado a la reduccion con tetrazolionitroazul (NBT). Los radicales del
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superoxido se generan en una reaccion que contiene KH2PO4/KOH buffer (50 mM, pH 7.4),
solucién Na2EDTA en buffer (15 mM), solucién NBT en buffer (0.6 mM), xantina oxidasa en
buffer (1 unidad por 100 mL buffer) y una muestra (bufferl.0pg/25 pL). La absorbancia se mide
a 540 nm durante 2.5 min después de agregar la xantina oxidasa utilizando un plato microlector.(

Ndhlala et al., 2010)

Aplicaciones de las técnicas en alimentos

Los antioxidantes de mayor consumo en la dieta son los polifenoles y el punto de
referencia sigue siendo HPLC, este es un método estandar para la medicion de los polifenoles
individuales y totales "conocidos" en una muestra a través de adicion. En algunas situaciones,
especialmente cuando se analizan muestras digeridas o fluidos humanos puede ser ventajoso
utilizar un método con menos selectividad de los compuestos que se incluyen en la medicion
tales como el método de reactivo de Folin Ciocalteu (FC). Sin embargo, ha habido un nimero de
criticas al método de FC como medida de polifenoles totales, como se puede dar lugar a una
sobreestimacion de los contenidos de polifenoles debido a la interferencia de las sustancias no -
fenolicos solubles en agua tales como vitamina C, que también puede reducir el complejo de
Folin-Ciocalteu. (Wootton-Beard et al., 2011)(Rathore et al., 2011)

Se ha encontrado que en bebidas a base de té de mate la técnica mas sefialada es la
DPPH. (Lima, De Dea Lindner, Soccol, Parada, & Soccol, 2012b) Para el caso de infusiones
botanicas (Rocha Guzman et al., 2012) se han evaluado a través de técnicas tales como Folin-
Ciocalteu, TFC, TEAC y ORAC. Todo esto para abarcar ampliamente las estructuras fendlicas.
(Tabart et al., 2010)(El shobaki, Kassem, & Kader, 2011)(Helmy, 2012). En bebidas comerciales

a base de frutas se han determinado técnicas como(Tabart et al., 2010) Folin-Ciocalteu, DPPH,
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TEAC, FRAP, ORAC donde se ha encontrado que comparando con bebidas a base de té, estas
primeras presentan mayor actividad antioxidante debido a la presencia de aditivos.

Diferentes estudios han comparado los datos obtenidos con los ensayos comunes de
capacidad antioxidante, en algunas ocasiones se ha encontrado correlacion significativa entre los
datos otras veces no. La importancia de la capacidad antioxidante y el enorme nimero de
moléculas y productos a ser evaluados han generado una serie de datos, la utilizacion de los
cuales no es facil debido a la falta de normalizacion en los métodos. Sin embargo, con frecuencia
se ha observado una tendencia similar entre los valores (Blasa et al., 2010), en la tabla 1 se
comparan los diferentes métodos.

Tabla 1 Métodos para determinar la capacidad antioxidante total

Método ORAC FRAP TEAC Folin-Ciocalteu DPPH
Reactivo AAPH, TPTZ, FeCI3, R- | TROLOX, acido 1,1-difenil-2-
TROLOX, ficoeritrina K2S04, ABTS tungisticofosfomo | picrilhidrazil
fluoresceina libdico, acido
galico
Instrumento Espectrometro Espectrometro Espectrofotometr | Espectrofotdmetr | Espectrofotometr
Lector de placas | Lector de placas | o 0 o UV
de fluorescencia de fluorescencia
Temperatura (°C) | 37 37 37 Ambiente
Absorbancia (nm) | Excitacion 485, | Excitacion 495, | 415a 734 nm 725 nm 515nm
Emision. 520 Emision. 575
pH 7.4 7.4 7.4
Calculo de los | Area de | Duracién de la | Disminucion de la | Equivalente acido | Absorbancia
resultados fluorescencia bajo | fase de latencia absorbancia  en | gélico méaxima
la curva presencia de la
muestra
Antioxidantes Lipofilico en | Lipofilico en | lipofilico Lipofilico e | Lipofilico e
presencia de | presencia de hidrofilico hidrfilico
ciclodextrina ciclodextrina

Fuente:(Wootton-Beard et al., 2011) (Ndhlala et al., 2010)
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Biodisponibilidad

La biodisponibilidad es un elemento relevante cuando se estudia el efecto de los
antioxidantes en la salud humana. El interés en este tema estd aumentando a medida que las
compafiias de alimentos invierten continuamente en el desarrollo e innovacion de nuevos
productos, que se definen como "funcionales™ con la presencia de antioxidantes o fitoquimicos
especificos (Kamiloglu, Boyacioglu, & Capanoglu, 2013); es importante resaltar que la industria
de alimentos no solo debe conocer la cantidad del nutriente que esta presente en el alimento,
sino la cantidad del mismo biodisponible en la produccion de un alimento funcional o natural
(Mufioz et al., 2010) (Kesic, Hodzic, Crnkic, Saletovic, & Catovic, 2010). EIl término
"biodisponibilidad" fue originalmente utilizado en farmacologia para definir el "ritmo y la
medida en que un farmaco llega a su lugar de accion”. Aunque también se ha definido como la
mayor parte de la fraccion de un nutriente ingerido o compuesto que alcanza la circulacion
sistémica y los sitios concretos en que pueda ejercer su accion bioldgica.(Shipp, 2010) En otras
palabras, la cantidad ingerida del nutriente que es capaz de ejercer sus efectos beneficiosos en
los tejidos diana.(Kamiloglu et al., 2013) También varios autores definen la biodisponibilidad a
la fraccion del nutriente ingerido que se convierte en disponible para la utilizacion de funciones
fisiolégicas normales o para su almacenamiento en el cuerpo humano.(Rodriguez-Amaya, 2010)
La Oficina para la Administracién de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA
por sus siglas en inglés) define como biodisponibilidad “la velocidad y el grado al cual se
absorbe la fraccién terapéutica y se convierte en disponible para el sitio de accién del
farmaco,(Holst & Williamson, 2008) para concluir la definicion farmacol6gica "clasica” de

biodisponibilidad, vincula e integra procesos en concreto como: liberacion, absorcion,



21

distribucion, metabolismo y excrecion (Holst & Williamson, 2008)(Jin, Alimbetov, George,
Gordon, & Lovegrove, 2011)

Muchos factores diferentes pueden influir en la biodisponibilidad de un compuesto. El
concepto de biodisponibilidad incorpora: bioaccesibilidad, absorcion, distribucion tisular y
bioactividad. EI primer factor es la bioaccesibilidad o disponibilidad para la absorcién en el
tracto gastrointestinal(Mateo Anson, van den Berg, Havenaar, Bast, & Haenen, 2009)

Para ejercer su actividad bioldgica, los antioxidantes tienen primero que ser bioaccesibles
es decir se define como la cantidad que es potencialmente absorbible desde el lumen, donde se
da la liberaciéon de la matriz del alimento y solubilizacion (Bouayed et al., 2011) (Holst &
Williamson, 2008).

Existen diferentes etapas por la via metabdlica donde se dan los cambios en la

biodisponibilidad de los nutrientes y estos son:

La liberacion del nutriente de la matriz alimentaria fisico-quimica, lo cual busca que este

pueda lograr la conversién a una forma quimica que pueda unirse e introducirse a las
células del intestino delgado donde ocurre la absorcion.

e Los efectos de las enzimas digestivas en el intestino

e Launidny utilizacion por parte de la mucosa intestinal

o El paso por la pared intestinal (pasando a través de las células, entre ellas o de las dos
formas) a la sangre o la circulacion linfatica

o Ladistribucion sistémica

o Ladeposicidn sistémica

e El uso metabolico y funcional
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o Laexcrecion (por via urinaria o fecal) (Kamiloglu et al., 2013)

En consideracion a lo anterior, los antioxidantes son por naturaleza y funcion, sujetos a la
oxidacion, lo que limita su estabilidad en el producto durante el almacenamiento, procesamiento
de alimentos y la digestion, y por tanto su bioaccesibilidad (Holst & Williamson, 2008)(Benzie
& Wachtel-Galor, 2012)(Benzie & Wachtel-Galor, 2012)

La biodisponibilidad se mide normalmente mediante ensayos in vivo (por ejemplo, en el
plasma sanguineo de los seres humanos), por lo que factores tales como la variabilidad
individual, estado fisioldgico, las dosis y la presencia de otros componentes de la comida juegan
un papel importante.(Erejuwa, Sulaiman, & Ab Wahab, 2012) La biodisponibilidad de
antioxidantes depende de muchos factores, existen cuatro principales tales como: los
relacionados con el antioxidante (estructura quimica, tipo de enlace, entre otros), la matriz del
alimento (preparacion, caracteristicas, procesamiento, entre otros), los relacionados con el
organismo (actividad de la enzima, la genética, entre otros) y los externos (alimentos,
disponibilidad, diferentes condiciones ambientales tales como el sol, la lluvia, entre otros).
Respecto a la estructura quimica, es de sefialar que la biodisponibilidad esta influenciada
particularmente por unas estructuras quimicas denominadas agliconas y por su tipo de
glucésido, generando derivados que pueden ser mas polares, hidrosolubles y facilmente
excretables. (Kamiloglu et al., 2013)

Otros aspectos que también afectan la biodisponibilidad de los antioxidantes en el
organismo, son de tipo enddgeno como la masa de la mucosa, el pH, tiempo de transito
intestinal, la tasa de vaciado gastrico, el metabolismo y la extension de la conjugacion, en la
sangre y los tejidos unidos a proteinas; y factores exdgenos como la interaccion de estos con

otros compuesto ingeridos de la dieta, su estructura quimica, preparacion de alimentos o método
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de procesamiento, la competencia / interaccion con otros antioxidantes y la ingesta de otros
componentes de los alimentos implicando que la liberacidn de estos se de en porciones diferentes
del sistema digestivo. (Fu et al., 2011)(Rodriguez-Amaya, 2010)(Holst & Williamson,
2008)(Grant & Guest, 2012). Por ejemplo es de sefialar que los compuestos fitoquimicos son
procesados por el cuerpo como xenobioticos ya que no distingue entre beneficioso, neutral o
toxico.(Holst & Williamson, 2008)

Los métodos para determinar la biodisponibilidad o la bioaccesibilidad de antioxidantes
implican simulacion de experimentos realizados en un laboratorio (in vitro) o modelos en
humanos (in vivo). Los métodos in vivo proporcionan datos directos de la biodisponibilidad y

han sido utilizados para una gran variedad de nutrientes. (Kamiloglu et al., 2013)

Técnicas in vitro

Entre las técnicas in vitro esta la dializacion muy eficaz para conocer la solubilidad de
ciertos complejos de cationes como, el cobre, el molibdeno, el zinc y su relacion con la
biodisponibilidad. Los métodos in vitro se han disefiado para simular el proceso digestivo en los
seres humanos, pero estos métodos estan limitados porque no permiten medir las interacciones
entre la comida y el sistema digestivo, modificando la absorcidn del alimento en las diferentes
partes del tracto gastrointestinal y de la respectiva composicion de las secreciones digestivas que
dependen de lo ingerido y de la flora intestinal. La digestibilidad in vitro con didlisis es una
técnica que tiene en cuenta la solubilidad de los productos digeridos de los no digeridos para un
analisis posterior. Por ejemplo este método permite la separacion de los productos proteoliticos
de una mezcla durante la digestion mediante el reemplazo continuo del tampdn al usar una

bomba peristéltica, lo que permite su seleccion y aislamiento para analisis posteriores, a la vez
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que también permite seguir la cinética de la digestion y reducir la posibilidad de que se produzca
una inhibicién de la reacciéon por acumulacion de los productos. El fundamento es sencillo; el
experimento se realiza en un recipiente separado en dos partes iguales por una membrana, que
permite el paso de sustancias en funcion del peso molecular. Antes de realizar el experimento de
union, es preciso establecer si existe union entre el farmaco o analito problema del estudio y
alguno de los componentes del sistema, especialmente la membrana. Si esta union existe, el
farmaco quedaré retenido en la membrana y, entonces, obtendremos un grado de union mucho
mas elevada de lo que realmente es. Las membranas de dialisis se caracterizan por el tamafio del
poro; es decir, el tamafio molecular por debajo del cual las moléculas difunden libremente. El
grado de permeabilidad de la membrana tiene una estrecha relacién con el tiempo que el sistema
tarda en alcanzar el equilibrio. Sin embargo, los métodos in vitro son una atractiva alternativa
para estimar estos metales antes de la evaluacién in vivo. Ademas, pueden ser sencillos, mas
rapidos y de bajo costo. (Complex, 2012)(Mikstacka, Rimando, & Ignatowicz, 2010) (Singhal,
Jain, Singhal, Elias, & Showkat, 2011).

El modelo in vitro de células digestivas (Caco-2) fue adaptada por Glahn, Lee, Yeung, de
Goldman y Miller en 1998 para evaluar la biodisponibilidad de hierro en alimentos mediante el
uso de la formacion de ferritina por las células Caco-2 como un indicador de la captacién de
hierro. Las células Caco-2 son de origen humano, normalmente utiliza las provenientes del
carcinoma del colon. Estas se siembran de tal manera que crecen y forman una monocapa, que
luego se diferencian de forma espontanea para crear muchos componentes estructurales y
funcionales de las células intestinales. Estos componentes contienen microvellosidades, uniones
estrechas entre las células y enzimas del borde en cepillo, lo que significa que la linea celular

Caco - 2 se puede utilizar para estudiar la captacion activa y pasiva y el transporte de nutrientes.
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El principal problema con la linea celular Caco - 2 es que la captacion celular de nutrientes varia
entre los experimentos en funcion de la condicion general y el paso nimero de las células. Por lo
tanto, los resultados solo se pueden comparar dentro de los mismos experimentos. (Kamiloglu et
al., 2013)

Las propiedades in vitro de antioxidantes naturales o sintéticos generalmente se miden
en forma de actividad antirradical utilizando técnicas como el 1,1- difenil - 2 - picrilhidrazilo o
DPPH , por capacidad de absorcién del oxigeno radical (ORAC ) o a través del ensayo FRAP tal
como se describid en la seccidn de técnicas analiticas (Erejuwa et al., 2012).

Debido a las limitaciones para analizar el sistema digestivo in vivo, ya que es un proceso
lento, caro y complejo, lo que limita su uso a unas pocas muestras de alimentos; un buen método
para proyectar la biodisponibilidad de nutrientes puede ser la simulacion del sistema digestivo o
modelo in vitro, ya que estos datos pueden ser correlacionados entre ambos sistemas.
(Rodriguez-Amaya, 2010). El tracto Gl puede ser considerado como un extractor eficiente,
donde parte de los fitoquimicos contenidos en las matrices alimentarias se extrae y se convierte
en disponible para la absorcion en el intestino (Bouayed et al., 2011).De acuerdo a un estudio
simulando el sistema digestivo en la fase gastrica e intestinal, se encontr6 que la mayoria de los
polifenoles y flavonoides se encuentran disponibles en la fase gastrica; sin embargo sugiere que
no todos los polifenoles detectados se encuentran disponibles para la absorcién en la fase

intestinal (Bouayed et al., 2011).

Técnicas in vivo
Los estudios en animales permiten correlacionar datos y mas adn proporcionan

informacidn acerca de la biodisponibilidad, como por ejemplo existe un estudio realizado en
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gusanos con compuestos antioxidantes, que suministrd informacion acerca de la transformacion
metabolica y de las caracteristicas estructurales distintivas que son necesarias para extender la
vida atil en una bebida con la planta C. elegans. (Griinz et al., 2012)

Realizar ensayos con modelos animales o en voluntarios humanos es, obviamente, un
vehiculo importante para la obtencion de nuevos conocimientos sobre biodisponibilidad de
compuestos. (Fernandes, Faria, Calhau, de Freitas, & Mateus, 2013) ya que los efectos in vivo
en el caso de los polifenoles, dependerd no s6lo de su concentracion en alimentos de origen
vegetal, sino también en su biodisponibilidad después de la ingestion; existe mucha informacion
que durante los ultimos afios se ha centrado en la biodisponibilidad de estos compuestos (Pérez-
Jiménez et al., 2009).

Por lo general las mediciones in vivo se realizan en sangre para observar factores como
capacidad antioxidante total del plasma, ya que se debe a la suma de los antioxidantes endégenos
y exdgenos presentes en el mismo, asi como a los efectos sinérgicos que tienen lugar entre ellos.
(Pérez-Jiménez et al., 2009)

Un estudio en cerdos mostré que aunque no detectaron antioxidantes (antocianinas) en
plasma ni orina, encontraron acumulacion en el higado, ojo, corteza, y el cerebelo; en
comparacion con otro articulo, los resultados fueron similares ya que se alimentaron ratas con
antioxidantes (antocianina en mora) y este se detectd en vejiga, prostata, testiculos y
corazén.(Fernandes et al., 2013). En relacion con los flavonoides la absorcién, el metabolismo y
la excrecion son un proceso complejo que implica diversas modificaciones en su estructura. La
determinacion de la biodisponibilidad de los flavonoides es fundamental para la comprension de
sus efectos como agentes quimiopreventivos. Estos compuestos antioxidantes son absorbidos

predominantemente en el intestino delgado, con apenas pequefias cantidades que se transportan a
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través de la mucosa gastrica. El estado de glicosilacion de los flavonoides afecta en gran medida
su mecanismo de absorcidén. La mayoria de estas estructuras existen en la naturaleza como
glucédsidos. La hidrolisis de flavonoides glicosidos también se ha demostrado que se puede llevar
a cabo en la cavidad oral. Las agliconas generadas por la hidrolisis son mas lipofilicos, y por lo
tanto se absorben mas facilmente en el intestino mediante difusién pasiva. Los flavonoides que
entran en el colon se someten a una hidrolisis similar por la accion bacteriana de las
glucosidasas. Los que llegan al colon se transforman en compuestos fendlicos simples, esto
explica el bajo nivel de absorcion de estos en el colon. La biotransformacion de flavonoides
continda en los enterocitos siendo este el sitio mas importante de su metabolismo. Por ultimo los
flavonoides entran en la circulacion luego de someterse a la desintoxicacion en el higado.
(Kutaiba Ibrahim & Mohamed Abdalkarim, 2012)(Gordon, 2012)

Varios autores concluyen que antioxidantes tales como las antocianinas presentan altas
concentraciones en el estdmago, pero el posible mecanismo de la cantidad absorbida por la via
gastrica es desconocido. La fraccion de antocianinas no absorbidas en el estbmago llega hasta el
intestino delgado. Las no absorbidas en intestino delgado, llegan al colon donde sufren
modificaciones estructurales sustanciales. Ademas, estas son rapidamente metabolizadas y
reaparecen en la circulacion o también finalmente se excretan en la bilis y en la orina. Algunos
estudios previos han sugerido que esto es probablemente debido a la degradacion espontanea
bajo condiciones fisioldgicas (Fernandes et al., 2013)(Shipp, 2010)

Al igual que con otros compuestos ingeridos, la variabilidad interindividual es otro factor
importante que representa las propiedades farmacocinéticas de los flavonoides en los seres
humanos. La preparacion de los alimentos tiene efectos variables sobre la biodisponibilidad de

los flavonoides en la dieta(Mufioz et al., 2010). Actividades como pelar las frutas o los vegetales,
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por ejemplo, reduce en gran medida el contenido de flavonoides; ya que en la cascara de estas
contiene una gran proporcion de flavonoides y al igual que el efecto de la coccion. (Kutaiba

Ibrahim & Mohamed Abdalkarim, 2012)
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Aplicaciones

Desde el punto de vista cientifico, y hasta lo encontrado en la literatura sobresalen varios
estudios realizados en bebidas a base de té, extractos botanicos y mezclas de frutas. Entre las
formulaciones para preparar una bebida nutracéutica (Lima et al., 2012b) con un extracto de
mate, se ha observado a partir de los datos obtenidos de los analisis de su Actividad
Antioxidante que el consumo de hierba mate contribuyé significativamente a la ingesta total de
antioxidantes con efectos bioldgicos potencialmente beneficiosos para la salud humana. Estas
aplicaciones terapéuticas son tipicas de este extracto. (I. Paraguariensi) ya que ha demostrado
que contienen alta actividad antioxidante lo que se correlaciona positivamente con la
concentracion de sus derivados de compuestos antioxidantes del café, lo cual hace que tenga una
capacidad antioxidante muy superior a la del té verde; en comparacion a la del té verde con el
vino tinto. La capacidad para neutralizar las especies reactivas de oxigeno (responsables por los
dafios en la estructura celular después del estrés oxidativo ambiental) lo cual hace que se
presente actividad similar a la peroxidasa, que se relaciona con la concentracion de polifenoles
en el extracto de hierba mate.

En la actualidad, se ha despertado un considerable interés en encontrar antioxidantes
naturales a partir de materiales fitoquimicos, la botanica ofrece un sin nimero de oportunidades
practicamente interminables para encontrar ingredientes funcionales para bebidas. Estas bebidas
aparecen con su respectivo claim y mercado dentro de un determinado “estilo de vida", y son
productos que se posicionan para impactar en la estimulacion, la relajacion, o la promocion de la
salud. Las nuevas bebidas funcionales, como el agua fortificada y el té, han aumentado su
conveniencia, su novedad y su imagen, pero mantienen la condicién de bebidas saludables. La

colocacion de nuevos productos en el mercado requiere algunas medidas a seguir por ejemplo: si
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los productos son del agrado o no del consumidor. Los investigadores han desarrollado
instrumentos para medir aspectos relacionados con las actitudes alimentarias para entender mejor
cémo la salud y los componentes no saludables se relacionan con los factores que influyen en los
habitos dietéticos. Algunos autores han introducido una medida multidimensional de los
motivos relacionados con la eleccion alimentaria, incluyendo: etiquetas sociales, la salud, el
atractivo sensorial, el estado de &nimo, la conveniencia, el contenido natural, el precio, el
control de peso, la familiaridad, y el componente ético. Las pruebas de aceptacion son un
componente valioso y necesario dentro del proceso investigativo y del desarrollo de nuevos
productos alimenticios. En un estudio realizado con plantas boténica tales como las hojas de
Quercus, se observo que las infusiones de las hojas de Quercus resinosa presentan una elevada
actividad antioxidante, contenido fendlico, actividad anticancerigena, y potencial
cardioprotector. (Rocha Guzman et al., 2012)

De la informacidn obtenida del estudio se concluy6 que aunque las infusiones de Quercus
Resinosa poseian mayor contenido antioxidante con un valor de 1371.22 mg/100g; respecto al té
verde con 809.45 mg/100 g. El efecto en los consumidores fue negativo respecto a la aceptacién
ya que el aspecto sensorial marcé la diferencia entre los diversos tipos de bebidas de hojas de
Quercus, es decir; que las que poseian menor contenido de polifenoles a nivel sensorial fueron
las mas aceptadas por el consumidor en la encuesta. El aspecto sensorial es de vital importancia a
nivel de mercadeo para poder atrapar un cliente.

Los resultados de este estudio muestran que, en promedio, las bebidas a base de fruta
tuvieron mayor poder antioxidante que los tés verdes. La importancia de los aditivos se ha
esbozado, porque pueden mejorar notablemente el poder antioxidante total. Los Jugos de frutas

simples que tenian un antioxidante con menor contenido (lo que justifica el precio tipico mas alto
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de bebidas antioxidantes declaradas), pero esta diferencia no siempre fue significativa. En
consecuencia, los consumidores deben ejercer extrema precaucion con la eleccién de las bebidas,
ya que sélo se especifican los aditivos seleccionados (como los polifenoles y las catequinas) en
cantidades no despreciables que pueden mejorar significativamente el contenido de los
antioxidante en las bebidas cuando se comparan los zumos de frutas tradicionales o los extractos
de té.

Se recomienda mantener una concentracion razonable de compuestos polifendlicos en el
plasma de los humanos que pueda actuar contra los radicales libres y proteger de varios
trastornos de la salud. Para ello es necesario el consumo de grandes cantidades de frutas y
verduras, que sean la principal fuente de estos compuestos. Una bebida rica en estos compuestos
y lograda a partir de frutas y verduras sin duda contribuira en mantener el poder antioxidante en
plasma y aportard beneficios en la salud y se manifestara en la lucha contra las enfermedades
cronicas. En un estudio, se utilizaron 4 residuos de frutas y verduras compuestos por cascaras de
granada y naranjas y; hojas de alcachofa y guayaba para preparar una bebida formada a partir de
la mezcla de 2 de estos elementos, mezclados en diferentes proporciones para obtener una forma
aceptable por los consumidores. El extracto de agua de estos residuos de vegetales y frutas se
demostrd que poseia un gran poder antioxidante. Esto se evidencia a partir de los valores
obtenidos de los dos pardmetros utilizados para medir el poder antioxidante, a saber, polifenol
acido tanico y como isoflavonas la catequina. La diferencia en la secuencia puede ser atribuible
al tipo de polifenol y pasante de su actividad bioldgica. Sin embargo, esto no aplica tipicamente
cuando la comparacién se realiz6 basandose en el otro parametro a saber isoflavonas como la
catequina. En este caso, la granadilla tiene la mayor capacidad antioxidante, a pesar de no tener

la mayor concentracion de compuestos de polifenoles totales. Sin embargo, se puede observar,
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que la granadilla contiene una cantidad apreciable de catequinas (1918mg / 100 g). Los estudios
han reportado una alta correlacion entre capacidad antioxidante y el contenido total de
polifenoles, sin embargo, esto parece estar condicionada por el método de evaluacién. Se
hicieron varios estudios que demostrd la presencia de antioxidante, incluyendo compuestos
fendlicos en desechos de frutas y verduras. Entre estos estudios, se determin6 que el extracto de
cascara de Punicagrunatum (Granada) se encuentra entre los tres primeros con notablemente alto
poder de captacion de radicales libres. En breve todos estos hallazgos y los resultados de la
capacidad antioxidante junto con la aparicién de compuestos de polifenol en los residuos de los
principales 4 puntos investigados en este estudio demuestran que estos residuos de alimentos
pueden tener valor para la salud. La presencia de estos polifenoles se ha correlacionado con
varios beneficios para la salud .Entre estos beneficios, que pueden tener -efectos
antiinflamatorios, anti- aterosclerdticas, Anti- cancerigeno entre otras contribuciones a la
salud.(El shobaki et al., 2011)

En otro ensayo el té verde organico fue probado y se combind con los concentrados de
brécoli para un posible uso industrial en el desarrollo de nuevas bebidas, utilizando subproductos
de brdcoli como fuente de compuestos bioactivos. El uso de un bajo porcentaje de concentrados
de brocoli (menos de 50 %) dio resultados prometedores en las altas concentraciones de
glucosinolatos y compuestos fendlicos (principalmente alifaticos) (acidos hidroxicinamicos,
flavonoles y catequinas) y en el efecto positivo sobre la capacidad antioxidante. Los datos
indican que existe una reaccion molecular potencial entre los compuestos bioactivos presentes en
el té verde organico y los del brécoli concentrado, que combina los compuestos de ambos
productos alimenticios. El alto nivel de glucosinolatos en las nuevas infusiones merece nuevos

estudios sobre la estabilidad, formacién de isotiocianatos, y las propiedades que promueven la
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salud de las mismas nuevas bebidas. Por lo tanto, los ensayos de biodisponibilidad y de
seguridad también se deben llevar a cabo. El uso industrial de los subproductos de brécoli como
un ingrediente en el desarrollo de alimentos funcionales novedosos puede ayudar a agregar valor
a la gran cantidad de residuos vegetales que quedan disponibles. (Dominguez Perles, Moreno,
Carvajal, & Garcia Viguera, 2011).

El tiempo y las condiciones de almacenamiento son criticas en el contenido del
antioxidante como es el caso de diferentes jugos de limén y granada que contienen flavanonas,
que después de 7 dias de almacenamientos mostraron 70% de pérdida (Gonzélez Molina,
Moreno, & Garcia Viguera, 2009), incluso la temperatura influye y se sugiere no mantener frutas
0 bebidas por largos periodos de tiempo; incluso en condiciones de refrigeracion.
(Patthamakanokporn, Puwastien, Nitithamyong, & Sirichakwal, 2008)

Se observa que durante el almacenamiento hay perdidas de compuestos totales fenolicos
entre15% y20% en jugos de limén y granada en diferentes concentraciones, a excepcion del jugo
de limén , que aumento méas del 35%, posiblemente debido a la precipitacién de las
flavanonas(Gonzalez Molina et al., 2009)

Diferentes factores pueden afectar los niveles de actividad antioxidante y compuestos
fenolicos totales en las frutas, como son la especie, el tamafio y la textura, la forma de
preparacion y las condiciones de almacenamiento (por ejemplo, tiempo, temperatura). Estudios
preliminares sobre el efecto del almacenamiento en los distintos tipos de frutas son sugeridos
antes de hacer un plan de muestreo para el andlisis sistematico de su actividad antioxidante
(Patthamakanokporn et al., 2008)

El tiempo y la temperatura afectan de manera diferente cada fruta y por ende el contenido

de compuestos de sus jugos (Patthamakanokporn et al., 2008). Para el caso de la guayaba y de
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la fruta maloud también conocida como Elaeagnusiatifolia en el medio cientifico, asi mismo
con la fruta Lin reconocida por su gran parecido con el tomate ambas nativas de Tailandia fueron
almacenadas a -20°C durante 2 semanas disminuyendo significativamente su actividad
antioxidante. Sin embargo otra fruta, la makiang; fruta también oriunda de Tailandia cuyo
nombre cientifico es Cleistocalyx nervosum varpaniala, se mantuvo constante, Esto es
probablemente debido a los diferentes tipos y cantidades de antioxidantes presentes en las frutas,
que son responsables de la actividad antioxidante medida. Los compuestos fendlicos totales para
la guayaba disminuyeron continuamente mientras que las otras dos frutas se mantuvieron; debido
a los diferentes compuestos fenolicos presentes en las frutas que genera resultados diferentes
bajo las mismas condiciones (Patthamakanokporn et al., 2008)

Otro articulo manifiesta el beneficio del tiempo en las bebidas preparadas a base de frutas
ya que a mayor tiempo se observé fuertes propiedades antioxidantes en las bebidas almacenadas
en frio a un tiempo de 135 dias (Estupifian, Schwartz, & Garzon, 2011). Este aumento en la
actividad antioxidante puede ser explicado por la fuerte tendencia del polifenol a sufrir
reacciones de polimerizacion, lo que hace que los oligbmeros resultantes posean areas mas
grandes disponibles para la deslocalizacion de la carga. Cuando el grado de polimerizacion
excede un valor critico, el aumento de la complejidad molecular y el impedimento estérico a
reducir la disponibilidad de grupos hidroxilo provocan una disminucién resultante en la
capacidad antirradical(Cilla et al., 2011).

Para jugos como el de naranja, el almacenamiento durante 6 meses a 18°C conduce a
variaciones en polifenoles totales y la actividad antioxidante, la cual puede estar relacionada con
un menor contenido de compuestos fendlicos y de vitamina C, por otro lado un posible

incremento en la actividad antioxidante por lo general se atribuye a productos de reaccién de
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Maillard los cuales después de formados durante el almacenamiento prolongado poseen fuertes

propiedades antioxidantes. (Cilla et al., 2011)

Formulacion de bebidas

Afiadir acido ascdrbico a las bebidas a base de frutas que son pasteurizadas puede ser una
opcion para garantizar el contenido de vitamina C declarado, aunque no se puede atribuir este
contenido solo al acido ascérbico adicionado, sino que también se debe considerar la presencia
de derivados de citricos de polifenoles que tienen ascorbatos ahorradores lo que genera un efecto
protector en su &cido ascérbico a partir de la oxidacion, ya que tienen potenciales de éxido-
reduccion mas altos. (Cilla et al., 2011)

La suplementacion de las bebidas de frutas con leche o minerales (Fe, Zn) no modifica la
capacidad antioxidante durante el almacenamiento en frio (2-4 8C). Ademas, en la digestion in
vitro la fase digestiva gastrointestinal no disminuye la capacidad antioxidante total, a pesar del
hecho de que el método de digestion simulada in vitro utilizado no puede imitar el proceso in
vivo, que puede proporcionar datos sobre la estabilidad en condiciones gastrointestinales y
bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes. (Cilla et al., 2011)

Nuevas bebidas disefiadas a partir de jugo de limén y maqui, que es una baya roja o
purpura nativa de chile; en jugo que demostraron interacciones entre los fitoquimicos
bioactivos de proteccion y una buena estabilidad en el tiempo. Los altos niveles iniciales de
capacidad antioxidante y el contenido total de compuestos fendlicos a partir de las mezclas
permanecieron bastante estables en el tiempo, excepto para el zumo de limén. Nuevas bebidas

ricas en fitoquimicos bioactivos, mostraron una alta actividad antioxidante in vitro, asi como
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también un atractivo color bien conservado que se observd durante el periodo de estudio.
(Gironés Vilaplana, Mena, Garcia Viguera, & Moreno, 2012)

Con relacion a los diferentes aditivos presentes en las formulaciones estudiadas se
recomienda adicionar el estabilizante y el conservante en la etapa inicial de la mezcla, sin
embargo se sugiere que los productos agregados sean de celulosa preferiblemente celulosa
microcristalina, respecto al edulcorante se recomienda que sea GRAS (generalmente reconocidos
como seguros) donde estan los productos derivados de la cafia de azucar, sucralosa, estevidsidos,
combinaciones, por ejemplo xilitol, manitol, sorbitol, entre otros (T. Nagao, Hase, & Tokimitsu,
2007)

En un estudio se encontré que la incorporacion de un extracto de piel de ciruelas rojas
japonesas dentro de una formulacion que contenia el néctar de pulpa a partir de las mismas
ciruelas, no ejercia efectos perjudiciales a las caracteristicas sensoriales. Las altas cantidades
analizadas de este extracto afiadido resultaron en un color mejorado, asi como en un mayor
contenido de polifenoles y de una mayor capacidad antioxidante, que también aumentaron el
atractivo y la funcionalidad del néctar. EI aumento del color pudo, por lo tanto, atribuirse a un
aumento en los niveles de compuestos tipo antocianina y a copigmentos potenciales, tales como
los flavonoles y a los acidos neoclorogénicos.

En términos de consumo, la formulacién que presentaba el contenido mas alto de extracto
de piel era la menos preferida respecto a las otras formulaciones, lo que indica que 240 g kg-1 de
la piel del extracto seria el equilibrio 6ptimo entre el alto contenido de polifenoles y la
preferencia del consumidor. (Beer, Steyn, & Muller, 2012)

Otros desarrollos ya estan incorporando la tecnologia de la microencapsulacion, donde se

muestra como la vitamina E liposoluble se rodea de sustancia hidrosolubles y se utilizada en
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bebidas, este método lo que sugiere es tener particulas muy pequefias (liposolubles) para ser
visualmente detectadas con beneficios en matrices hidrosolubles (Cook, Phillip, 2004)

La transformacion de la fruta también tiene una influencia en las caracteristicas de esta,
esto lo muestra (Hagl et al., 2011), en un estudio que utiliza manzanas y varia la presentacion
en batido y zumo, estas transformaciones cambian su biodisponibilidad en el cuerpo, mostrando
mejor comportamiento el batido que el zumo de manzana ya que sugiere un potencial preventivo
contra enfermedades de colon crénicas; en este estudio se concluyé que esta presentacion en
batidos aumenta la biodisponibilidad de polifenoles de la manzana en el colon, esto se puede
deber a que el batido de manzana contiene 60% de manzana que se elabora con frutas enteras y
tiene menor etapas de procesamiento y el zumo de manzana contiene 40% de manzana

Sin embargo la mejor forma de obtener los antioxidantes presentes en la frutas no es en el
jugo de estas, si no directamente de la fruta entera sin transformacion, ya que aporta sus
antioxidantes fibras y una cantidad de azlcar adecuada. (Crowe & Murray, 2013)

Sin embargo también se ha encontrado que, para tener éxito, en la innovacion de por
ejemplo alimentos ricos en polifenoles o bebidas; aparte de evaluar sus beneficios para la salud,
su calidad sensorial también debe ser de notable importancia. En este ambito, se realizaron
analisis sensoriales y pruebas de consumo en un conjunto de bebidas en su etapa temprana de
formulacién y optimizacién, con el fin de establecer si el concepto de producto focal se podia
desarrollar dentro de un concepto comercialmente viable. Los resultados arrojados fueron
alentadores, y se identificO amargura como un atributo sensorial clave para enfocar los esfuerzos
de optimizacion. En resumen, las formulaciones de la fruta de cacao y bayas fueron las de menos

agrado de los consumidores. Se sugirio que la divulgacion de los beneficios para la salud de las
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bebidas para los consumidores puede mejorar alin mas su atractivo a los consumidores. (Jaeger,

Axten, Wohlers, & Sunwaterhouse, 2009) (Jaeger et al., 2009)(Sajilata, Bajaj, & Singhal, 2008)

Beneficios de las bebidas con antioxidantes

El consumo de una bebida rica en catequinas durante 12 semanas en personas con
diabetes mellitus (2 DM2) mostré una disminucién en la circunferencia de la cintura respecto a
personas que no tomaban esta bebida, la circunferencia de la cintura es el mejor predictor global
de la grasa visceral. Estos resultados sugieren que la grasa visceral pudo haber sido reducida. Por
lo tanto, la ingestién de una bebida rica en catequinas puede reducir con eficacia la grasa
corporal, la grasa visceral en particular, en los pacientes con DM2. Basado en estos hallazgos, el
consumo de una bebida rica en catequinas podria recuperar la capacidad Insulina-secretora (T. y
otros Nagao, 2008)

Un estudio que sugiere la ingestion de una bebida con extracto de té verde y alto
contenido de catequinas durante 12 semanas dio lugar a una disminucion significativa de la grasa
corporal, los niveles de colesterol y la presion arterial en las mujeres y los hombres sin necesidad
de algun cambio de estilo de vida. La ingestion de una bebida con extracto de té verde y alto
contenido en catequinas podria prevenir la obesidad y disminuir el riesgo de enfermedad
cardiovascular. Es posible que el mecanismo por el cual las catequinas reduzcan la grasa
corporal pueda estar relacionado con el aumento del gasto de energia. Ademas, la disminucion de
la presion arterial y el colesterol puede ser el resultado de la reduccion de la grasa corporal.(T.
Nagao et al., 2007)

En otros resultados relativos a la biodisponibilidad de este tipo de matrices sugirié que

las bebidas ricas en polifenoles, tales como vino tinto, jugo de uva roja, y el té verde o con
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polifenoles especificos (acido tanico y quercetina) pueden mejorar la absorcion de zinc en
celulas Caco-2. Sin embargo, hay diferencias notables en sus afinidades relativas y, por tanto, en
las actividades de estimulacion y absorcién de zinc entre los diversos polifenoles. Esto podria ser
debido a las diferentes caracteristicas estructurales que poseen. En vista de la potencial
importancia de los polifenoles como antioxidantes y agentes antitumorales su efecto potencial

sobre la nutricion humana debe ser explorado ain mas.(Beer et al., 2012)
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Conclusiones

Los antioxidantes hidrosolubles son los mas indicados en el area de las bebidas, pero es
de vital importancia ir direccionando aquellos que generan sistemas con mayor actividad
antioxidante y biodisponibilidad.

Dentro de las técnicas tanto analiticas como instrumentales estdn aquellas que tienen
mayor tradicién y se acoplan mejor a un sistema de antioxidantes que a otros como las técnicas
mas novedosas que diferentes autores han venido desarrollando para buscar mejorar mucho mas
la ejecucidn de estas técnicas de antafio. Sin embargo, la utilizacion de técnicas aun es compleja
debido a la falta de normalizacion en los métodos; aunque existe una tendencia similar entre los
valores encontrados en las técnicas

La biodisponibilidad es el principal indicativo para poder declarar que un sistema de
antioxidantes en bebidas tiene no solo alta capacidad antioxidante sino que llega a ser absorbido
por el organismo y que ingresa al torrente sanguineo, y que no sea rapidamente excretado por la
orina. Resta decir que este es el pardmetro que corroborara que el efecto de una bebida saludable
es real.

Y por ultimo, hay que resaltar que todavia hay mucho por explorar en este tema, sin
embargo existen buenos avances. De lo estudiado se observan grandes logros corroborados a
nivel clinico, lo cual hace que las investigaciones tendientes a mejorar la calidad de la salud de
un paciente que padezca alguna enfermedad crdnica sean minimizadas a través de esto. A nivel
de mercadeo los aspectos sensoriales son de vital importancia porque de ahi depende que un
consumidor pueda llegar a ser fidelizado; por esto se debe tener cuidado con los aditivos

empleados ya que estos juegan un papel importante en las caracteristicas de este tipo de bebidas
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