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RESUMEN

El smdrome metabdico agrupa la asociacicn de factores genéicos, ambientales,
malos h&bitos alimenticios y falta de ejercicio, que aumentan el riesgo a padecer
enfeermedades cardiovasculares y diabetes tipo 2. Las tendencias actuales apuntan al uso
de extractos botanicos para el desarrollo de productos que ayuden a mejorar la calidad
de vida de las personas. No obstante, existe una resistencia por parte del consumidor de
ingerir productos a base de plantas debido al sabor amargo y astringente que presentan.
El objetivo de este estudio fue disefar una formulacicn de extractos de llex guayusa,
Vernonanthura patens y cascarilla de cacao mediante la optimizacié de sus propiedades
antioxidantes y sensoriales para el desarrollo de microcdsulas nutraceuticas. La
formulacién de las bebidas se realizd mediante el empleo de un disefo de mezclas
simplex centroide y se determin®el efecto de la mezcla de las materias primas sobre el
perfil de metabolitos, actividad antioxidante y perfil sensorial de las formulaciones, para
consecutivamente optimizar estos paranetros mediante el empleo de la metodolog & de
superficie de respuesta. A partir de la formulacich tima se elaboraron
microencapsulados usando maltodextrina como agente encapsulante y se evaluaron dos
méodos de encapsulacidn: secado por aspersian y liofilizacidn, midiendo propiedades
f®icas, antioxidantes y de estabilidad gastrointestinal in vitro de los productos. Los
principales compuestos bioactivos que se identificaron en las formulaciones fueron el
&ido cafeico, quercetina y &ido hidroxibenzoico. Adem&, la formulacicn &tima
present® buenas caracter Bticas sensoriales y un alto contenido de polifenoles totales
(187,15 + 37,56 mg EAG/g), flavonoides totales (17,88 + 0,85 mg EQ/g), actividad
antioxidante (1050,70 + 19,00 mg EAA/gy Clso 380 + 20,00) y acido clorogénico (17,43
+ 1,38 mg/g). El mejor método de encapsulacion fue el secado por liofilizacion ya que
presenta una mayor actividad antioxidante, mejor liberacion de acido clorogénico y una
mejor estabilidad a las condiciones gastrointestinales permitiendo una mayor
disponibilidad del compuesto bioactivo para la fermentacion colonica. Estos resultados
comprueban que la mezcla de plantas permite desarrollar productos con caracteristicas
sensoriales mejoradas conservando una alta actividad biolodgica.
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1. Introduccidn y objetivos

1.1 Antecedentes y justificacicn

El s mdrome metabdico es un problema mundial de salud ptblica que afecta al 25%
de la poblacidn adulta y es un poderoso determinante para la aparicicn de diabetes tipo
2 y enfermedades cardiovasculares, patolog ®s que figuran entre las principales causas
de muerte en el mundo (Patnaik Kuppili, Vengadavaradan, &Bharadwaj, 2019). La
inactividad f Bica y una dieta inapropiada contribuyen a la aparicién del s mdrome, por lo
que se recomiendan cambios saludables en el estilo de vida para mitigar los efectos
asociados al smdrome metabdico (Martin, Kane, Miles, Aiello, &Harris, 2019).
Adicional a las intervenciones en el estilo de vida, productos como los nutraceuticos son
utilizados como complementos que ayudan al tratamiento de uno o m& componentes del
smndrome metabdico (Cicero, Derosa, Parini, Baronio, &Borghi, 2014). Las
investigaciones sugieren combatir el s ndrome mediante la combinacié de compuestos
bioactivos debido a la naturaleza multifactorial de la enfermedad (Santana-Gdvez,
Cisneros-Zevallos, &Jacobo-Vel&quez, 2019).

En los dtimos afps, se ha evidenciado un incremento en la produccién cient fica de
estudios que apuntan al uso de extractos botanicos para la obtencidn de ingredientes
nutrac&uticos que posean una amplia gama de compuestos activos que contribuyan con
nuevos sabores y funcionalidades al producto (Gruenwald, 2009). En este contexto, se
reportan investigaciones sobre el efecto siné&gico observado con el empleo de mezclas
de plantas para incrementar la eficacia de sus propiedades terap&iticas y proporcionar
nuevos perfiles sensoriales al producto final (Ahmad et al., 2016; Komes et al., 2014;
Skapska, Marszatek, Wozniak, Zawada, &Wawer, 2016; Williamson, 2001).

Los ingredientes m& utilizados para la elaboracién de alimentos funcionales y
nutraceéuticos son los compuestos fendicos derivados de plantas (Galland, 2013). Sin
embargo, las industrias de alimentos se enfrentan a un dilema sobre las exigencias de
gustos y salud por parte de los consumidores. Por otro lado, el excesivo sabor amargo y
astringente que caracteriza a gran parte de los fitonutrientes constituye una barrera
importante para el consumo de alimentos funcionales y nutraceuticos (Drewnowski



&Gomez-Carneros, 2000). Por lo tanto, las investigaciones que se llevan a cabo en este
tipo de productos se enfocan en aspectos nutricionales y mecanismos de prevencian de
enfermedades cardiovasculares, diabetes, c&ncer e hipertensicn, por lo que es
imprescindible realizar estudios sobre los aspectos sensoriales y funcionales de este tipo
de alimentos (Ahmad et al., 2016; Pandey &Rizvi, 2009; Skapska et al., 2016).

A partir de las investigaciones previas realizadas y considerando las caracter gticas
de las plantas del presente estudio se plantedla hipdesis de que una formulacicn &tima
de 1. guayusa, V. patens y cascarilla de cacao posee un buen perfil sensorial y una alta
actividad antioxidante ya que la mezcla de los extractos disminuye la astringencia y
amargo de las infusiones y aumenta el contenido de polifenoles totales.

1.2 Objetivo general

Diserar una formulacidn de extractos de llex guayusa, Vernonanthura patens y
cascarilla de cacao mediante la optimizacién de sus propiedades antioxidantes y
sensoriales para el desarrollo de microcé&psulas nutraceuticas.

1.3 Objetivos espec Ficos

Determinar el efecto de las mezclas de las plantas llex guayusa, Vernonanthura
patens y cascarilla de cacao sobre los cambios del perfil de metabolitos de las
formulaciones usando cromatograf & de gases acoplada a espectrometr & de masas (CG
— EM) y andisis estad Btico multivariado.

Identificar los metabolitos relacionados con la actividad antioxidante de las
formulaciones mediante el coeficiente de correlacién de Pearson.

Optimizar las caracter Bticas sensoriales y actividad antioxidante de las
formulaciones utilizando la metodolog & de superficie de respuesta.

Desarrollar microcdsulas nutrac@iticas a partir de la f&dmula &tima
caracterizando las propiedades f®icas, quimicas y de estabilidad in vitro mediante
ensayos de simulacidn gastro-intestinal.



2. Marco Tecrico

2.1 Sndrome metabdico

El smdrome metabdico es un t&mino empleado para describir la agrupacicn de
marcadores de riesgo clmicos y metabdicos altamente asociados con la aparicidn de
enfermedades cadiovasculares y diabetes tipo 2 (Kumari, Kumar, &Kant, 2019). Ademd,
estudios recientes indican que el s ndrome metabdico promueve el estré oxidativo en el
tejido adiposo, debido a la activacicn de la produccicn de especies de ox meno reactivo y
a la reduccidn de la proteccidn antioxidante de las c&ulas adiposas (Maslov et al., 2019).

El Programa Nacional de Educacic sobre el Colesterol y Panel de Tratamiento de
Adultos 11l (NCEP-ATP I1I1I) define al sndrome metabdico como la prevalencia de al
menos tres de los siguientes cinco criterios: (i) obesidad visceral evaluada mediante la
medicin de la circunferencia de la cintura de m& de 102 y 88 cent imetros en hombres y
mujeres respectivamente; (ii) glucemia en ayunas mayor o igual a 100 mg/dl; (iii)
triglic&idos s&icos mayor o igual a 150 mg/dl; (iv) colesterol unido a lipoprote mas de
alta densidad (HDL) de menos de 40 mg/dl y 50 mg/dl en hombres y mujeres
respectivamente; y (v) presicn arterial sistdica y diastdica superiores a 130 mmHg y 85
mmHg respectivamente (Shayo, 2019).

2.2 Nutracéuiticos

El té&mino nutracéutico surgidceon el prop&ito de denominar los productos que se
encuentran entre las categor &s de alimentos y medicamentos (DeFelice, 1995). En la
actualidad, se definen como sustancias que pueden ser alimentos o parte de un alimento
que proporcionan beneficios para la salud (Rajput, Wairkar, &Gaud, 2018; Tur &Bibiloni,
2016). Qu micamente se clasifican en derivados isoprenoides (terpenoides, carotenoides,
saponinas, terpenos, tocoferoles), polifenoles, derivados de carbohidratos (vitamina C,
oligosacaidos, polisacaidos sin almid&), &idos grasos, derivados de amino&idos,
microbios y minerales (Singh &Shukla, 2015).

Las ventajas que presentan los nutracéiticos frente a otros tratamientos con
medicamentos, es que son naturales, menos costosos y no exhiben efectos adversos a largo
plazo. No obstante, entre las desventajas se destaca que estos compuestos se encuentran
normalmente en bajas concentraciones en los alimentos lo que implica el consumo de



cantidades exageradas o poco realistas del alimento. Adem&, muchos de los nutracelticos
al ser administrados por v & oral son ampliamente metabolizados por el cuerpo lo que
puede reducir o hasta inhibir su actividad (Santana-Gdvez et al., 2019).

llex guayusa

llex guayusa es una planta medicinal que representa una fuente importante de
polifenoles como el &ido clorogénico y quercetin-3-O-hexosa, adem& presenta un alto
contenido de cafe ma que le confiere un sabor amargo caracter gtico (Manzano Santana et
al., 2018; Villac -Chiriboga et al., 2018). Estudios recientes han reportado que el &ido
clorogénico atenta el smdrome metabdico mediante la modulacién de la microbiota
intestinal, disminucid de la resistencia a la insulina y modulacicn de la captacicdn de
glucosa en | meas celulares de cancer de h gado (HepG2) (Bhandarkar, Brown, &Panchal,
2019; Chen, Teng, &Cao, 2019). Adem&s, reporta un potencial efecto anti obesidad
mejorando la distribucicn de la grasa corporal (Cho et al., 2010).

Vernonanthura patens

Vernonanthura patens es una planta medicinal de uso popular que actualmente no
es comercializada pero que exhibe un alto contenido de polifenoles, actividad
antioxidante y propiedades antiinflamatorias (Ch&z-Guaranda, Ru E-Barzola, Ruales,
&Manzano, 2018; P. .Manzano, Miranda, Quijano, &Monzote, 2015). Los compuestos
que exhiben alta actividad antioxidante son de gran interé& ya que son capaces de
estabilizar el estrés oxidativo de la c8ula, retrasando el proceso de oxidacién por medio
de la quelacién del hierro y la extincicn del ox meno triplete (Smilin Bell Aseervatham,
Arul Ananth, &Sivasudha, 2018). No obstante, los polifenoles son compuestos que
adem&s de actuar como antioxidantes pueden ser prooxidantes, segtn la concentracicn y
la naturaleza del entorno celular en el que actCan (Fernando, Rupasinghe, &Hoskin,
2019).

Cascarilla de cacao

La cascarilla de cacao es uno de los principales subproductos del procesamiento de
los granos de cacao y contiene cantidades apreciables de compuestos bioactivos como
los polifenoles en especial los flavonoides (P.Manzano et al., 2017; Quijano-Aviles,
Franco-Agurto, Surez-Quirumbay, Barragan-Lucas, &Manzano-Santana, 2016). Los
flavonoides presentes en el cacao son capaces de reducir el riesgo cardiovascular al
mejorar la funcidn endotelial y disminuir la presicn arterial (Grassi, Desideri, &Ferri,



2010).

2.3 Microencapsulacicn

La microencapsulacian es una tecnolog & empleada para el envasado de compuestos
bioactivos en cépsulas elaboradas a partir de azUcares, gomas, prote nas, polisacaidos
(naturales y modificados), | pidos y pol meros sintéticos (Castro-Rosas et al., 2017). Este
proceso permite proteger al compuesto de interés de la degradacicn ocasionada por el
medioambiente, as icomo controlar la liberacicn en sitios espec Ficos, preservando la
estabilidad, incrementando la biodisponibilidad y manteniendo la funcionalidad del
compuesto bioactivo (Aguiar, Estevinho, &Santos, 2016). Las teéenicas de
microencapsulacicn se clasifican en tres grupos: (i) méodos fEicos (secado por
aspersidn, liofilizacian, fluidos supercriicos y evaporacidn); (ii) méodos
fisicoqu micos; y, (iii) mé&odos qu micos (Ozkan, Franco, DeMarco, Xiao, &Capanoglu,
2019).

Dentro de los mé&odos f®icos, los m& empleados son el secado por aspersicn y
liofilizacidn. El secado por aspersicn transforma las sustancias |guidas en polvo
mediante: (i) la homogenizacidn del Iquido por medio de un atomizador, (ii)
evaporacid del solvente utilizando una corriente de gas caliente y (iii) coleccicn de las
part tulas de polvo secas a través de un ciclén o filtros (Schafroth, Arpagaus, Jadhav,
Makne, &Douroumis, 2012). Las principales ventajas de este mé&odo es la alta
rentabilidad y flexibilidad de proceso (Mart |, Lara-Villoslada, Ruiz, &Morales, 2015).
Por otro lado, la liofilizacidh es un mé&odo de secado de mUtiples etapas, donde la
muestra debe ser previamente congelada para el posterior secado primario mediante
sublimacid&, seguido de un proceso de desorcicn (secado secundario) (Ozkan et al.,
2019). La principal ventaja de esta tecnolog & es el empleo de bajas temperaturas que
evita la degradacicn de compuestos termo sensibles y la eliminacién de ox eno lo que
ayuda a minimizar la oxidacicn del producto (Kaushik, Dowling, Barrow, &Adhikari,
2015).

3. Metodolog B

El esquema de trabajo empleado para la realizacicn del trabajo de investigacicn se
encuentra resumido en la Fig. 1.



Metodolog &

Disefd de mezclas
simplex centroide

Determinacicn de
polifenoles totales y
flavonoides totales

Determinacién de Cuantificacicn de
actividad antioxidante &ido clorogénico

Optimizacién por
superficie de
respuesta

Microencapsulacién

Perfil de metabolitos

por CG-EM Andisis sensorial

L Estabilidad
Determinacién de - . LA
Propiedades ficas polifenoles totales y aﬁ%%'ﬁaﬁe gastrvoiltr;gzsét[;ﬂal in
flavonoides totales fermentacicn coldical

Fig. 1. Esquema del disefd experimental

3.1 Materia prima y reactivos

Las hojas frescas de I. guayusa y V. patens fueron adquiridas de los cantones Taisha—
Morona Santiago y Marcabel ¥EI Oro, respectivamente; la cascarilla de cacao fue
proporcionada por Maquita Cushunchic (MCCH), Guayaquil-Guayas. Los reactivos de
fenol de Folin - Ciocalteu 2 N, 2,2-Difenil-1-picrililhidracilo (DPPH), 2,4,6 - Tris (2-
piridil) -s-triazina (TPTZ), esténdares de alcano C7 - C30, cloruro de aluminio
hexahidratado (AICI3), N, O Bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida (BSTFA), quercetina,
&ido gdico, &ido clorogénico, nitrito de sodio, &ido tanico y metanol se adquirieron de
la casa Sigma - Aldrich (St . Louis, MO, EE. UU.). El &ido ascabico, el hidréido de
sodio, el &ido clorh @rico, la cafe ha y el etanol se obtuvieron de J.T. Baker (Phillipsburg,
NJ, EE. UU.). El carbonato de sodio (Na,CO3) de la empresa Fisher Scientific (Lisboa,
Portugal), el &ido acéico de Panreac (Barcelona, Espafa) y el cloruro fé&rico (FeCls) de
Mallinckrodt (Nueva York, NY, EE. UU.). El agua se purificG en un sistema de
purificacicn de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.).
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3.2 Disefp experimental y preparacicn de infusiones

Se empled un disefd de mezcla simplex centroide con tres componentes y diez
formulaciones (Tabla 1). Las infusiones se prepararon vertiendo 200 ml de agua destilada
hervida sobre 2 g de materia prima y se dejGen reposo sin agitacicn durante 5 minutos,
seguido de un filtrado a través de papel Whatman # 1 y se almacenaron a -17<€ hasta su
uso.

Tabla 1. Valores codificados de las formulaciones herbarias preparadas con I. guayusa,
V. patens y cascarilla de cacao

Formulacién . guayusa V. patens Cascarilla
(%) (%) (%)
F1 0,33 0,33 0,33
F2 1 0 0
F3 0 1 0
F4 0,667 0,167 0,167
F5 015 0’5 0
F6 0,5 0 0.5
F7 0 05 0.5
F8 0,167 0,167 0,667
F9 0 0 1
F10 0,167 0,667 0,167

3.3 Perfil de metabolitos por CG-EM y procesamiento de datos

La determinacicn del perfil del metabolitos de las infusiones se realizd por
cromatograf B de gases acoplado a espectrometr & de masas (CG - EM) (sistema GC
7890A de Agilent Technologies y 5975C inerte XL MSD con detector de triple eje),
utilizando una columna capilar DB-5MS (30 m de longitud x 0.25 mm di x 0.25 pm de
espesor de pel Tula, Agilent Technologies, Inc.) y helio como gas portador a un caudal de
0,6 ml/ min. Para el andisis, las infusiones fueron previamente liofilizadas y derivatizadas
con 200 i de BSTFA a 5 mg de extracto seco, y se colocAen bafd Mar & a 70 € durante
2 horas. Se inyectaron 2 | de muestra y se analizaron utilizando tres rélicas biol&yicas
de cada muestra. (Saitta, Curto, Salvo, Bella, &Dugo, 2002).

Posterior a la inyeccidn de muestras, los datos fueron exportados en formato NetCDF
/ AlA (* .cdf) utilizando el software de andisis de datos ChemStation GC / MSD (Agilent
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Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU.). Se emple&el programa MzMine 2 (versicn 2.29)
(Pluskal, Castillo, Villar-Briones, &Oresi¢, 2010) para la deteccion de los espectros de
masas, la construccidn cromatogréica, la deconvolucién y alineacid. Los datos
resultantes se importaron a MetaboAnalyst 3.0 (Xia &Wishart, 2011) para el andisis
estad Btico multivariante. Los compuestos se identificaron de forma tentativa al hacer
coincidir los espectros de masas con la informacicn disponible en la base de datos NIST
11 y Wiley 9 y mediante comparacian con el mdice de retencicn utilizando una serie de
alcanos.

3.4 Determinacién de polifenoles y flavonoides totales

El contenido de polifenoles totales (CPT) y de flavonoides totales (CFT) se midieron
mediante espectrofotometr & UV-VIS segtn lo descrito por (Waterhouse, 2003) y (Min,
Gu, McClung, Bergman, &Chen, 2012), respectivamente. EI CPT se expresGcomo mg de
equivalente de &ido gdico (EAG) por g de peso seco de masa herbal (mg EAG/ g) y el
CFT como mg de equivalente de quercetina (EQ) por g de peso seco de masa herbal (mg

EQ/Q).

3.5 Determinacién de actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determin®en funcin de la estabilidad del radical DPPH
en las infusiones de hierbas (Ebada, Edrada, Lin, &Proksch, 2008) y mediante la
evaluacié del poder reductor del complejo fé&rico-tripiridil-triazina (Fe3 + -TPTZ) a la
forma ferrosa (Fe2 +) (FRAP) y los resultados se expresaron como un equivalente de mM
Trolox (TEAC). Adicional, los resultados de la formulacidn ¢ptima se expresaron como
la capacidad para reducir el 50% del DPPH (Clso) calculada por el programa estad gtico
GraphPad Prism® versicn 5.01 (San Diego, CA), vy los resultados del ensayo FRAP se
expresaron como mg de &ido asc&bico (EAA) por g de peso seco de masa herbal (mg
EAA/g).

3.6 Cuantificacicn de &ido clorogénico

El &ido clorogénico se cuantificGmediante electroforesis capilar (EC) utilizando un
sistema Agilent Technologies 7100 (Alemania) equipado con un detector de arreglo de
diodos (DAD). La separacicn se llevda cabo en un capilar de s fice fundido no recubierto,
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con una longitud efectiva de 72 cm (50 um de diametro interno) adquirido de Agilent
Technologies (Alemania). El procedimiento se realizd segtn lo descrito por Ballus,
Meinhart, de Souza Campos, Bruns, & Godoy (2014) con algunas modificaciones. El
electrolito de corrida consistiGen 50 mM de tamp& borato (pH 10.15) y la separacicn se
realizGa 25 ©C. Las muestras se inyectaron a una presicn de 50 mbar durante 5 s y los
datos se registraron a 210 nm. El capilar se pre acondiciondcon NaOH 0,1 M durante 2
min, luego se enjuagdcon agua ultrapura durante 3 min y se siguidcon electrolito (5 min).
Se utilizdel software Agilent ChemStation® para calcular la integracién de los picos.

3.7 Andisis sensorial

El panel sensorial se realizdcon la colaboracidn de 7 personas, a las que se les solicitd
su consentimiento para participar en la evaluacidn. Los panelistas fueron semi-entrenados
empleando un mé&odo de andisis descriptivo hbrido (Francisco &Resurreccion, 2012).
En los ensayos se emplearon cabinas individuales, controlando la iluminaci y la
temperatura ambiente. Las infusiones fueron evaluadas de acuerdo a los atributos de
aroma (cacao y hierbas); sabor (amargor, dulce y &ido) y factor de sensacicn
(astringencia) usando una hoja de puntuaci& para escalar la intensidad en una escala de
| mea de 150 mm.

3.8 Optimizacid de formulaciones

Los andisis se desarrollaron por triplicado (n = 3 extracciones independientes), con
la excepcicn de la evaluacidn sensorial, y los datos se expresaron como media =+
desviacicn estandar. Las diferencias entre las formulaciones se evaluaron mediante
ANOVA de una VR después de la verificacidn de la homoscedasticidad mediante la
prueba de Brown-Forsythe. La prueba de Tukey se utiliz&para determinar diferencias
significativas a un nivel de 0.05. La correlacicn se calculd mediante el coeficiente de
correlacié de Pearson; v, los efectos de las diferentes mezclas de materias primas en las
respuestas, se calcularon mediante regresicn lineal mdtiple basada en la metodolog & de
superficie de respuesta. La calidad del modelo se evalud mediante el coeficiente de
regresicn (R?), el R? ajustado y la significancia del modelo (Granato, deAratjo Calado,
&Jarvis, 2014).
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La formulacidn de hierbas se optimizAutilizando la funcicn de deseabilidad propuesta
por Derringer & Suich (1980) para maximizar el contenido de polifenoles y flavonoides,
la actividad antioxidante (FRAP), el &ido clorogénico, el sabor dulce, el aroma de cacao
y para minimizar la Clso, el aroma de hierbas, el amargor, los sabores &idos y la
astringencia. Los andisis estad Bticos se realizaran utilizando el software Statgraphics
Centurion XVI (Statistical Graphics Corporation, Rockville, USA).

3.9 Microencapsulacién

A partir de la formulacié &tima se procedida elaborar los microencapsulados, para
lo cual se adicion® maltodextrina (100 g. L™?) a la infusién recién preparada y se
homogeniz& a 300 rpm durante 1 hora a 25 °©C (Santiago-Adame et al., 2015). La
microencapsulacicn se realizOmediante dos mé&odos de secado: liofilizacicn y secado por
aspersidn. Las condiciones del liofilizador (Labconco Freeze Dryer 4.5, EE.UU.) se
establecieron a -40 =C durante 72 h; y, las del secado por aspersich (Armfield FT30 MK
111, Inglaterra) se programaron con un flujo de alimentacién de 3.5 ml.min, suministro
de aire comprimido de 50 ml.min! a 4 bares y temperatura de entrada del aire a 120 <C.

3.10 Propiedades f Eicas de los microencapsulados

A los microencapsulados se les determin&el contenido de humedad, solubilidad
(Cano-Chauca, Stringheta, Ramos, &Cal-Vidal, 2005), humectabilidad del polvo (Quek,
Chok, &Swedlund, 2007), densidad aparente (Aulton &Cooper, 1988), densidad
compacta (Jimenez, Garcia, &Beristain, 2010), fluidez, compresibilidad y morfolog &
mediante microscopio electr&nico de barrido (Shah, Tawakkul, &Khan, 2008).

3.11 Modelo gastrointestinal in vitro con fermentacién colnica

El ensayo se realizd segin lo descrito por Tavares et al., (2012) con algunas
modificaciones. Los microencapsulados (3.5g) se disolvieron en agua destilada (65 ml) y
se afedi® 10 ml de solucién gétrica a pH 4 (NaCl 16.5 g L, NaHPO4 2.1 g L%, KCI
4.92 gLt CaClo.2H,02.4gL* urea0.54 g Ly pepsina 6 g L), luego se incubaron a
37 <C por 2 horas con agitacich de 100 rpm. Se tomaron al tuotas de 15 ml y se
almacenaron a-18 <C. La soluci de la digestién g&strica se mezcldeon 30 mi de solucidn
duodenal apH 7 (NaCl 7.01 g L, KCl10.56 g L, CaCl..H20 0.2 g L™, NaHCO35.61 g
L1, KH2PO; 0.08 g LT, MgCl2.6H20 0.5 g L%, urea 0.1 g L™, pancreatina3 g L'y
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lipasa 0.5 g L) y 15 ml de medio de bilis de pH 8 (NaCl 5.26 g L-1, KCI 0.38 g L-1,
CaCl2.H20 0.22g L-1, NaHCO35.79 g L-1,urea 0.1 g L-1 y bilis6 g L-1) y se incubd
a 37 T a 100 rpm durante 4 horas. Posteriormente, se tomaron al Tuotas de 15 ml y se
almacenaron a -18 <C.

La simulacid de la fase colnica se realizGtomando al Tuotas de 50 ml de la fase de
la simulacién gastrointestinal y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10 min a 10 <C; el
pellet se mezcldeon 20 ml de agua destilada y 30 ml de solucidn fecal. Las muestras se
colocaron en envases anbar, aireadas con nitrgeno, cerradas herméicamente y se
incubaron a 37 <C a 200 rpm durante 24 horas. Luego del tiempo de incubacidn, se colectd
15 ml de muestra y se almacena a -18 <C. A la muestra remante, se afadi®5 ml de agua
destilada y fue se puso a incubacién (37 <C a 200 rpm) durante 24 horas y se tomo
al Tuotas de 15 ml para los andisis posteriores (Ceuppens et al., 2010).

La extraccicn de polifenoles se realizGempleando una solucién acuosa de metanol
(50:50 v/v), agitacicn en vortex durante 5 min, bafo de ultrasonido durante 60 min y
centrifugacidn a 5000 rpm por 15 min a 4°C. Las muestras fueron secadas con corriente
de nitrdgeno y reconstituidas en metanol para ser analizadas mediante cromatograf &
| Quida de alta resolucié (HPLC) (Saquicela Carpio, 2018).

4. Resultados y discusicn

4.1 Perfil de metabolitos por CG-EM

La variabilidad del perfil de metabolitos de las infusiones fue explicada en un 72.40%
mediante el andisis de componentes principales (PCA). El componente principal 1
(62.40%) separa las formulaciones F6 y F9, caracterizadas por estar preparadas a partir de
cascarilla de cacao, de las formulaciones F1, F2, F3, F4, F5, F7, F8 y F10 que conten &n
muy poca o nula cantidad de cascarilla de cacao. No obstante, las formulaciones F7 y F8
que presentan igual o mayor contenido de cascarilla de cacao que la formulacién F6, no
fueron separadas dada la presencia de V. patens. Por otro lado, el componente principal 2
(10%) separdlas formulaciones que conten &n altas cantidades de |. guayusa y V. patens
(F1, F2 y F3) de las que ten &n cascarilla de cacao (F4, F5, F7 y F8), lo que indica que las
plantas herbales empleadas en este estudio presentan un perfil qumico similar, y que
contrasta con la cascarilla de cacao (Fig. 2). Dicha similitud, sugiere que estas plantas
pueden compartir algunas de sus propiedades bioldgicas
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PC 2(10 %)

-60 -40 -20 0 20

PC 1(624%)

Fig. 2. Andisis de componentes principales (PCA) de infusiones de hierbas
preparadas con |. guayusa, V. patens y cascarilla de cacao, a partir de los datos de CG-
EM. Grupo 1 (F6 y F9), grupo 2 (F1, F2, F3) y grupo 3 (F4, F5, F7, F8 y F10)

En el andisis discriminante de mmimos cuadrados parciales (PLS-DA), se
seleccionaron un total de veintid& metabolitos en base a la variable de importancia en la
proyeccion (VIP) > 2 y valor p < 0.05. Segtn el mapa de calor (Fig. 3), los &idos
carbox ficos y sus derivados fueron predominantes en las formulaciones que contienen V.
patens como materia prima principal (F3, F10 y F5) (&ido mir gtico, 1-monopalmitina,
1-monolinolema y 1-monoestearina). Los polifenoles fueron m& abundantes en las
formulaciones que contienen cascarilla de cacao (&ido cafeico, &ido hidroxibenzoico y
pirocatecol), que representa que se encuentren mayor compuestos fendicos, seguido de la
formulacién con I. guayusa (F2) (quercetina 7,3 ', 4'- trimetil &er) y V. patens (F3)
(hidroquinona). Los azUCrares y sus derivados se encontraron mayoritariamente en las
formulaciones con mayor contenido de cascarilla de cacao (F9, F8, F6).
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Fig. 3. Representacicn de mapa de calor de correlaciones de metabolitos en infusiones
de hierbas. Los coeficientes de correlacién se calcularon con base en la correlacicn de

Pearson.

De los compuestos identificados por CG-EM en las diferentes formulaciones destacan
las caracter ®ticas nutraceuticas del &ido cafeico y quercetina 7, 3 ', 4'-trimetil é&er,
compuestos que reportan un posible efecto beneficioso sobre el s hdrome metabdico. En
el caso del &ido cafeico se conoce que actlrm sinégicamente con el &ido clorogénico,
atenuando la resistencia a la insulina y mejoran la absorcicn de glucosa en c&ulas HepG2
(Chen et al., 2019). En cambio, los estudios recientes sobre el s mdrome metabdico en
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modelos animales, han encontrado que la quercetina 7, 3 ', 4'-trimetil éer mejora el nivel
de citocinas antiinflamatorias y la sensibilidad a la insulina (Abdelkarem &Fadda, 2017).

4.2 Correlacicn entre la actividad antioxidante y los metabolitos de las infusiones

Se realizGun mapa de correlacicn entre la actividad antioxidante (DPPH, FRAP),
CPT, CFT y el perfil de metabolitos para determinar los compuestos potenciales que estan
relacionados con la actividad bioldgica de las infusiones. De acuerdo con la Fig. 4, catorce
compuestos que incluyen al &ido linoleico, &ido mirstico, &ido palmfico, &ido
esteaico, 1-monopalmitina, 1- monolinole ha, 1-monoestearina, hidroguinona, quercetina
7,3 ', 4-trimetiléer y cinco compuestos no identificados mostraron una correlacicn
positiva con la actividad antioxidante, CPT y CFT. Por otro lado, ocho compuestos
identificados como &ido nonadecanoico, &ido hidroxibenzoico, pirocatecol, &ido
cafeico, d-lactosa, sacarosa, I-treitol y &ido acéico se correlacionaron negativamente con
la actividad antioxidante, CPT y CFT. Adem&, se observa una fuerte correlacin positiva
entre la actividad antioxidante y CPT y CFT.

Los compuestos que contribuyeron principalmente a la actividad antioxidante de las
infusiones fueron los &idos carboxficos y derivados. Los &idos grasos han sido
reportados como sustancias bioactivas en la medicina herbaria (Karimi, Jaafar,
Ghasemzadeh, &Ebrahimi, 2015). Los &idos linoleico, mirstico y palmfico han
mostrado actividad antioxidante mediante el andisis del modelo de oxidacicn de
liposomas (Henry, Momin, Nair, & Dewitt, 2002). Sin embargo, el &ido linoleico no ha
mostrado actividad antioxidante contra el radical DPPH (Fagali & Catal§ 2008).

Estudios anteriores realizados en el &ido este&ico reportan que no posee actividad
antioxidante (Henry et al., 2002). Por otro lado, los compuestos fendicos también han
sido descrito como antioxidantes (Lesjak et al., 2018). Sin embargo, fue inesperado que
el &ido cafeico no mostrara una correlacién positiva con la actividad antioxidante ya que
este compuesto ha exhibido actividad biol&jica relevante como antioxidante y
antiinflamatorio (Shiozawa, Inoue, Murata, &Kanamoto, 2018).
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Fig. 4. Patrones de correlacicn entre metabolitos y actividad antioxidante (DPPH,
FRAP, CPT y CFT). Cada cuadrado indica el coeficiente de correlacién de Pearson de un
par de metabolitos y actividad antioxidante. El color rojo representa correlacicn positiva
(0 <r <1) y el color azul representa correlacicn negativa (-1 <r <0).
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4.3 Andlisis sensorial y actividad antioxidante de las infusiones

Las infusiones preparadas con I. guayusa se caracterizaron por mostrar un alto sabor
amargo, las preparadas con V. patens una alta astringencia, mientras que las que conten Bn
mayoritariamente cascarilla de cacao mostraron un perfil sensorial con alto aroma a cacao,
dulzor y amargor (Fig. 5). Adicionalmente, se evidencia que la adicicn de cascarilla de
cacao permitiGenmascarar el sabor astringente de V. patens. No obstante, la actividad
antioxidante (DPPH, FRAP) disminuyS(Fig. 6).

Dulce
Aroma herboso Amargo
Aroma Cacao Astringente
Acido
1 2 3 4 —5 6 7 8 9 10

Fig. 5. Perfil de atributos sensoriales de las formulaciones

La actividad antioxidante (DPPH, FRAP), CPT y CFT de las diez formulaciones de
infusiones de hierbas se muestran en la Fig. 6. La actividad antioxidante var & de 8,74 (F3)
a1,41 (F1) mM TEAC para el ensayo DPPH y de 16,21 (F3) a 3,12 (F1) mM TEAC para
el ensayo FRAP. Se observaron valores m& altos de CPT y CFT en F3 (3306,04 mg GAE
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/ L'y 388,19 mg QE /L) y se registraron valores m& bajos en F9 (428,18 mg GAE /Ly
42,64 mg QE/ L).
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Fig. 6. Contenido de polifenoles, flavonoides totales y actividad antioxidante de las
infusiones estudiadas. Cada punto representa el valor promedio de tres determinaciones.
Los valores sin letras comunes son significativamente diferentes entre s 1(p<0.05).

Segtn el estudio de (Jiméez-Zamora, Delgado-Andrade, &Rufidn-Henares, 2016),
las actividades de DPPH informadas para la infusién de manzanilla (0,90 0,02 mM
TEAC) son inferiores a los valores encontrados para todas las formulaciones de este
estudio. La infusid de hierbabuena (3,33 0,11 mM TEAC) reporta una mayor actividad
antioxidante que las infusiones F9 y F10 pero menor que las otras formulaciones. La
infusich de ténegro presenta una actividad menor (5,13 +=0,08 mM TEAC) que las
infusiones F3, F5, F7 y F8, mientras que ninguna de las formulaciones de este estudio
presenta una mayor actividad antioxidante que la infusicn de te verde (24,62 +=0,49 mM
TEAC). En el caso de la actividad FRAP, la infusicn de manzanilla presenta una actividad
antioxidante m& baja (1,03 £0,14 mM TEAC) que las muestras de esta investigacidn.
Solo la formulacién F9 mostréun valor FRAP m& bajo que la menta verde (5,33 £0,09
mM TEAC) y la infusidn de ténegro (3,38 0,01 mM TEAC). La infusicn de téverde
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tiene un valor FRAP m& alto (24,98 0,41 mM TEAC) que las formulaciones de esta
investigacian.

La infusicn F9 presenta un CPT m& alto que otras infusiones reportadas
anteriormente preparadas a partir de Sideritis syriaca (infusicn de tégriego de montafa)
(Atoui et al., 2005), Moringa oleifera (Coz-Bolaibs et al., 2018) e infusiones de
Matricaria chamomilla (Kogiannou, Kalogeropoulos, Kefalas, Polissiou, &Kaliora,
2013). Sin embargo, CPT se redujo mediante la adicicnh de la cascarilla de cacao en
infusiones de V. patens e I. guayusa. EI CPT de todas las formulaciones, con la excepcicn
de F9, es m& alto que los valores informados para Mentha piperita, Eucalyptus globules
y Salvia fruticose, pero son m& bajos que el ténegro y verde (Atoui, Mansouri, Boskou,
&Kefalas, 2005).

4.4 Optimizacid de formulaciones

A partir de los resultados obtenidos se obtuvo una infusicén con &timas propiedades
sensoriales y antioxidantes (Tabla 2) cuyo detalle de formulacidn se encuentra registrado
como secreto comercial 11591SECRETOCIBEL.

Tabla 2. Paranetros antioxidantes y sensoriales optimizados

Parametros Prediccion Experimental*
Polifenoles totales (mg EAG/g) 178,50 187,15+ 37,56
Flavonoides totales (mg EQ/g) 21,90 17,88 £ 0,85

FRAP (mg EAA/g) 1080,04 1050,70 + 19,00

DPPH (ClIs0) 362,87 380,00 + 20,00

Acido clorogénico (mg/g) 17,94 17,43 £1,38
Acidez 7,88 10,00
Astringencia 16,45 8,75+ 2,50
Aroma a cacao 5,33 7,50 £ 2,00
Aroma herbal 15,33 15,00 +£ 5,77

*Valores expresados como media *desviacicn estandar (n = 3)

Los valores de polifenoles totales de la fdmula &tima son superiores a los reportados
para la Horchata, una bebida ecuatoriana que consiste en una mezcla de 16 a 32 plantas
medicinales (Guevara et al., 2019). As imismo, estos valores son mayores a los reportados
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para Chrysophyllum boivinianum, cuyas hojas se utilizan para preparar infusiones con
fines medicinales en Madagascar (Rakotoniaina et al., 2018). En cuanto al contenido de
&ido clorogeénico, se reportan valores superiores a los indicados para el café(Coffea
canephora) y el téverde (Camellia sinensis) (Meinhart et al., 2017). Estos resultados son
de gran relevancia ya que se evidencia que el modelo de optimizacién por superficie de
respuesta permite realizar mezclas de ingredientes vegetales para obtener un producto
final con mejores atributos sensoriales, conservando las altas propiedades funcionales de
las materias primas empleadas en este estudio.

4.5 Propiedades f Bicas y antioxidantes de los microencapsulados

El proceso de microencapsulacién de la formulacicn &tima se realizd mediante
secado por aspersicn y liofilizacicn. El secado por aspersicn permitiG obtener
microcdpsulas con mejores propiedades f Bicas, que empleando la liofilizacidn (Tabla 3).
Las microcdpsulas que se obtuvieron por liofilizacicn presentaron un flujo "muy pobre",
mientras que las propiedades de flujo se mejoraron mediante el secado por pulverizacicn
al producir microcdsulas con un "flujo regular” (Quispe-Condori, Saldara, &Temelli,
2011). Adem&, el secado por aspersicn mejordla humectabilidad de las microcdpsulas
aproximadamente 4 veces. Por otro lado, el mé&odo empleado para microencapsular no
tuvo un efecto significativo sobre la solubilidad de los polvos. En cuanto a la morfolog &,
la forma y tamaf caracter gtico de las microcdpsulas, se vieron afectados por el mé&odo
de encapsulacicn (Fig. 6). Las microcdpsulas obtenidas por aspersicn fueron m&
pequefas y esfé&icas con una superficie menos lisa con algunas grietas y concavidades en
la pared, causadas por la r&ida evaporacicn del agua durante el proceso (Hu, Li, Zhang,
Kou, &Zhou, 2018). Por otro lado, las microcépsulas liofilizadas presentaron una forma
de aserr m con una superficie m&s lisa en la pared.



23

Tabla 3. Propiedades f gicas de los microencapsulados

Parametro Secado por aspersiin Liofilizacicn
Humedad (g/100g) 4,25 +0,42 4,50 +0,92
Humectabilidad (s)* 14,37 £1,53 55,33 +13,43
Solubilidad (%) 97,73 £1,91 96,85 +1,51
Densidad aparente (kg/m®) 340,00 60,00 256,67 £25,72
Densidad compacta (kg/m?) 430,00 £45,83 380,00 +37,85
hdice de Hausner* 1,27 0,12 1,48 £0,05
hdice de Carrs* 21,00 7,00 32,00 +2,65

Valores expresados como media xdesviacicn estandar; (*) indica una diferencia significativa entre las
muestras (p <0.05).

Fig. 6. Micrograf ®s de microscopio electrénico de barrido para los diferentes sistemas
estudiados (A) secado por aspersian, (B) liofilizacidn.

La actividad antioxidante fue mayor en las microc&psulas obtenidas por liofilizacicn
(Tabla 4). Este resultado concuerda con las caracter ticas morfolcgicas de las
microcdpsulas, segtn el mé&odo empleado. La degradacién de la actividad antioxidante
en las microcdpsulas secadas por aspersicn se explica por el tamafo m& pequefd de la
microcdpsula que conlleva a un &ea de superficie m& grande promoviendo el deterioro
de los compuestos bioactivos que se encuentran en la superficie (Ballesteros, Ramirez,
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Orrego, Teixeira, &Mussatto, 2017). Ademd, las altas temperaturas empleadas durante
el secado por aspersicn pueden causar la degradacién de los compuestos activos, como
los polifenoles, que se describen como compuestos sensibles al calor (Sablania &Bosco,
2018).

Tabla 4. Propiedades antioxidantes de los microencapsulados

Par&metro Secado por aspersiin Liofilizacicn
Polifenoles totales (mg EAG/g)* 36,51 +1,95 51,72 £2,23
Flavonoides totales (mg EQ/g)* 11,59 +1,59 31,34 +4,61

DPPH (mmol Trolox/g)* 0,17 0,03 0,26 £0,05
FRAP (mmol Trolox/g) 0,20 +=0,02 0,18 0,01

Valores expresados como media xdesviacicn estandar; (*) indica una diferencia significativa entre las
muestras (p <0.05).

4.4 Estabilidad gastrointestinal in vitro y fermentacidn colcnica de los
microencapsulados

El mé&odo de encapsulacién tuvo un efecto significativo sobre la liberacidn y la
estabilidad del &ido clorogeénico. Las microcdsulas que se secaron por pulverizacicn
mostraron un mayor porcentaje de liberacicn durante la digesticn g&trica y fueron m&
inestables cuando llegaron a la fase intestinal. Este resultado es desfavorable dado que el
&ido clorogénico se absorbe e hidroliza en el intestino delgado (Lafay, Morand, Manach,
Besson, & Scalbert, 2006). La liberacicn rdpida del &ido clorogénico durante la etapa
gdstrica puede ser explicada por la presencia de las grietas formadas durante el secado por
pulverizacid, que favorecen la liberacién del nicleo, y provoca una degradacién del &ido
clorogénico debido al pH alcalino de la fase intestinal (Narita &Inouye, 2013). Por otro
lado, la liberacicn del &ido clorogénico aumentd durante la fase intestinal cuando las
microcdpsulas se obtuvieron por liofilizacid. Estos hallazgos concuerdan con estudios
previos, que indican que las condiciones intestinales favorecen la liberacién de &ido
clorogénico (Bermudez-Soto, Tom&-Barberan, &Garc B-Conesa, 2007). Adem&, se
evidencia que la liberacicdh m&ima de &ido clorogeénico se produce durante la
fermentacicn colnica in vitro. Este resultado es de gran interés ya que el efecto del &ido
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clorogénico sobre la obesidad, la salud intestinal y el metabolismo de los amino&idos esta
relacionado con la regulacién de la microbiota intestinal (Hagl et al., 2011; Wang et al.,

2019; Zhang, Jiao, Wang, Lin, &You, 2019). Adicionalmente, se observa una reduccicn

de &ido clorogénico en todas las muestras después de 24 horas de fermentacicn coldnica,

lo que puede explicarse por el catabolismo de este metabolito en &ido hidrocaffeico y

&ido dihidroferdico (Mills et al., 2015).

Tabla 5. Contenido de &ido clorogénico (mg/kg) durante los ensayos de estabilidad

Par&metro Secado por aspersicn Liofilizacicn

Muestra no digerida* 75,97 +4,68 14,53 £2,69

Fase gatrica* 137,14 14,86 21,19 +6,45

Fase intestinal 76,14 £3,66 82,92 £5,60
Fermentacidn coldnica 24 horas 271,52 32,59 251,89 +60,39
Fermentacicn coldnica 48 horas 188,16 +7,59 212,34 24,67

Valores expresados como media xdesviacicn estandar; (*) indica una diferencia significativa entre las
muestras (p <0.05).

5. Conclusiones

En este estudio se evaluaron los beneficios de la adicicn de cascarilla de cacao a las
infusiones de I. guayusa y V. patens que, entre otros, diversifica la variedad de
compuestos fendicos relacionados con la prevencicn y disminucién de riesgo de
aparicicn del s ndrome metabdico.

La metodolog & de la superficie de respuesta permitidformular una infusién con
una elevada actividad antioxidante, alto contenido de &ido clorogéico, disminuyendo
los atributos de astringencia del producto, correlacionada principalmente a la presencia
de V. patens. Adem&, la microencapsulacién por liofilizacidn resultSser el proceso més
eficiente dado que las caracter sticas morfolQgicas del producto conservan mejor la
actividad antioxidante y retarda la liberacién de &ido clorogénico durante la simulacién
gatrica.

El elevado poder antioxidante de las infusiones se correlaciona principalmente a la
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presencia de &idos grasos, adem& de otros compuestos que no pudieron ser
identificados en esta etapa del estudio y que se encuentran en mayor abundancia en las
infusiones elaboradas con V. patens .

Recomendaciones

Dado que una gran parte de los compuestos correlacionados con la actividad
antioxidante no lograron ser identificados por CG-EM se recomienda emplear otra
téenica para la identificacidn, como cromatograf & | uida de alta resolucién acoplada a
espectrometr B de masas — masas.

La actividad biolggica de los compuestos nutracéiticos del producto
microencapsulado debe ser corroborada mediante estudios precl micos empleando
ensayos in vivo con ratones.
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