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Resumen

Se realizaron dos formulaciones de bebidas a partir de infusiones
de jamaica (Hibiscus sabdariffa) con potencial hipoglucémico y de
aporte nutrimental. Estas bebidas se prepararon con hidrolizado
de proteina de frijol (HPF 1y 2%), Inulina de agave (2%), goma
de xantana (0.04%), pectina (0.1%) y sucralosa (0.01%), todos
los ingredientes mostraron un efecto sinérgico para lograr inhibir
las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa hasta en un 86% y 90%
respectivamente. Los resultados de las pruebas fisicoquimicas
tueron acordes a los reportados para bebidas de jamaica, y se
obtuvo una buena aceptacion en las pruebas sensoriales, supe-
rado el nivel de agrado en la percepcion de sabores respecto a
la bebida control.

Introduccion

La diabetes es una de las enfermedades crénicas que causa ma-
yor numero de muertes en todo el mundo cada afio. Afecta a las
personas, reduciendo significativamente su calidad de vida. Si no
se controla adecuadamente, la diabetes puede acabar provocando
complicaciones de salud graves y la muerte.

Las causas de esta enfermedad son multifactoriales, se debe
principalmente a factores genéticos, ambientales o ambos (Tuo-
mi, 2005). La diabetes tipo 2 se caracteriza por el desarrollo de
resistencia a la insulina, llegando al punto que las células dejan de
producir esta proteina (Goyal et al., 2023), dando como resultado
un trastorno metabolico crénico caracterizado por hipergluce-
mia (glucosa alta en sangre) persistente, lo que posteriormente

49



®

puede causar mayor riesgo de infarto de miocardio, accidentes cerebrovasculares,
amputacion e insuficiencia renal (Shivashankar & Mani, 2011).

La diabetes tipo 2 es mas frecuente en personas mayores de 45 afos, aunque
la obesidad, sedentarismo y dietas ricas en calorfas han significado un aumento en
este tipo de diabetes en nifios y adolescentes (Goyal et al., 2023). Un estadio previo
al desarrollo es la prediabetes en el cual las personas al desarrollar la resistencia a
la insulina comienzan a tolerar e incrementar sus niveles de glucosa en sangre y la
insulina no los normaliza. Si esta condicién no se trata por medio de dietas o me-
dicamentos que reduzcan la glucosa en sangre, provocara la diabetes tipo 2 en la
persona (Shivashankar & Mani, 2011).

Una de las mejores maneras para controlar los estados hiperglucémicos es una
dieta balanceada y actividad fisica (Barnes, 2011). En muchas ocasiones la glucosa en
sangre en personas con prediabetes o diabetes tipo 2 puede tener un gran desbalance
por una simple comida, lo que abre la necesidad de generar productos con propie-
dades bioactivas que permitan regular la cantidad de glucosa en sangre. Estudios
previos han demostrado que los hidrolizados de proteina de frijol (HPF) comun
negro (Phaseolus vulgaris 1..) tienen potencial hipoglucemiante. Estos hidrolizados
mostraron buenos resultados en pruebas de inhibicién enzimatica en a-amilasa y
a-glucosidasa (relacionadas en la liberacion de glucosa en sangre), pruebas 7z vitro,
in vivo y también en estudios clinicos, todos relacionados con la disminucion de
glucosa (Mojica & de Mejia, 2016; Mojica et al., 2017; Mojica et al., 2024).

Una posible presentaciéon comercial para administrar HPF es por medio de una
bebida sin calorfas, ya que esta presentacion preserva mejor a los péptidos y es mas
facil de consumir. Ademas, hoy en dia estan tomando relevancia las bebidas con
altos contenidos de proteina. Sin embargo, unas de las principales problematicas de
utilizar hidrolizados de proteina (HPF) en bebida son las propiedades sensoriales
(olot, colort, textura y/o sabor) desagradables, mala estabilidad y pérdida de bioac-
tividad (Lee, 2011; Leksrisompong et al., 2012; Goudarzi et al., 2015). El objetivo
del presente estudio es formular una bebida funcional, del agrado del consumidor,
con una buena estabilidad y con propiedades hipoglucemiantes.

Para poder enmascarar las propiedades sensoriales se busca utilizar una infusién
de flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa) concentrada, la cual aparte de aportar buen
sabor, color y ser una de las bebidas mas consumidas en México, también tiene
muchas propiedades como: antocianinas, acidos organicos, flavonoides, saponinas,
fitoesteroles, fibra, minerales como calcio, hierro, magnesio y zinc, vitaminas B1, B2,
C, D y E, ademas de contar con los aminoacidos esenciales, excepto el triptofano

(Quiroz et al., 2022).
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También se pueden adicionar componentes a la formulacién como hidrocoloi-
des. La pectina y goma de xantana son componentes que mejoran la solubilidad,
alargan la vida de anaquel e incluso aportan buenas caracteristicas sensoriales (Con-
treras-Lozano et al., 2019). Estos componentes son fuente de fibra, fungen como
prebioticos e incluso reportan propiedades hipoglucémicas (en especifico la pecti-
na) (Chaturvedi et al., 2021; Mufioz-Almagro et al., 2021), incluso su combinacion
aporta a la estabilidad de péptidos (Garzon et al., 2024). Otro componente que se
busco adicionar es la inulina de agave que funge como prebidtico, en funciones
inmunologicas, biodisponibilidad de minerales, mejoramiento de metabolismo de
grasas y reducir respuestas glicémicas (Fuquene-Munar & Arenas, 2018).

Materiales y métodos

Formulacién de bebidas por fases

Se realiz6 la infusion de flor de jamaica (H. sabdariffa), esta se obtuvo de comercios
locales en Guadalajara, Jal. 70 g de flor seca se disolvieron en 700 mL de agua y se
calentaron por 7 min. Se dejé reposar en un recipiente cerrado por 5 min, se filtré
y se obtuvo un volumen final de 600 mL de infusién.

Posteriormente, se realiz6 una dilucién 1:2 de la infusién concentrada y se agregd
0.01% de sucralosa (Ingredion ®) para después ser combinada con las concentra-
ciones de hidrocoloides y fibras.

Una vez obtenida la infusién, se enfrid y se adicionaron los hidrocoloides y
fibras: goma de xantana (GX), pectina (P) e inulina de agave. Se determiné su con-
sistencia y turbidez por medio de un turbidimetro (HI88703-01, Hanna Instruments,
Woonsocket, EUA). Las concentraciones utilizadas se basaron en las reportadas en
la literatura (Garzon et al., 2024).

Finalmente, se adicion6 el HPF, se decidi6 usar 2% de los péptidos al haber de-
mostrado buenos resultados en los estudios clinicos (Mojica et al., 2024). Ademas,
se formul6 una segunda bebida con una reduccion de HPF al 1% para comparar la
aceptacion en las pruebas sensoriales (Tabla 1).

Tabla 1. Formulacion bebida de jamaica con 1% y 2% de HPF

Ingrediente Bebida 1 Bebida 2
HPF % 1 2
Inulina % 2 2
Goma X % 0.04 0.04
Pectina % 0.1 0.1
Sucralosa % 0.01 0.01

Fuente: propia
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Analisis fisicoquimicos
Los analisis fisicoquimicos que se realizaron en las bebidas 1 y 2 fueron: pH, turbi-
dez, viscosidad, °Brix y color.

La medicién de pH se realiz6 de acuerdo a lo establecido por la NMX-F-317-
NORMEX-2013, utilizando un potenciémetro de bolcillo (pHep+® HI98108,
Hanna Instruments, Woonsocket, EUA). Para el analisis de turbidez se utilizé un
turbidimetro (HI88703-01, HANNA, Woonsocket, EUA). Para la viscosidad se
utiliz6 un viscosimetro (ROTAVISC lo-vi Complete, IKA, Staufen, Alemania). La
sonda que se utiliz6 fue SP-1, la temperatura fue de 25 °C y la velocidad de corte
en ambas mediciones fue de 100 rpm. En este caso la recomendacién de torque
para buenas lecturas es a partir de 10%.

También se midieron los °Brix con un refractémetro-brixémetro (MASTER,
ATAGO CO,, Saitama, Japon), por dltimo, se analizo el color de las dos muestras
mediante un espectrofotometro (CM-5, Konica Minolta Sensing Americas, Ramsey,
EUA). Se ajust6 el blanco con agua destilada, para después analizar por triplicado
las muestras.

Analisis sensorial

Se realiz6 un analisis sensorial de las bebidas 1 y 2 para determinar la aceptacion
y la intensidad de sabores que habia en las dos muestras. L.a metodologia que se
sigui6 fue la reportada en la literatura (Inca, 2024; Lee, 2011) con algunas modifi-
caciones, en donde se dieron escalas (1-10) para determinar la aceptabilidad de las
personas (1 = disgusto y 10 = mayor aceptabilidad). Los parametros considerados
se dividieron en dos categorias.

La primera categoria fue la del nivel de agrado, la cual se compone de: acep-
tabilidad general, textura, color, probabilidad de compra. La segunda categoria se
relaciono con el nivel de intensidad de sabores: dulzor, amargor y acidez.

El estudio sensorial se realizé con 21 personas, se les indicé que no consumieran
nada de alimentos y bebidas al menos una hora antes de la prueba. Se pidi6 a todas
las personas que probaran tres bebidas: el control (Be light de Jamaica ®), bebida 1
y bebida 2. Entre cada prueba se les pidié que enjuagaran su boca con agua natural
para que el sabor residual no afectara la prueba.

Cuantificacion de proteina de HPF

Para la cuantificacién de proteina se utilizé el método de Lowry (Shen, 2023). Se
realizé una curva de calibraciéon con Albimina de Suero Bovino (BSA) como es-
tandar a concentraciones de 0 a 1500 pg/ml.

52 Desarrollo y procesos cientificos y tecnoldgicos



®

Inhibicion de a-glucosidasa

Para determinar la bioactividad de los péptidos se cuantifico la inhibicion de la enzima
a-glucosidasa (Figura 1). Se utilizo6 el inhibidor Acarbosa como control positivo, el
sustrato de la reaccion fue p-Nitrofenil-a-Dglucopiranésido (p-NFGP).

Se preparé un tampon fosfato salino (PBS) 0.1 M a pH 6.9, la solucién con
a-glucosidasa 1 unidad/ml., la soluciéon de p-NFGP se hizo a 5 mM y el control
positivo Acarbosa a 1 mM.

0 IncubarE- Incubar 5
ol s L5 100mLde incubar 10 | | 50uLdep- | |mina37C min a 37°C
: pcil'-l"u. enzima min & 37'C NFGP y eer a ms y Iger 3 405

Figura 1. Proceso de reaccién para determinar la inhibicién de a-glucosidasa
Fuente: propia

Inhibicién de a-amilasa

Para la prueba de inhibiciéon de a-amilasa se utilizé como sustrato almidon, la accion
de la enzima sobre el sustrato libera maltosa, glucosa y dextrinas (Qian et al., 2023).
Los azucares reductores liberados se midieron mediante 3,5-dinitrosalicilico (DNS).
Ademas, se prepard una solucion tampon fosfato salino (PBS) 0.02 M pH 6.9, se
prepard la solucion del acido 3,5-dinitrosalicilico. La enzima a-amilasa se preparo a
13 unidades/ml., mientras que el sustrato (almidon) se prepar6 en una solucion al
1%. Se prepard acarbosa a 1 mM como control positivo (Figura 2).

-,
tgsl:éllilﬂkll:lglwb 50 ul e Incubar 10 50 ul de Incubar 5
t -r- H e
positive BnNIma min a 37 akmiGon min a 37"C
.
150 ul ge Bafio en ugua Enfriar Afiadir 1200 ul de
reactivg caliente (100" C) muesira .a,.ua destlada y
DS or 5 min rapido leer a 450 nm

Figura 2. Proceso de adicion de reactivos y muestras para la reacciéon DNS
Fuente: propia

Cuantificacion de compuestos fendlicos

La cantidad de compuestos fenodlicos se analizé mediante el método Folin-Ciocalteu
(Mohd-Esa et al., 2010). La curva de calibracion se realizé con acido galico como
estandar (0 - 60 pg/mlL).
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Resultados y discusion

Anadlisis fisicoquimicos

En la Tabla 2 se muestran los resultados fisicoquimicos que se obtuvieron al analizar

la bebida 1 y bebida 2.

Tabla 2. Resultados fisicoquimicos para las dos muestras finales con HPF al 1% y 2%

Fisicoquimicos Bebida 1 Bebida 2
PH 3.0 33
Turbidez (NTU) 1781 £15.5 3129 £ 26.8
Viscosidad (cP) 8.40 9.69
Solidos suspendidos (°Brix) 410+0.4 5.00+0.7

Se muestran resultados promedio (n =2) + indica la desviacién estandar
Fuente: propia

Se estima que una bebida de jamaica natural ronda entre 2.11 — 3.66 de pH
(Torres et al., 2019), por lo que las formulaciones realizadas se encuentran dentro
de estos rangos. Sin embargo, los valores de turbidez obtenidos se encuentran por
arriba de los reportados en la literatura de 150 a 1500 N'TU para bebidas con pulpa
o infusiones (Paquet et al., 2014). Paquet et al. (2014) reportan que, aunque las fibras
e hidrocoloides ayudan a mantener las propiedades bioactivas y fisicoquimicas de
las bebidas, también aportan a la turbidez en algunos casos.

En cuanto a la viscosidad, los valores obtenidos se encuentran dentro de lo
reportado por la literatura de 1.39-15.90 cP (Quiroz et al., 2022), segun el grado
de adicién de hidrocoloides. Respecto a los °Brix, se esperaba obtener valores més
bajos al no tener aztcares afiadidos en las bebidas, pero en la literatura se reporta
que componentes como inulina (Valencia-Sandoval et al., 2020), hidrocoloides e
hidrolizados (Inca, 2024) pueden incrementar este valor.

Los resultados de color se muestran en la tabla 3, en donde se muestran los
valores promedio de L*, a*, y b*. Al aumentar el porcentaje de péptido se dismi-
nuy6 la luminosidad (L*), la tendencia hacia el rojo (a*) y hacia el amarillo (b*), lo
que hace que a medida que aumente la concentracion de HPF se reste claridad y
coloracion rojiza. Los valores obtenidos en el presente estudio son muy similares
a los reportados por Torres et al. (2019) al realizar infusiones de jamaica utilizando
una sonda sonicadora.
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Tabla 3. Valores de L* a* b* obtenidos en bebida 1y 2, junto a una
imagen del color dado por una calculadora CIELAB online

Color
L a* b* Imagen

Bebida 1
10410452 ]| 41.910.664 17.710.763

Bebida 2| 4.1140.056 | 26.495+0.289 | 6.76+0.113

Se muestran los resultados promedio (n=3). t indica la desviacion estandar
Fuente: propia

Analisis sensorial

Como se puede observar en la figura 3(A), el control y las dos bebidas fueron esta-
disticamente similares en la aceptabilidad general. En la textura, color y probabilidad
de compra no hubo diferencia significativa en la comparacién de las tres bebidas
probadas. Con esto se puede observar que la aceptacion de las bebidas 1y 2 es muy
similar a una bebida que ya se encuentra en el mercado. En la figura 3(B) se puede
observar que el control fue estadisticamente diferente en todos los parametros re-
lacionados con la percepcion de sabores.

El amargor en una bebida a base de jamaica es indeseable, siendo la bebida
control la que presenté una menor percepcion. En términos de dulzor, las dos
bebidas formuladas obtuvieron una mejor aceptacion, al ir dirigido a personas con
una menor tolerancia a productos dulces. Por tltimo, la percepcion de la acidez fue
positiva para las bebidas realizadas en comparacién al control, ya que se busca un
toque de acidez en bebidas de jamaica naturales.
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Figura 3. Valores promedio recibidos en el sensorial respecto a los
criterios de nivel de agrado (A) y percepcién de sabor (B).
Valores promedio (n=21) * error estandar. Las letras minusculas diferentes sobre las
barras denotan diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05)
Fuente: propia

De acuerdo con los resultados obtenidos de la prueba sensorial, un aspecto para
mejorar es la percepcion de amargor en comparacioén con el control. Se podrian
explorar opciones como el uso de enmascaradores (Leksrisompong et al., 2012) o la

optimizacion de otros atributos sensoriales mediante un proceso de carbonatacion
(Sontakke & Verma, 2017).

Cuantificacion de proteina

Se realiz6 la cuantificacion de proteina soluble en el hidrolizado de proteina al 1%,

y las formulaciones de la bebida 1 y bebida 2 (Tabla 4).

Tabla 4. Resultados de porcentaje de proteina soluble contenida en muestras finales

Muestra mg eq BSA/g mg eq BSA/g Porcentaje proteina
muestra hum muestra seca

HPF 1% 626.5 639.3 63.92 + 1.94°

Bebida 1 640.1 653.2 65.32 +12.22

Bebida 2 904.7 923.2 92.32+0.09°

Valores promedio (n=3) + error estandar. Las letras mindsculas diferentes denotan diferencias significativas segtn la prueba de Tukey (p < 0.05).
Fuente: propia

El contenido proteico de HPF concuerda con estudios previos reportados para
hidrolizados de proteina (Nwachukwu & Aluko, 2019; Thamnarathip et al., 2016),
con porcentajes muy parecidos entre las dos muestras (63.9% y 65.3%) ya que hay
1% de HPF (tabla 4). En el caso de la bebida 2, el resultado es superior al 90%

debido a que existe un mayor contenido de hidrolizado de proteina.
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Inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa

En la figura 4(A) se puede apreciar el resultado obtenido para a-glucosidasa, mientras
que en la figura 4(B) se aprecia el resultado para a-amilasa. Como se puede observar
en los porcentajes de inhibicion para HPF 1y 2% en a-glucosidasa, las muestras
con mayor inhibicién son aquellas que contienen extracto de jamaica, logrando
porcentajes de inhibicion 80.5, 86.1 y 95.6% para bebida 2, bebida 1, y el extracto
diluido de jamaica (Jam 1;2), respectivamente. Esto concuerda con estudios previos
en donde se demuestra que extractos de flor de jamaica lograban inhibir hasta 96%
de la actividad de la enzima, siempre con una tendencia proporcional a la concen-
tracion de extracto (Krishnamurthy et al., 2020; Pai & Shenoy, 2021; Shadhan &
Bohari, 2017; Zulfiqar et al., 2022).

Los resultados de inhibicién de a-amilasa (figura 4-B) presentaron porcentajes
esperados acordes a la literatura, como Acarbosa con 75% (Chelladurai & Chinna-
chamy, 2018). También los hidrolizados de proteina de frijol coincidieron con lo
reportado (Mojica & de Mejia, 2016) cercano al 60%, siendo mayor para HPF 2%
como se ha demostrado (a mayor concentracion de hidrolizado, mayor inhibicion).
Respecto la inhibicién de las bebidas realizadas, se puede apreciar el efecto sinér-
gico entre los componentes, ya que la bebida 1 fue una de las muestras que mayor
porcentaje de inhibicion.

NI

.%m
% =

Figura 4. Inhibicién de a-glucosidasa (A) y a-amilasa (B) en las
formulaciones finales (en conjunto e ingredientes individuales)
Valores promedio (n=3) + error estandar. Las letras
minusculas diferentes sobre las barras denotan diferencias
significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05).
Fuente: propia
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Con estos resultados se puede confirmar que las formulaciones mostraron un
porcentaje de inhibicién a a-glucosidasa y a-amilasa significativo, también se puede
comprobar que los componentes principales que ayudan a la inhibicién de estas en-
zimas son HPF, jamaica, hidrocoloides y fibras. Cabe destacar que se vieron mejores
resultados de inhibicién en las bebidas con 1% de HPE, aunque en futuros trabajos
serfa oportuno realizar ensayos clinicos para asegurar qué formulacion tiene mayores
efectos hipoglucémicos, ya que ambas fueron bien recibidas en el analisis sensorial.

Es importante determinar por qué la Acarbosa y HPF no dieron los porcentajes
de inhibicién esperados en a-glucosidasa. Incluso al combinar las infusiones con
HPF (bebida 1 y 2) se obtuvieron porcentajes menores al de Jam 1:2, lo que contrasta
con otros trabajos (Zulfiqar et al., 2022), en donde Acarbosa y extractos de jamaica
tuvieron efecto sinérgico en la inhibicién de la enzima. Otro aspecto para analizar
es por qué los hidrocoloides y fibras de manera aislada inhibieron mas a «-amilasa
que la bebida con todos los componentes, aunque la literatura si muestra buena
inhibicién de esta enzima por parte de la pectina, goma de xantana e inulina (Cha-
turvedi et al., 2021; Fuquene-Munar & Arenas, 2018; Mufioz-Almagro et al., 2021).

Cuantificacion de compuestos fenodlicos

La concentracion de fenoles totales de 1a bebida 1 y bebida 2, y del extracto de jamaica
se muestra en la tabla 5. Se observa que existe una diferencia estadistica significativa
entre las bebidas formuladas y el extracto diluido de jamaica (Jam 1:2). Estos resul-
tados concuerdan con lo reportado por Mohd-Esa et al., (2010). El incremento de
compuestos fenolicos proporcional al aumento de HPF en las muestras se puede
deber a las interacciones sinérgicas (aumento de solubilidad y biodisponibilidad)
que se pueden dar entre péptidos bioactivos y fenoles (Pérez-Gregorio et al., 2020).

Tabla 5. Concentracion de compuestos fendlicos en nuestras muestras con jamaica

Muestra [ug eq ac galico/mL)
Bebida 2 1860°
Bebida 1 1666°
Jam (1:2) 15272

Valores promedio (n=6) + error estandar.
Las letras minusculas diferentes denotan diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

Fuente: propia

Conclusiones

En el presente trabajo se presentan dos formulaciones con caracteristicas fisicoqui-
micas congruentes a lo reportado en la literatura para bebidas a base de infusién de
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jamaica. Ambas bebidas obtuvieron una buena aceptacion en las pruebas sensoriales
sin diferencia significativa en todas las pruebas de aceptabilidad general, ademas de
una buena percepcién en cuanto al dulzor y acidez; aunque un aspecto a mejorar
es el amargor, abriendo la posibilidad de aplicar un enmascarador o carbonatacion
a la bebida. Finalmente, se observé un efecto sinérgico de los componentes de la
bebida para inhibir enzimas como a-glucosidasa y a-amilasa. Con esto se puede
asegurar que se obtuvieron bebidas de aporte nutrimental, con buena aceptacion
por el consumidor y capaces de producir respuestas hipoglucémicas.
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