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Abstract

In recent decades, a positive relationship has been demonstrated between the consumption of
sugary drinks and the risk of obesity, diabetes and cardiovascular diseases. To reduce the sugar
content of foods while maintaining a pleasant taste, new options have been proposed using
sweeteners, although it is questioned whether these additives contribute to a higher caloric
intake or if they produce negative long-term effects. In addition, to promote the consumption
of fruits and vegetables, new formulations that increase the shelf life of fresh fruits, preserve
nutrients and reduce the energy content of fruit juices are being developed. The research will
begin with the development of citrus-based and maqui-based beverages, rich in bioactive
(poly) phenolic compounds, which include different non-nutritive sweeteners, both natural
(stevia) and artificial (sucralose). The project will cover everything from food technological
development to nutrition and disease prevention. The effects of these drinks on the underlying
mechanisms in postprandial hyperglycemia will be analyzed and metabolites in circulation will
be determined responsible for the observed evidence by intervention studies with healthy
overweight volunteers.
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Resumen

En las ultimas décadas se ha demostrado una relacién positiva entre el consumo de bebidas
azucaradasy el riesgo de obesidad, diabetes y enfermedades cardiovasculares. Para reducir el
contenido en azicares de los alimentos manteniendo un sabor agradable, se han propuesto
nuevas opciones usando edulcorantes, aunque se cuestiona si dichos aditivos contribuyen a
una mayor ingesta caldrica o si producen efectos negativos a largo plazo. Ademas, para
fomentar el consumo de frutas y hortalizas se estan desarrollando nuevas formulaciones que
aumenten la vida util de las frutas frescas, preserven los nutrientes y reduzcan el contenido
energético de los zumos de frutas. La investigacion comenzara con el desarrollo de bebidas a
base citricos y maqui, ricas en compuestos bioactivos (poli) fendlicos, que incluyan diferentes
edulcorantes no nutritivos tanto de tipo natural (stevia) como artificial (sucralosa). El proyecto
abarcara desde el desarrollo tecnoldgico alimentario hasta la nutricion y prevencién de
enfermedades ya que, realizando estudios de intervencion con voluntarios sanos con
sobrepeso, se analizaran los efectos de estas bebidas en los mecanismos subyacentes en la
hiperglicemia postprandial y se determinaran los metabolitos en circulacion responsables de
la evidencia observada.
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1. INTRODUCCION

Grandes estudios epidemiolégicos han demostrado una relacion positiva entre el consumo
de bebidas azucaradas y el riesgo de obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares y el
sindrome metabdlico [1, 2]. Este tipo de bebidas, elaboradas generalmente con sacarosa y jarabe
de fructosa, son fuentes de aztlcares rapidamente absorbibles que producen un aumento rapido
en plasma de la glucosa y la insulina tras su ingesta, lo que contribuye a producir resistencia a la
insulina e intolerancia a la glucosa.

Paralelamente a la buisqueda de alternativas saludables al alto consumo de bebidas
azucaradas, existe una necesidad importante de aumentar el consumo de frutas y verduras en la
poblacién y desarrollar nuevas formulaciones que aumenten la vida util de las frutas frescas,
preserven los nutrientes o reduzcan el contenido energético de los zumos de frutas. En este
sentido, el limoén, con su agradable aroma y su alto valor nutritivo es una apuesta importante en
la elaboracidn de bebidas no alcohdlicas. Otro ingrediente novedoso y de atractivas propiedades
es el maqui (Aristotelia chilensis), una fuente natural especialmente rica en antocianos (derivados
de cianidina y delfinidina) y también contiene acidos hidroxicindmicos (clorogénico) [3]. Se ha
observado que los antocianos mejoran la hiperglicemia y la sensibilidad a la insulina via activaciéon
de rutas de sefializacién celular [4].

Con el fin de reducir el contenido en azicares hay una tendencia a buscar otras opciones a
través de edulcorantes afiadidos, aunque existe cierta polémica en relacion a ellos ya que parece
ser que contribuyen a una mayor ingesta caldrica y a la obesidad [5]. Por ello emplearemos
edulcorantes de tipo natural (stevia) y artificial (sucralosa), en comparacién con una bebida
tradicionalmente elaborada con fructosa/sacarosa.

Por lo tanto, el objetivo principal del presente proyecto es estudiar la influencia de diversos
edulcorantes, empleados en la elaboracion de una nueva bebida, rica en compuestos bioactivos
(polifenoles y vitaminas), en el metabolismo energético de adultos con sobrepeso, asi como
determinar cudles son los posibles metabolitos en circulacién responsables de la evidencia
observada, evaluando su bioaccesibilidad y biodisponibilidad.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Formulacion de la bebida

Se elaborara una bebida funcional que incluya limén y bayas de maqui (Aristotelia chilensis),
que proporcione un valor afiadido en base a su contenido en compuestos polifendlicos,
principalmente flavanonas y flavonas (limdn) y antocianos (maqui). La bebida se desarrollara a
escala de laboratorio en el CEBAS-CSIC y escala semi-industrial en la planta piloto disponible en
la Universidad Miguel Hernandez de Elche, con la ayuda del equipo de trabajo, de la misma.

Sobre las mezclas realizadas se elaboraran distintas bebidas adicionando los endulzantes
objeto de estudio: fructosa/sacarosa (nutritivo, cominmente empleado), sucralosa (no nutritivo
artificial) y stevia (no nutritivo natural).

La cantidad de endulzante a adicionar se establecera realizando ensayos de estabilidad de
producto y de calidad organoléptica (panel de catadores CEBAS y UMH), de acuerdo con la
legislacion europea y espafiola y reglamentos técnico-sanitarios que recogen los maximos niveles
permitidos para su uso como ingredientes o aditivos en bebidas no alcohdlicas.

2.2 Evaluacién de la calidad nutricional, seguridad microbioldgica y potencial actividad
biolégica de las bebidas

Las mezclas obtenidas se almacenaran en viales con atmoésfera de nitrégeno tras eliminar el
aire, a temperatura ambiente en oscuridad a 4° C y a 25° C durante 60 dias. Se llevaran a cabo
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diversos analisis cada 7 dias durante los primeros 21 dias y cada 15 dias durante el resto del
experimento, por los equipos de investigacion y trabajo del CEBAS-CSIC y UPCT (Unidad
Asociada).

Como indices de calidad de las bebidas se evaluara el pH, la acidez valorable (AV) y los
sélidos solubles totales (SST) [6]. Estos factores pueden servir para establecer el marco en el que
se producen los distintos cambios fisicoquimicos que se llevan a cabo como consecuencia del
almacenamiento.

Se determinara el contenido de acido ascérbico (AA) y dehidroascérbico (DHAA) siguiendo
protocolos previos de Gonzalez-Molina y col. [7], empleando un sistema HPLC-UV (Merck). Se
llevard a cabo la caracterizacion fitoquimica de las bebidas disefiadas mediante técnicas de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas HPLC-DAD-ESI/MS [3]. Se realizara la
medida de color como parametro de calidad organoléptica, mediante el sistema C.I.E.L*a*b*
(Comision Internationale de 1’Eclairage), midiendo caracteristicas de luminosidad, tono e
intensidad de color.

El analisis de las propiedades bioldgicas antioxidantes y sobre enzimas del metabolismo
lipidico y glucidico contribuira a establecer el posible potencial beneficioso de las bebidas en la
poblacién adulta en sobrepeso. La capacidad antioxidante se determinara mediante los métodos
DPPH y ORAC [8, 9].

La evaluacidn de la seguridad alimentaria de las bebidas se llevara a cabo mediante las
determinaciones microbioldgicas de ausencia de patégenos.

2.3 Escalado de la produccién de bebidas a nivel piloto o preindustrial v estudios de vida
util durante almacenamiento

Una vez seleccionadas las mezclas mas adecuadas para los tres tipos de bebida (con
fructosa/sacarosa control negativo, sucralosa o stevia), se realizara el escalado de las bebidas a
nivel preindustrial para poder suministrar a los voluntarios las raciones diarias de bebidas
durante el tiempo que duren los estudios de intervencion. Este proceso se realizara en la Planta
Piloto de la UMH en colaboraciéon con CEBAS-CSIC.

Se llevard a cabo un andlisis de la calidad nutricional de las bebidas desarrolladas,
incluyendo la acidez titulable, pH y so6lidos solubles totales que se mediran como indices de
calidad de las bebidas, igual al realizado a escala laboratorio. Igualmente se mediran las
alteraciones del color para asegurar su calidad organoléptica. Se realizaran estudios de vida util
de las bebidas a escala piloto durante 70 dias [6].

2.4 Estudios de intervencién en agudo y crénico en adultos con sobrepeso

Se pondra a punto el método de determinaciéon de marcadores de ingesta provenientes de
antocianos y otros compuestos fenoélicos para evaluarlos efectos bilégicos de las bebidas basado
en la cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas.

Una vez seleccionados los voluntarios se llevara a cabo la toma de muestras de orina y
sangre a diferentes tiempos antes y después del consumo de la bebida y durante diferentes
periodos de tiempo segun el tipo de intervencidn.

Con las muestras de orina y plasma se estimara la influencia de los diversos ingredientes
endulzantes empleados en la biodisponibilidad, usando marcadores de ingesta (metabolitos
generados a partir de los compuestos polifendlicos ingeridos) y marcadores de respuesta
(marcadores de procesos inflamatorios, de estrés oxidativo, homeostasis glicémica y lipidica y
marcadores de respuesta hormonal).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez realizados todos los andlisis anteriormente comentados se espera obtener una
bebida segura, con una aceptabilidad organoléptica elevada a la par que nutritiva y un alto poder
antioxidante, que pueda reemplazar a las bebidas con azicares afiadidos gracias a sus efectos
beneficiosos en la prevencion de la hiperglicemia postprandial. Ademads, se espera obtener
resultados concluyentes respecto a la interaccion de la bebida con las principales rutas implicadas
en el control del metabolismo lipidico y glicémico, el estrés oxidativo e inflamatorio y la regulacién
hormonal en poblacién adulta en sobrepeso.

4. CONCLUSIONES

Las posibles conclusiones, que se esperan obtener, estaran relacionadas con la
identificacion de marcadores de ingesta de compuestos polifendlicos, los efectos reales de los
diferentes edulcorantes sobre el metabolismo de la inflamacidn, asi como la formulacién de un
zumo con efectos beneficiosos para la salud.
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