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MODELO DE DIGESTION IN VITRO DE EXTRACTOS DE CO-PRODUCTOS DE LA
INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

RESUMEN

Hoy en dia se ha incrementado de manera notable la cantidad de co-productos que se
generan en las industrias agroalimentarias, de ahi la importancia que a estos se les
intente dar un uso secundario para ser aprovechados y asi no se acumulen en las
industrias. En este trabajo, los co-productos, procedentes de la industrializacién del
limén y la chufa, ricos en fibra dietética antioxidante seran sometidos a un sistema
modelo de digestiéon In Vitro, para intentar elucidar como varia su actividad
antioxidante asi como su contenido en compuestos fendlicos (compuestos bioactivos
mas estudiados en cuanto a la actividad antioxidante que aportan a los alimentos en
los que se encuentran y que contribuyen a hacerlos mas saludables) en cada una de las

fases del proceso digestivo.

Palabras claves: digestion In Vitro, co-productos, antioxidante, fenoles, flavonoides.

IN VITRO DIGESTION MODEL OF EXTRACTS FROM CO-PRODUCTS OF FOOD
INDUSTRY

ABSTRACT

At present, the amount of co-products generated in food industry has increased
greatly, hence the importance that these will try to give them a secondary use to be
exploited and thus do not accumulate in industries. As discussed in this work, the co-
products, from the industrialization of lemon and chufa, rich in dietary fiber
antioxidant will be submitted a model system of In Vitro digestion, to try to elucidate
how changes its antioxidant activity and its content in phenolic compounds (the most
studied bioactive compounds for antioxidant activity contributing to food and those
who are contributing to make them healthier) in each of the stages of the digestive

process.

Keywords: In Vitro digestion, co-products, antioxidant, phenols, flavonoids.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION
1.1. CO-PRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

El aprovechamiento de los co-productos en la industria agroalimentaria es un tema de
gran interés a nivel internacional y en los ultimos afios existe la tendencia a obtener
producciones sin “materias primas secundarias”, por representar una importante
fuente de beneficio econdmico debido a las posibilidades de desarrollo de nuevos

productos (Larrauri, 1994).

Se define co-producto como aquel material que no representa una unidad o un valor

econdmico para el que lo produce (Sanchez, 2003).

Consideramos los co-productos como aquellas fracciones de la materia prima que no
forman parte del producto final y que se generan durante el proceso productivo. Estos
co-productos alimentarios tienen una composicion similar a la de los productos finales,
es decir estdn constituidos mayoritariamente por proteinas, hidratos de carbono y

grasas (Berganza et al., 2003).

En la actualidad gran parte del volumen total de co-productos generados en la
industria agroalimentaria se depositan directamente en vertedero o se emplean en
aprovechamientos de escaso valor, compostaje, fertilizante o en alimentacién animal
directa. Sin embargo, las ultimas tendencias apuntan hacia una revalorizacion de estas
“materias primas secundarias” hacia productos con mayor potencial de
comercializacion en ambitos diferentes a la alimentacién tradicional (farmacéutico,

dietético, etc.) (Berganza et al., 2003).

MODELO DE DIGESTION /N VITRO DE EXTRACTOS DE CO-PRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA 9



INTRODUCCION

1.1.1. INDUSTRIAS DE PRODUCCION DE ZUMO DE LIMON

1.1.1.1. EL LIMON

El limén (Citrus limon (L.) Burm f.) es la tercera especie de citrico de mayor importancia
en el mundo después del naranjo y el mandarino. Espafia es actualmente el principal
pais productor de limones de la Cuenca Mediterrdnea superando a Italia y a Turquia.

Es también el principal pais exportador de fruto fresco del mundo (Garcia et al., 2003).

La figura 1 muestra la produccion de citricos en Espafia, siendo de un 12% la
produccién de limones. Por su parte, la Region de Murcia ocupa el 62% de la

produccién nacional de estos, seguido de la Comunidad Valenciana y Andalucia.

Enaranja dulce M peg.citricos Mlimdn Mpomelo ®otros citricos

1%_. 0%

Figura 1. Produccién de citricos en Espaiia. MAPA, Superficie y produccién de frutas y

hortalizas en Espafia, Aios 2008-2012.

El limdén se caracteriza por su color amarillo, una muy elevada acidez y anteriormente
se empleaba para la produccién de acido citrico, pero ahora se utilizan métodos mas
baratos. Presentan el mayor grado de divergencia de todas las especies de citricos y se

destinan principalmente a la produccion de zumo de limén y limonada (Kimball, 2002).

e —
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INTRODUCCION

1.1.1.2. CO-PRODUCTOS GENERADOS EN LA PRODUCCION DE ZUMO DE LIMON

En el caso de la industria transformadora de citricos, y mas concretamente en la
industria de elaboracién de zumos, al exprimir la pulpa de los citricos se producen unos
co-productos (en su gran mayoria constituidos por la corteza de las frutas) que
constituyen un problema debido a su inatil acumulacién en las fabricas, desprendiendo
malos olores al fermentar, por lo que se suelen secar y moler para su posterior empleo

(Molla y col, 1994).

La mayoria de estos co-productos presentan un alto contenido en carbohidratos y fibra
alimentaria, componentes importantes en la dieta humana, ya que por un lado tienen
un destacado aporte energético derivado de los azucares disponibles y, por otro lado,
la fraccion de fibra alimentaria estd implicada en propiedades fisioldgicas positivas

para el organismo (Martin-Cabrejas, 1995).

La fibra alimentaria se encuentra en frutas, verduras, granos y productos de cereales, y
cada vez es mds frecuente el empleo de fibras alimentarias de co-productos
procedentes de industrias agroalimentarias que se adicionan a productos procesados

para aumentar su valor (Martin-Cabrejas, 1995; D.Q.A.G., 2002).
1.1.2. INDUSTRIAS DE PRODUCCION DE HORCHATA DE CHUFA
1.1.2.1. LA CHUFA

La chufa (Cyperus esculentus L.) es un cultivo representativo de la region del
Mediterraneo espafiol donde los tubérculos se utilizan casi exclusivamente para
preparar horchata de chufa (Beneyto et al., 2000). Segun los datos del Consejo
Regulador de la Denominacion de Origen Protegida “Chufa de Valencia”, la superficie
de cultivo dedicada a este tubérculo comprende cerca de 2.450 hectareas, lo que

supone una produccién anual de 9.000 t (CRDO, 2012).

La chufa se cultiva también en algunos paises del continente americano como Chile
(Ormeio-Nuiiez et al., 2008), Brasil (De Abreu Matos et al., 2008) y EE.UU., en los
estados de Luisiana (Moore et al., 1998), Missouri (Kelley y Fredrickson, 1991), Nuevo
México (Taylor y Smith, 2005) y Florida (Mosquera et al., 1996), donde se utiliza

MODELO DE DIGESTION /N VITRO DE EXTRACTOS DE CO-PRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA 11



INTRODUCCION

principalmente como alimento para animales o cebo de pesca. En Florida también se

utiliza para la fabricacién de horchata (Mosquera et al., 1996).

1.1.2.1.1. COMPOSICION

La composicion quimica de la chufa (Tabla 1) comparte caracteristicas con los
tubérculos, pues es uno de ellos, pero también presenta algunas similitudes con
ciertos frutos secos. El contenido de humedad es menor que el que presentan
tubérculos como la patata (Lombardo et al., 2012; Murniece et al., 2011), el fiame
(Abara, 2011), el tupinambo o pataca (Barta y Patkai, 2007), el yacdn (Scher et al.,
2009; Ojansivu et al., 2011), el boniato (Olayiwola et al., 2009; Lai et al., 2013) o la yuca
o mandioca (Maieves et al., 2012). Coskuner et al. (2002) indicaron que la chufa pierde
una cantidad considerable de agua durante el secado y almacenamiento, por este

motivo el contenido de agua es menor que en otros tubérculos.

Tabla 1. Composicion quimica de la chufa (Cyperus esculentus)

Componente g/100g
Humedad 26,00
Lipidos 24,49
Proteinas 5,04
Minerales 1,70
Hidratos de carbono 43,30
Fibra Dietética 8,91
Almidon 29,90
AzUcares totales 15,42
Azucares reductores 1,70
Sacarosa 13,03

Fuente: Mokady y Dolev (1970); Addy y Eteshola (1984); Linssen et al. (1989); Temple
et al. (1989); Coskuner et al. (2002); Alegria-Toran y Farré-Rovira (2003).
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1.1.2.2. PRODUCTOS DERIVADOS DE LA CHUFA

La aplicacién mds conocida de la chufa, en la tecnologia de los alimentos, es la
elaboracidon de horchata de chufa (Mosquera et al., 1996). Sin embargo, son muchos
los alimentos que se pueden obtener a partir de la chufa y estos son elaborados

mediante una amplia gama de formulas y métodos de preparacioén.

La chufa se utiliza como agente aromatizante en helados, la harina de chufa tostada es
empleada para la fabricacidon de galletas y otros productos de panaderia (Coskuner et
al., 2002); a partir de ella se obtiene almiddn y aceite, por lo que también es util en la
elaboraciéon de otros productos no alimentarios, como el jabdn (Adejuyitan, 2011).
Belewu y Abodurin (2008) han estudiado su utilidad en la preparaciéon de kunnu (una
bebida local de Nigeria). El kunnu es una bebida no alcohdlica elaborada a partir de
cereales (mijo, sorgo, etc.) con adicion de azlcar y aromatizada con especias
(pimienta, regaliz, jengibre, etc.). La chufa se emplea en la elaboracion de esta bebida
para compensar la pobre calidad nutricional del kunnu preparado sélo con cereales. En
Ghana se prepara también una bebida similar al kunnu, que puede ser elaborada a
partir de chufa cruda o tostada (Sanful, 2009). La chufa es también un snack popular
en Ghana y en otras pares de Africa Occidental. En Ghana, las chufas se comen crudas
como snack o se trituran y el producto blanco resultante se cocina y se obtiene un puré
que se consume como acompafiamiento a otros alimentos. El aceite de chufa ademas,
se extrae mediante métodos tradicionales, a pequefia escala, para uso alimentario
(Yeboah et al., 2012). Pero como ya se ha mencionado, es la horchata el principal

producto obtenido a partir de la chufa.

La horchata de chufa es el extracto acuoso de los tubérculos de chufa (Cyperus
esculentus). Es una bebida muy popular en Espafia, aunque actualmente su potencial
estd aumentando en otros paises como EE.UU. (Mosquera et al., 1996). Su
composicidon, en comparacion con el tubérculo entero se presenta en la Tabla 2. La
horchata es una bebida no alcohdlica de apariencia lechosa, obtenida a partir de la
chufa, mezclada con azlcar y agua, y con un gran impacto econdmico en la Comunidad

Valenciana.
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Tabla 2. Composicion quimica de la horchata de chufa (g/100 g peso fresco)
comparada con el tubérculo entero.

Componente Horchata de chufa Chufa
Humedad 88,00 26,00
Proteinas 0,91 5,04
Grasas 3,09 24,49
Cenizas 0,25 1,70
Fibra Dietética Total 1,03 8,91

Fuente: CRDO (2012); Alegria-Toran y Farré-Rovira (2003).

La elaboracién de la horchata (Figura 2) sigue una serie de operaciones bdsicas entre
las que se encuentran, el remojo de la chufa, alrededor de 8 horas, la molienda, el
prensado de la pasta resultante y la mezcla con el azucar (entre 100 y 120 g/L)

(Corrales et al., 2012).

El proceso comienza con el lavado de las chufas para su limpieza. Se les da un
tratamiento germicida para higienizar las chufas y son lavadas de nuevo para eliminar
los restos de germicida. Una vez realizado esto, se ponen en remojo durante 8-12
horas con agitacién intermitente y renovacién periédica del agua. Posteriormente, se
procede a su trituracién en un molino. En la trituracion se introduce simultaneamente
un caudal uniforme de agua (aproximadamente 3 litros por kilo de chufa). Se pone en
maceracion la masa de chufa triturada con agua; su duracién dependera del tiempo
gue haya permanecido previamente en remojo. Por prensado se obtiene el primer
extracto y se tamiza. El residuo del tamiz y el del prensado se mezclan, anadiendo
alrededor de 2 litros de agua por kilogramo de chufa; se prensan y se tamizan,
formando un segundo extracto que se une al anterior, con lo que se obtiene el
extracto final. Finalmente, el proceso de elaboracién de la horchata se completa
disolviendo la proporcién deseada de azucar, por lo general entre 100 y 150 gramos
por litro de extracto y se tamiza de nuevo. Este proceso industrial genera gran cantidad
de residuos, entre los que se encuentra el agua con la que se realizan los lavados, y un
residuo sdlido final o “torta”, compuesto por el 60% de la materia prima original y el

agua que queda retenida (CRDO, 2012).
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La produccion industrial de horchata alcanza los 40-50 millones de litros al afo, lo que
representa un valor de mercado, al por menor, de unos 60 millones de euros (CRDO,

2012).

La horchata natural tiene un pH en el rango de 6,3-6,8 y es una bebida rica en almiddn.
Por lo tanto, no puede ser sometida a calentamiento por encima de 729C ya que esto
causaria que el almidén gelificase, alterandose las caracteristicas organolépticas el
producto (Cortés et al., 2005). La horchata de chufa es un producto de alta calidad
nutricional y por lo tanto tiene un gran potencial en el mercado alimentario, limitado
por su muy corta vida util (Selma et al., 2003). El contenido graso es del 3%, siendo rica
en acido oleico (75% de la grasa total) y en acido linoleico (9-10% de la grasa total). La
arginina es el principal aminoacido, seguido por el 4cido glutdmico y el acido aspartico.
Con excepcion de la histidina, los aminoacidos esenciales presentes en la horchata de
chufa entran dentro de la proteina modelo propuesto para los adultos por la FAO/OMS

(Cortés et al., 2005).

MODELO DE DIGESTION /N VITRO DE EXTRACTOS DE CO-PRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA 15
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AGUA
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AZUCAR
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SOLIDO

EXTRACTO
FINAL

=

Figura 2. Diagrama de flujo simplificado del proceso de elaboracion de la horchata de

chufa (CRDO, 2012).
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La horchata de chufa también se ha utilizado como una fuente alternativa a la leche en
la produccion de yogur (Sanful, 2009); también se ha utilizado para obtener “miel”, o

elaborar productos como turron, mermeladas, cerveza y licor (CRDO, 2012).
1.2. FIBRA DIETETICA

Hoy en dia existe un gran interés por la fibra dietética. Este interés no es nuevo, ya en
1809, Einhof, un investigador alemdn, desarrollé un método gravimétrico para medir la
cantidad aproximada de fibra cruda en los alimentos para animales. El término de fibra
cruda se utilizaba para designar el residuo (principalmente, celulosa y lignina) que se
obtenia después de la extraccion de los vegetales con éter y posteriormente con acido

y alcali débiles (Hernandez et al., 1999).

Hispley, en 1953, fue el primer cientifico que reflejé por escrito el término de fibra
dietética, definiendo a ésta como los constituyentes no digeribles que se encuentran
en la pared de la célula vegetal, haciendo sinédnimos los términos fibra vegetal y fibra

dietética.

Entre 1972 y 1976, Burkitt, Trowell y Painter adoptaron un término mdas amplio de
fibra dietética debido a que diversos estudios epidemioldgicos encontraron una
correlaciéon entre el consumo de determinados alimentos no digeribles y la
disminucién de ciertas enfermedades, como el estrefiimiento, la obesidad, la diabetes,
las enfermedades coronarias e, incluso, determinados tipos de cancer, proponiendo la

conocida hipotesis de la fibra dietética (Gil, 2010).

En 2001, la American Association of Cereal Chemist amplié ain mas el concepto de
fibra dietética: la fibra dietética es la parte comestible de las plantas y los hidratos de
carbono analogos que son resistentes a la digestion y la absorcion en el intestino
delgado, con completa o parcial fermentacion en el intestino grueso. La fibra dietética
incluye polisacéridos, oligosacaridos, lignina y sustancias asociadas de la planta. Las
fibras dietéticas promueven efectos beneficiosos fisiolégicos y/o atentan los niveles de

colesterol y/o glucosa en sangre (Gil, 2010).
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Miembros de la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién (FAO), y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), opinan que la
definicién de fibra debe estar claramente vinculada a los vegetales, frutas y granos de

cereales (Consumer, 2007).

En la actualidad, la fibra dietética se puede definir como una sustancia de origen
vegetal que no puede ser digerida por las enzimas del tracto digestivo humano. Son
polisacaridos estructurales de las plantas, que incluyen la celulosa, hemicelulosa,
betaglucanos, pectinas, mucilagos, gomas y lignina; este ultimo no tiene estructura de
polisacarido porque son polimeros de fenilpropano. Las diferencias estructurales de
cada uno de ellos determinan propiedades fisico quimicas diferentes y como

consecuencia, comportamientos fisioldgicos diversos (Segundo et al., 2011).

Aunque no es universalmente aceptada por los diferentes expertos, esta definicién
parece el enfoque ideal del problema desde un punto de vista nutricional, y asi ha sido

admitida por fabricantes e industriales de la alimentacién (Hernandez et al., 1999).

MODELO DE DIGESTION /N VITRO DE EXTRACTOS DE CO-PRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA 18



INTRODUCCION

1.2.1. COMPONENTES DE LA FIBRA DIETETICA

En la tabla 3 se pueden observan los principales componentes de la fibra dietética.

Tabla 3. Principales componentes de la fibra dietética

Principales constituyentes de la fibra dietética

Polisacaridos
Celulosa
Hemicelulosas
Pectinas
Gomas
Mucilagos
Polifructosas

Anadlogos de hidratos de carbono
Dextrinas no digeribles
Maltodextrinas resistentes
Polidextrosa

Metilcelulosa
Hidroxipropilmetilcelulosa
Almidon resistente

Hidratos de carbono sintéticos

Oligosacaridos
Inulina
Fructooligosacaricos
Galactooligosacaridos

Derivados no hidratos de carbono
Lignina

Ceras

Fitatos

Cutinas y suberinas

Compuestos polifendlicos (taninos)

Fuente: Gil, (2010).

MODELO DE DIGESTION /N VITRO DE EXTRACTOS DE CO-PRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA 19



INTRODUCCION

1.2.1.1. Polisacaridos

Los polisacdridos son todos los polimeros de carbohidratos que contienen al menos
veinte residuos de monosacaridos. El almidon digerido y absorbido en el intestino
delgado es un polisacdrido, por ello se utiliza el término polisacdrido no almidén
(NSP), para aquellos que llegan al colon y poseen los efectos fisioldgicos de la fibra.
Podriamos clasificarlos en celulosa, B-glucanos, hemicelulosas, pectinas, gomas vy

mucilagos (Escudero & Gonzalez, 2006).

Celulosa

La celulosa es un polisacérido lineal formado por unidades de D-glucosa (hasta 10.000),
unidas por un enlace B-1,4 (Gil, 2010). Es el componente principal de las paredes de las
células vegetales, donde se encuentra asociada a hemicelulosas, pectina y lignina. Este
polisacarido no es atacado por las enzimas del aparato digestivo del organismo
humano y constituye por ello, junto al resto de polisacaridos llamados inertes, la parte
no digestible de los alimentos de origen vegetal denominada fibra bruta, de gran

significacion como inductora del peristaltismo intestinal.

A causa de su alto peso molecular y de la estructura firmemente ordenada es insoluble

en agua (Belitz & Grosch, 1997).

Hemicelulosas

Las hemicelulosas se suponia que eran precursores de bajo peso molecular (y por
tanto mads solubles) de la celulosa. Aunque esta idea se descartd hace ya mucho

tiempo, se conserva el nombre (Coultate, 1996).

Son polimeros mds pequefios que la celulosa (50-2.000 residuos), formados por
diversos tipos de azlcares y con estructura ramificada. Por lo tanto, se diferencian de
la celulosa en el tamafio de la molécula, en el tipo de sus mondmeros -que en la
celulosa es sélo glucosa, mientras que en la hemicelulosa, ademas de glucosa, hay
otros tipos de azucares como la xilosa, arabinosa, galactosa, manosa, acido glucurdnico
y acido galacturodnico (Freudenberg, 1965)- y, finalmente, en su estructura espacial

(Gil, 2010).
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Pectinas

Las pectinas son muy abundantes en todo el reino vegetal. Se obtienen de las pieles de
los citricos y de restos de manzanas. Estan formadas fundamentalmente por restos de

acido a-D-galacturdnico unidos por enlaces (1 = 4).

Las pectinas forman geles termorreversibles a pH = 3 y en presencia de iones Ca**
también a pH mas alto. La capacidad de formacién de geles es, en condiciones por lo
demads iguales, directamente proporcional al peso molecular e inversamente al grado
de esterificacion. Las pectinas menos esterificadas necesitan, para llegar a formar
geles, valores muy bajos de pH y/o presencia de iones calcio; pero gelifican sin
embargo en presencia de menores concentraciones de azucar.

Las mas esterificadas, por el contrario, necesitan concentraciones crecientes de azucar

con el incremento del grado de esterificacion.

A causa de su gran capacidad para la formacion de geles, se utilizan grandes
cantidades de pectinas para la elaboracién de mermeladas vy jaleas (Belitz & Grosch,

1997).
Gomas

Las gomas son polisacaridos complejos, siempre heterogéneos y ramificados, que
contienen diversos azlcares neutros y acidos urdnicos, que pueden estar metilados o
acetilados. Provienen de la transformacién de polisacdridos de la pared celular,

pudiendo incluso proceder del almidén (Gil, 2010).

La caracteristica distintiva de las gomas es su gran afinidad por el agua y la alta
viscosidad de sus disoluciones acuosas. Sin embargo, no forman geles y mantienen su
plasticidad incluso a concentraciones altas (Coultate, 1996). Entre sus fuentes

podemos encontrar arabiga, karaya, tragacanto y gelana.

Mucilagos

Son polisacdridos hidrosolubles, presentes en muchas semillas, capaces de absorber
entre 60 y 100 veces su peso en agua formando geles. Estdn formados por cadenas de

arabinoxilanos muy ramificados (Hernandez et al., 1995; Cervera et al., 1999; Gallardo,
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2003). Algunas de sus fuentes son semillas del plantago, flores de malva, semillas de

linoy algas.
1.2.1.2. Almidon resistente

El almidén se encuentra distribuido ampliamente en tubérculos como la patata, en
granos y semillas, en un gran nimero de frutos y en los rizomas de muchas plantas. En
un principio se pensaba que la totalidad del almidén ingerido se disociaba y se
absorbia a lo largo del aparato intestinal. Estudios posteriores han demostrado que al
menos el 10% del almiddn escapa a los procesos de digestion. El almiddn resistente se
define como la suma del almidéon y productos de su degradacion que no han sido
absorbidos en el intestino delgado de individuos sanos.

Existen diferentes factores que hacen que el almiddon sea resistente a la a-amilasa
humana: la forma fisica del alimento, el proceso de retrogradacion y factores

extrinsecos (Gil, 2010).
1.2.1.3. Oligosacdridos

Los oligosacaridos son hidratos de carbono con un nivel de polimerizacién menor,

tienen de tres a diez 0 mdas moléculas de monosacaridos (Escudero & Gonzalez, 2006).

Existen dos tipos de oligosacaridos de importancia en la industria alimentaria:

fructooligosacaridos (FOS) y galactooligosacaridos (GOS).

Los FOS mas importantes son 1-cestosa, nistosa y fructosilnistosa, constituidos por una
molécula de sacarosa y una, dos o tres de fructosa, respectivamente. Se encuentran en
productos de origen vegetal, como la cebolla, la alcachofa, el tomate y la remolacha.

En los GOS, se une una molécula de lactosa, también en disposicién lineal, a cuatro

galactosas.

Ademas de FOS Y GOS, existen otros oligosacaridos que se ingieren con diferentes
alimentos, como la inulina (cebolla), la rafinosa, la verbascosa y la estaquiosa, que se

encuentran fundamentalmente en las legumbres (Gil, 2010).
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1.2.1.4. Lignina

La lignina que contribuye a la rigidez estructural de la pared celular de la planta, no es
un polisacdrido sino un polimero aromatico complejo que contiene acidos y alcoholes
fenilpropilicos de peso molecular variable. Es muy resistente a la digestion en el
intestino delgado y no es atacada por la microflora bacteriana del colon (Hernandez et

al., 1999).

En nutricién, la lignina se ve siempre asociada a celulosas y hemicelulosas, por lo tanto

se considera uno de los componentes importantes de la fibra.

Una de sus propiedades mas interesantes es su capacidad de unirse a los acidos
biliares y al colesterol retrasando o disminuyendo su absorcion en el intestino delgado

(Escudero & Gonzalez, 2006).

1.2.1. CLASIFICACION

Las diversas fibras se diferencian por las distintas caracteristicas que las definen y que
han ido ampliando su concepto. En este sentido, las fibras se podrian encuadrar en
funcién de su composiciéon quimica, su situacion en la planta o sus propiedades
fisicoquimicas (Gil, 2010). Tradicionalmente, se han venido agrupando en funcién de su
mayor o menor capacidad para retener agua, ya que esta propiedad determina en gran
medida las propiedades fisicoquimicas de los compuestos no digeribles y sus efectos
fisiolégicos en el tracto gastrointestinal. La solubilidad en agua condiciona un
determinado comportamiento fisioldgico porque el agua, por un lado, vehiculiza y
facilita la accion de las enzimas, ya sean digestivas o de origen bacteriano y, por otro
lado, aumenta la viscosidad del medio, reteniendo componentes alimentarios (glucosa,
grasa, minerales, etc.), enlenteciendo o dificultando su absorcidon a través de la mucosa
intestinal y/o dificultando el contacto de determinadas sustancias nocivas con el

epitelio intestinal (Mataix, 2009).

Fibra dietética soluble

La fibra dietética soluble o altamente fermentable contiene mayoritariamente

polisacaridos no celuldsicos tales como pectina, gomas, mucilagos, almiddon resistente,
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ciertos tipos de hemicelulosas y polisacaridos de reserva de la planta no amilaceos. La
mayor parte de estos compuestos son muy hidratables, de ahi su gran capacidad de
absorber agua y formacién de geles en el intestino delgado. La fibra soluble se
caracteriza porque retrasa la absorcién de glucosa y grasa en el intestino delgado, es
decir, capta sustancias a nivel intestinal impidiendo su absorcién, tales como el

colesterol.

Gran parte de ella sufre un proceso bacteriano de fermentacién en el colon, con
produccién de acidos grasos de cadena corta, que son absorbidos por el organismo. Se
encuentra en las legumbres y la mayoria de las frutas, en frutos secos u oleaginosos,
algas marinas, cereales, etc. En los citricos (naranja, limdén, pomelo), abunda en la
parte blanquecina, entre la cascara y en el interior comestible (Escudero & Gonzalez,

2006).

La fraccion soluble es variable, existiendo proporciones elevadas de la misma respecto
al total de fibra dietética, en frutas es del 38%, 32% en verduras y hortalizas y en

legumbres un 25% (Guarner, 2008).

Fibra dietética insoluble

La fibra dietética insoluble se compone fundamentalmente de fragmentos de las
paredes celulares que contienen celulosa, algunas hemicelulosas, lignina y otros
polifenoles como los taninos condensados. Apenas sufre procesos fermentativos en el
colon y tiene un efecto mas marcado en la regulacién intestinal, por su capacidad de

aumentar el transito intestinal (Guarner, 2008).

La celulosa es un polisacarido que no es atacado por las enzimas del aparato digestivo
del organismo humano y que constituye junto al resto de los polisacaridos llamados
inertes o resistentes, la parte no digerible de los alimentos de origen vegetal
denominada fibra bruta, de gran significado como inductora del peristaltismo

intestinal (Belitz & Grosch, 1997).

Predomina en los cereales, hortalizas, productos integrales y en todo tipo de salvado,
también en hortalizas como la col rizada y en verduras, pero en menor medida

(Amway, 2009).
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En la tabla 4 se puede observar la clasificacion de la fibra dietética segun la solubilidad

que presenta.

Tabla 4. Clasificacidn de la fibra dietética (definicion
fisiologico/nutricional) segun su solubilidad

Fibra insoluble
Celulosa.
Algunas hemicelulosas.
Lignina.

Fibra soluble
Pectinas.
Algunas hemicelulosas (beta-glucanos).
Gomas (goma de guar, gomas de cereales).
Mucilagos.
Polisacdaridos de algas (aditivos alimentarios).
Polisacaridos bacterianos (aditivos alimentarios).
Fructo-polisacaridos y fructo-oligosacaridos (inulina,
olifructosa).
Almidon resistente.
Polidextrosa.

Fuente: Hernandez et al. (1999).

Fibra dietética total

La fibra dietética total de un alimento incluye a la fibra soluble y a la insoluble de éste

(Amway, 2009).
1.2.2. PROPIEDADES TECNOFUNCIONALES

La fibra dietética es un componente de ciertos alimentos de origen vegetal, que tiene
la particularidad de desempefiar importantes funciones en el organismo. Entre ellas,
estd la de ayudar al paso de los demds alimentos a través del intestino y hacer mas
facil la evacuacién de los materiales no aprovechables en forma de defecaciones mas
himedas y abundantes y, por lo tanto, mas faciles de eliminar. Esto sucede porque los
alimentos ricos en fibra retienen mejor los liquidos, ayudando a controlar el

estrefiimiento (Salas & Megias, 2008).
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Capacidad de retencion de agua

Cuanto mayor sea la capacidad de retencidn de agua de una fibra mayor serd el
aumento de peso de las heces y menor el tiempo de transito intestinal, lo que
provocard menor absorcién de nutrientes y, por tanto, menor energia (Rodriguez et

al., 2008).

Capacidad de retencién de lipidos y otras sustancias

La existencia de tantos y tan diversos radicales activos en muchos de los componentes
de la fibra dietética explica la retencién de muchas sustancias en la misma, lo que lleva
consigo a diversos efectos de los cuales algunos pueden tener especial significacién
nutricional, como son: adsorcién de sales biliares, adsorcidon de colesterol, adsorcidn

de grasa y adsorcién de otras sustancias y componentes de la dieta (Mataix, 2009).

Fermentabilidad

Es probablemente la fermentabilidad, la propiedad mas importante de un gran
numero de fibras, ya que de ella derivan multitud de efectos tanto locales como
sistémicos. La fermentabilidad estd bastante relacionada con la solubilidad de cada

fibra.

La fibra dietética llega al intestino grueso de forma inalterada y aqui las bacterias del
colon, con sus numerosas enzimas de gran actividad metabdlica, pueden digerirla en
mayor o menor medida dependiendo de su estructura. Este proceso de digestion se
produce en condiciones anaerobias, por lo que se denomina fermentacion (Zarzuelo,

2005).

1.2.3. EFECTOS FISIOLOGICOS Y TERAPEUTICOS DERIVADOS DEL CONSUMO DE FIBRA
DIETETICA

La fibra afecta a todos los aspectos de la funcion gastrointestinal, desde la masticacion
del alimento hasta la evacuacién de las heces. En la boca, las dietas con un elevado
contenido en fibra requieren un mayor grado de masticacidn, enlenteciendo la
velocidad de deglucién. Esto comporta mayor salivacidon y favorece la higiene dental

(Hernandez et al., 1999).
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Efectos sobre el estdmago e intestino delgado

Los efectos de la fibra en el estomago y en el intestino dependen de la estructura
quimica y de las propiedades fisicas del polisacarido. En funciéon de éstas la fibra
dietética se divide en aquella que es soluble en agua, y puede formar soluciones
viscosas o geles con el contenido gastrointestinal, y aquella que es insoluble. Las fibras
solubles, como consecuencia de su viscosidad, enlentecen el vaciado gastrico y
disminuyen la velocidad de absorcion de glucosa, lipidos y aminoacidos. Esto es debido
a que, por un lado, existe un retraso en el paso del contenido gastrico al intestino
delgado, y por otro, el aumento de la viscosidad produce un aumento del espesor de la
capa de agua estacionaria a través de la cual los solutos han de difundir para alcanzar

la membrana celular del enterocito (Hernandez et al., 1999).

Multiples estudios experimentales han demostrado que una dieta sin fibra produce
atrofia de la mucosa del ileon y del colon, mientras que las dietas suplementadas con
fibra ejercen un efecto proliferativo en la mucosa. Asi mismo, las dietas liquidas sin
fibra pueden ocasionar una reduccién de la actividad de algunas enzimas, un efecto

que es contrarrestado con la suplementacion de la dieta con fibra dietética.

La absorcion de minerales, en especial calcio, hierro, cobre y zinc, puede disminuir de

forma considerable si se ingieren cantidades importantes de fibra.

Por otro lado, la fibra puede disminuir la absorcién de acidos biliares, ya que éstos se
unen a los residuos fendlicos y urdnicos en la matriz de los polisacaridos. Esto puede
alterar la formacion de micelas y la absorcién de las grasas. Como consecuencia de la
deplecion del pool de acidos biliares pueden disminuir los niveles de colesterol, al

utilizarse éste en la sintesis de novo de 4cidos biliares (Hernandez et al., 1999).

Efectos sobre el colon

La flora bacteriana coldnica produce enzimas que son capaces de digerir los
carbohidratos y proteinas enddgenos y exdgenos, estos ultimos procedentes de la
dieta y que escapan de la digestion en el intestino delgado. Como este proceso de
digestion se produce en condiciones anaerdbicas se denomina fermentacion. Se ha
demostrado que todas las clases de fibra dietética, excepto la lignina, pueden ser
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hidrolizadas de forma parcial o completa por estos microorganismos. Sin embargo, la
fibra insoluble es bastante resistente a la degradacién bacteriana en el colon y es
excretada practicamente intacta en las heces. Por este motivo y por su capacidad de
retener agua contribuye sustancialmente a aumentar la masa fecal y a aumentar la
peristalsis coldnica. Dado que la flora bacteriana anaerdbica utiliza carbohidratos no
absorbidos como sustratos energéticos para su propio mantenimiento y crecimiento,
la degradacién de la fibra soluble origina un aumento de la masa bacteriana, que a su

vez provoca un aumento de la masa fecal (Hernandez et al., 1999).

Por otro lado, la fibra soluble es, en general, muy fermentable y, por tanto, es
degradada rapida y completamente. Su efecto primordial es la formacién de
compuestos importantes desde el punto de vista metabdlico como son los acidos
grasos de cadena corta (AGCC) los cuales pueden afectar al transporte de fluidos y la

funcion epitelial en el colon (Hernandez et al., 1999).
Estrefiimiento

Como se ha mencionado, tanto la fibra fermentable como la fibra poco fermentable
son eficaces en la prevencién y el tratamiento del estrefiimiento, pero el mecanismo
por el que ejercen su efecto es distinto. La fibra poco fermentable, en general
insoluble, incrementa la masa intestinal de manera directa y, de esta forma, acelera el
transito intestinal, al estimular los movimientos propulsores y disminuir los
movimientos mezcladores. La fibra muy fermentable, en general soluble, es la que mas
aumenta de volumen por su gran capacidad de retener agua, pero su estructura se
destruye al ser fermentada en el colon y pierde esa propiedad. No obstante, aumenta
la masa fecal intestinal al favorecer el crecimiento bacteriano. Ademas, los AGCC
generados como consecuencia de su fermentacidn tienen un efecto directo sobre la
motilidad intestinal coldnica, y los distintos gases (CO,, H, y CHy4) que se producen

impulsan la masa fecal al actuar como bomba de propulsién.

Por todos estos mecanismos, la fibra consigue que las deposiciones sean mas
frecuentes y las heces mas voluminosas y blandas. De hecho, los suplementos de fibra

constituyen la medida de eleccion en el tratamiento del estrefiimiento funcional en
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situaciones especiales, como la gestacion o cuando la ingesta de comida se reduce,

como ocurre en los ancianos con poca actividad fisica (Gil, 2010).

Diabetes mellitus

La diabetes mellitus representa un importante problema de salud en el mundo vy su

prevalencia va en ascenso.

Hoy dia se estd insistiendo en que la ingesta de una dieta con bajo indice de azucares a
base de polisacaridos complejos contenidos en cereales, vegetales, leguminosas y
frutas, con una adecuada preparacion y la practica del ejercicio fisico diario, son
factores que impiden, en gran medida, la instauracion de la diabetes mellitus.

Hay certeza de que la fibra dietética soluble contribuye a disminuir la concentracién de
glucosa e insulina en el suero pospandrial tanto en los individuos sanos como en los

gue padecen de diabetes mellitus.
Entre los mecanismos propuestos para explicar el efecto beneficioso se encuentran:

1.- el aumento de la viscosidad del contenido de nutrientes en el intestino delgado, lo
cual retarda la difusién de la glucosa hacia el borde ciliado de la mucosa intestinal.

2.- la unién de la glucosa a la fibra dietética y disminucion de su disponibilidad para la
absorcion.

3.- inhibicion de la accidon de la amilasa sobre el almidon.

Todos los efectos anteriores provocan un retardo del vaciamiento gastrico que

aumenta la saciedad en el individuo (Segundo et al., 2011).
Obesidad

La obesidad es un trastorno metabdlico que se debe a un desequilibrio entre el aporte
caldrico de la dieta y su utilizacidn. Su elevada incidencia en los paises industrializados
se debe a un aumento progresivo del consumo de grasas y azucares refinados,
significativamente mayor en las personas obesas, acompafiado de una disminucién de
la ingesta de verdura y fruta, lo que condiciona un déficit de fibra en la dieta. Las

Unicas medidas para el tratamiento de la obesidad son la restriccién caldrica y el
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ejercicio fisico. En este sentido, la fibra ayuda a controlar la ingesta caldrica por

diversos mecanismos, entre los que destacan los siguientes (Gil, 2010):

= La fibra tiene una elevada capacidad para retener agua y un bajo poder
energético, con lo que contribuye a disminuir la densidad caldrica de la dieta.

= Los alimentos ricos en fibra requieren una masticacion mayor y, por lo tanto,
mayor tiempo para su ingestién. Esta mayor masticacién, a la vez, estimula la
secrecion de saliva y jugo gastrico, que favorecen la sensacion de saciedad.

= Se reduce la velocidad del vaciamiento gastrico y, como consecuencia,
disminuye el hambre y se prolonga la sensacion de saciedad.

= La fibra disminuye la absorcién de acidos grasos e hidratos de carbono en el
intestino delgado, reduciendo el aporte caldrico.

= La fibra aumenta el volumen fecal y corrige el estrefiimiento que muchos

pacientes sufren en el transcurso de las dietas de adelgazamiento.

Hipercolesterolemia

Estudios realizados tanto en pacientes con hipercolesterolemia como en sujetos sanos
han mostrado que la fibra soluble (goma guar, pectina, salvado de avena) disminuyen
los niveles séricos de colesterol. En cambio, la fibra insoluble (celulosa, lignina) es

inactiva a este respecto.

Aunque el mecanismo de accion es poco conocido, se sabe que la fibra fija las sales
biliares y aumenta su excrecion, disminuyendo su disponibilidad para la digestién y la
absorcién de lipidos. Otras explicaciones incluyen el posible efecto de los AGCC
originados durante la fermentacidon bacteriana de la fibra. En este sentido, se ha
postulado que el propionato inhibe la sintesis de colesterol hepatica (Hernandez et al.,

1999).
1.3. COMPUESTOS POLIFENOLICOS Y SU CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

En el reino vegetal podemos distinguir cuatro grandes grupos de compuestos
fitoquimicos: sustancias fendlicas, sustancias terpénicas, sustancias azufradas vy
sustancias nitrogenadas (alcaloides). De estos cuatro grupos, son los tres primeros los

que tienen mayor importancia como constituyentes de las frutas y hortalizas y los
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alimentos derivados con relevancia en la alimentacion humana y los polifenoles son los
que se encuentran de forma general en todos los alimentos de origen vegetal (Tomds-

Barberan, 2003).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios de las plantas, derivados de
complejas rutas metabdlicas de origen mixto (siquimico-acetato y acetato-
mevalonato), y de reacciones enzimaticas como hidroxilaciones, metilaciones,
acetilaciones y glicosilaciones (Palacios et al., 2004; Lapornik et al., 2005), y
determinantes en la calidad sensorial y nutricional de las frutas y vegetales. Son
comunmente encontrados en las plantas comestibles y no comestibles, y, a ellos se les
atribuyen multiples efectos bioldgicos, incluyendo la capacidad antioxidante (Rice-

Evans et al., 1996).

Tienen al menos un anillo aromatico con un grupo hidroxilo (OH) como minimo unido a
él. Han sido identificados mas de 8.000 metabolitos secundarios fendlicos de plantas y
varian desde moléculas simples con un solo anillo aromatico a moléculas fendlicas

complejas con mas de un anillo (Webb, 2007).

Las sustancias fendlicas o polifenoles constituyen un grupo muy numeroso de
sustancias que incluyen familias de compuestos con estructuras diversas, desde
algunas relativamente simples, como los derivados de dcidos fendlicos, hasta
moléculas poliméricas de relativamente elevada masa molecular, como los taninos

hidrolizables y condensados.

Los polifenoles pueden ser divididos en varios subgrupos atendiendo a su estructura

basica (Tomas-Barberan, 2003).

I.  Flavonoides: son polifenoles que tiene dos anillos aromaticos unidos por un
puente de tres carbonos. Constituyen el mayor grupo de compuestos
polifendlicos y se encuentran a menudo en la epidermis de hojas y frutas donde
tienen papeles tales como la pigmentacion, proteccién de la planta frente al
dano producido por la luz ultravioleta y confieren resistencia a las

enfermedades. Los flavonoides se subdividen en:
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= Flavonoles tales como quercetina, kaenferol, isorhamnetina, luteolina vy
miricetina. Se encuentran en vegetales verdes, cebollas, manzanas, frutas de
baya, té y vino tinto. Alrededor de un cuarto del peso del extracto de la hoja del
Ginkgo biloba estd compuesto por Flavonoles glucésidos (unidos a un residuo
de azlcar), especialmente los tres primeros de los que se han mencionado
anteriormente.

= Flavonas que aunque no estan extensamente distribuidas en plantas, se
encuentran en el perejil, el tomillo y el apio.

= Antocianinas que son los pigmentos responsables de la coloracion roja, azul o
purpura de algunas flores y frutas como las uvas y las cerezas. Protegen de los
danos producidos por la luz y pueden ayudar a atraer insectos polinizadores a
las flores.

= Flavononas estan presentes en altas concentraciones en algunos frutos citricos.

= |soflavonas presentes principalmente en las semillas de soja y otras legumbres.

® Chalconas y dihidrochalconas.

» Flavan-3-oles que van desde mondmeros simples como las catequinas
encontradas en el té verde, manzanas y albaricoques, hasta formas mas
complejas poliméricas llamadas proantocianidinas encontradas en manzanas,

chocolate y vino tinto.

II.  Estilbenos: son polifenoles que tienen dos anillos aromdaticos unidos por un
puente de dos carbonos; son producidos por las plantas en respuesta al ataque
por microbios patégenos. Un ejemplo de ellos seria el resveratrol (Webb, 2007;

Tomas-Barberan, 2003).

En la figura 3 se pueden observar los principales grupos de compuestos polifendlicos

presentes en plantas.

MODELO DE DIGESTION /N VITRO DE EXTRACTOS DE CO-PRODUCTOS DE LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA 32



INTRODUCCION

OH
Flavonol Isoflavona
{quercetina) OH (genisteina)
HO 0 R
OH
OH (6]
OH
A O
! bE Antocianina
f—]O\ i /.\_-&,:‘- {cvanina}
‘ : = OH
15, 5 ke Gl |
: Ol o S
oH HO < ™/ . OH
~_OH
OH
OH
Flavan-3-Oles
{catequina}
HO
HO N
OH
e
oH 5
OH HO i .
HO/,,,‘} (COCH )
TR Acidos fenélicos
‘ (acido elagico)
S_»'-\ \'/f,:\ 5 5 0 (0]
HOW 2 ~ g i
OH ;
Fenilpropanoides 4 Y HO OH
{clorogénica)
HO o]
O
OH
OH
Estilbenos
{resveratrol}

HO

* Fuente: Toﬁwés;;Barberén, (2003).
Figura 3. Principales grupos de compuestos polifendlicos presentes en plantas.

1.3.1. RADICALES LIBRES Y SU IMPLICACION EN LA SALUD

Hoy en dia los antioxidantes han ganado mucha importancia debido a su implicacién

positiva en la promocién de la salud.
Desde el punto de vista de la actividad bioldgica, muchos polifenoles tienen
les confiere la actividad

propiedades captadoras de radicales libres, lo que
e ——
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antioxidante anteriormente mencionada, que podria estar relacionada con la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y de algunos tipos de cancer (Tomas-
Barberan, 2003). Por ello, actualmente hay un gran interés en conocer la composicidn

en polifenoles de los diferentes alimentos.

La estructura quimica de los compuestos polifendlicos es propicia para secuestrar
radicales libres, debido a la facilidad con la que el atomo de hidrégeno desde el grupo
hidroxilo aromatico puede ser donado a la especie radical, y a la estabilidad de la
estructura quinona resultante que soporta un electron desapareado (Figura 4)
(Pannala et al.,, 2001). La actividad antioxidante de los polifenoles depende,
fundamentalmente, del nimero y la localizacién de los grupos hidroxilo que contiene

en su estructura (Rice-Evans et al., 1996; Cao et al., 1997).

DN e

O/ + Hoof WLLWE g O/ﬂ+ ROOH
AT :

O/ BN B O/ + ROH

Figura 4. Esquema de la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos.

Los flavonoides, nombre que deriva del latin “flavus”, cuyo significado es “amarillo”,
son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun
difenilpirano (C6-C3-C6’), compuesto por dos anillos fenilo (A y B) ligados a través de
un anillo C de pirano heterociclico. Todos los flavonoides son estructuras hidroxiladas
en sus anillos aromaticos, y son por lo tanto estructuras polifendlicas. Los flavonoides
se encuentran mayoritariamente como glucésidos, pero también pueden aparecer en
forma libre (también llamados agliconas flavonoides) (Quifiones et al., 2012). Los
flavonoides pueden wunirse a los polimeros bioldgicos, tales como enzimas,
trasportadoras de hormonas, y ADN; quelar iones metdlicos transitorios, tales como
Fe®*, Cu®™ y Zn**; catalizar el transporte de electrones; y depurar radicales libres (Saskia

et al., 1998). Todas estas acciones le aportan su capacidad antioxidante.
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La caracterizacién del aporte de compuestos fendlicos y su capacidad antioxidante de
los diferentes alimentos se ha convertido en una herramienta muy util para la

determinacién de posibles propiedades saludables de los mismos.
1.4. MODELOS DE DIGESTION IN VITRO

En los ultimos afos, ha habido un creciente interés en el disefio estructural de los
sistemas portadores o “carriers” de componentes bioactivos adicionados a los
alimentos basados en la encapsulacidn, proteccidn y liberacidon de dichos componentes
bioactivos para beneficiar la salud humana (McClements, Decker & Park, 2009). Estos
sistemas portadores pueden ser disefiados para liberar los componentes bioactivos en
una ubicacidn especifica en el tracto gastrointestinal humano, a menudo en respuesta
a un desencadenante ambiental como el pH, la fuerza idnica o la actividad enzimatica.
El sistema portador también puede ser disefiado para controlar la velocidad de
liberacion del compuesto bioactivo, ya que puede ser por liberacion en cascada o
liberacion prolongada. La eficacia del desarrollo de nuevos sistemas portadores
depende de la disponibilidad de los modelos de digestién que simulen con precisién las
condiciones fisicoquimicas y fisioldgicas que se producen en el tracto gastrointestinal

humano.

En los métodos de alimentacion In Vivo, en los que se emplean animales o seres
humanos, por lo general proporcionan resultados mas exactos, pero precisan de
mucho tiempo y dinero, por lo que se dedica mayor esfuerzo e interés a la elaboracién
de procedimientos In Vitro (Boisen y Eggum, 1991). En principio, los modelos de
digestion In Vitro proporcionan una alternativa util a modelos animales y humanos
mediante el cribado rapido de ingredientes alimentarios. El método ideal de digestién
In Vitro proporcionaria resultados precisos en poco tiempo (Coles, Moughan y Darragh,
2005) y por lo tanto podria servir como una herramienta para la deteccion rapida de
alimentos o sistemas portadores con diferentes composiciones y estructuras. En la
practica, cualquier método In Vitro, inevitablemente no va a contar con la precisién
gue se puede lograr para el estudio de un alimento en un estudio In Vivo debido a la
complejidad inherente del proceso (Coles et al., 2005; Fuller, 1991). En consecuencia,

se necesita un cierto compromiso entre la precisién y la facilidad de utilizacion de
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cualquier modelo de digestién In Vitro. Durante los ultimos afios, la comunidad
cientifica han utilizado un nimero de modelos de digestién In Vitro para probar los
cambios estructurales y quimicos que se producen en diferentes alimentos en
condiciones gastrointestinales simuladas, aunque ninguno de estos métodos ha sido

ampliamente aceptado todavia.
1.4.1. Digestion In Vitro y enzimas

Varios factores, tales como las caracteristicas de la muestra, la actividad enzimatica, la
composicion idnica y los tiempos de digestidn, tienen influencias significativas en los
resultados de los métodos de digestion In Vitro. Por lo tanto, las condiciones In Vivo
nunca se pueden simular bajo condiciones In Vitro (Boisen y Eggum, 1991). Un estudio
realizado por Boisen y Eggum (1991) define la relacién entre la digestion In Vitro y la
actividad enzimatica. Estos autores informaron que la técnica In Vitro puede ser
disefiada para utilizar enzimas especificas, ya sea para dar valores de digestibilidad
maximas o para medir la velocidad inicial de hidrélisis. El factor mas importante en un
sistema In Vitro en la digestion son las caracteristicas de la enzima. Varios factores,
tales como la concentracion, temperatura, pH, estabilidad, activadores, inhibidores y
los tiempos de incubacion afectan a la actividad de las distintas enzimas (Boisen y
Eggum, 1991). La eleccion de las enzimas y las condiciones de incubacion y las
necesidades del equipo también dependen de los objetivos del estudio (Boisen vy
Eggum, 1991). Los métodos en los que se emplea una sola enzima puede ser util para
predecir la digestibilidad de los nutrientes individuales, por ejemplo, proteinas
mediante el uso de pepsina, almidén mediante el uso de amilasa, o los lipidos por el

uso de lipasas (Boisen y Eggum, 1991).

Existen estudios en los que se indica que el uso de una uUnica enzima purificada, en
lugar de una mezcla biolégica compleja, es a menudo ventajoso ya que facilita la
normalizacion de los modelos de digestidn In Vitro, lo que permite comparaciones mas
consistentes de laboratorio a laboratorio (Coles et al., 2005). Sin embargo, la digestion
de un nutriente es a menudo influenciada por la digestidon de otros nutrientes, por lo
que a menudo es mas realista utilizar una compleja mezcla de enzimas en lugar de una
sola purificada (Boisen y Eggum, 1991).
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1.4.2. Digestion In Vitro y condiciones de la muestra

Las caracteristicas de los alimentos, el tipo de enzima y las concentraciones de enzimas
son factores claves que controlan la digestidn de los alimentos durante la digestidn In
Vitro. Abdel-Aal (2008) informdé que las diferencias en la digestibilidad reflejan las
influencias de enzimas proteoliticas, las condiciones de digestién asi como el estado de
las fuentes de proteinas (puro frente procesado). El aumento de la proteina en la dieta
es inducida por un aumento de la secrecion de enzimas proteoliticas pancreaticas,
mientras que un aumento en la ingesta de almiddn o de lipidos induce aumentos en las
secreciones de amilasa y lipasa, respectivamente (Boisen y Eggum, 1991). Por lo tanto,
las caracteristicas de digestion In Vitro, tales como el tiempo de digestidn, el contenido
de la enzima o la composicién de la enzima se deben ajustar de acuerdo con las
caracteristicas de la muestra. Por ejemplo, si la concentracidon de la sustancia diana
(proteinas, lipidos o hidratos de carbono) se aumenta, entonces la concentracién de
enzimas o el tiempo de digestion se deben aumentar incluso si el resto del

procedimiento de la digestion In Vitro se mantiene igual.

1.4.3. Digestion y tiempo de trdnsito

El tiempo de digestion para cada etapa del proceso (por ejemplo, la boca, el estémago
y el intestino delgado) es un factor importante para establecer un disefio adecuado de
digestidn In Vitro. En los procesos de digestion In vivo, el tiempo de digestion depende
de las caracteristicas individuales (edad, sexo, estado de salud, estado mental, la hora
del dia) y las propiedades de los alimentos (cantidad, composicidén, tamafio total de
particulas), y puede variar considerablemente (McClements et al., 2009). Que el
transito de un alimento en el intestino delgado sea corto puede limitar la absorcién de
compuestos bioactivos lipéfilos, reduciendo asi su biodisponibilidad (Dahan y Hoffman,
2008). Van Citers y Lin (1999) informaron que los lipidos en el tracto gastrointestinal

retrasan el vaciado gastrico, es decir, se aumenta el tiempo de transito gastrico.

Por lo tanto, en el caso de analisis, en un sistema de digestion In Vitro, de muestras
con alto contenido en sustancias lipidicas, la concentracién de enzimas (lipasa o
pancreatina) y sales biliares asi como el tiempo de digestion debe aumentarse. En los

modelos de digestidn In Vitro no se suele tener en cuenta los fendmenos que ocurren
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en el intestino grueso, ya que la absorcion de los compuestos tiene lugar
principalmente en el intestino delgado (Brandon et al., 2006). En el mismo sentido,
Brandon et al. (2006) informaron de que sélo la bioaccesibilidad determinada en el
quimo del intestino delgado es relevante para la evaluacién del riesgo. En general, los
lipidos no pueden ser fermentados, por lo tanto, los lipidos son menos influenciados
durante el paso a través del intestino grueso. Por lo que, el tiempo de trénsito o
tiempo de digestion debe ser mas corto en muestras de alimentos a base de lipidos en
los modelos de digestion In Vitro. Sin embargo, el tiempo de transito o tiempo de

digestion se deben considerar de acuerdo con las caracteristicas de los alimentos.
1.5. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

Hasta ahora hay muy poca informacion de cual es el comportamiento de los extractos
ricos en fibra procedentes de los co-productos de las industrias agroalimentarias una
vez que, tras ser incluidos como ingredientes potencialmente saludables, son ingeridos
y sometidos al proceso de digestidn; particularmente a su composicion en compuestos
bioactivos y sus propiedades antioxidantes.

Estan ampliamente demostrados sus efectos en ensayos In Vitro, pero se desconocen
sus propiedades cuando se someten a procesos en los que intervienen cambios
bruscos de pH o la actividad de distintos enzimas.

Con este trabajo se pretende dar los primeros pasos para conocer de forma clara y
concisa los cambios sufridos por estos compuestos ricos en componentes bioactivos

durante el proceso bioldgico de la digestion.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo General

El objetivo general del presente trabajo es analizar el efecto sobre las propiedades
antioxidantes y el contenido en compuestos bioactivos presentes en dos extractos
ricos en fibra obtenidos a partir de co-productos generados en la industria
agroalimentaria, de un proceso de simulacion de una digestion In Vitro para observar

las diferencias entre cada una de estas fases.
2.2. Objetivos particulares
Para alcanzar dicho objetivo general se plantean los siguientes objetivos particulares:

1) Determinar el contenido en fenoles totales en las distintas etapas del proceso
de digestion In Vitro.

2) Determinar el contenido en flavonoides totales en las distintas etapas del
proceso de digestion In Vitro.

3) Evaluar las propiedades antioxidantes de los extractos obtenidos en las
distintas etapas del proceso de digestion In Vitro mediante el empleo de
distintos métodos antioxidantes como son DPPH, FIC, FRAP y TBARs, los cuales
presentan diferentes mecanismos de accién antioxidante, como son la
capacidad de secuestrar radicales libres, la capacidad de reduccién de iones
férricos, la capacidad quelante de iones ferrosos y la capacidad de detectar
sustancias reactivas.

4) Evaluar la variacién de los compuestos fendlicos, mediante cromatografia

liquida de alta resolucién, durante las diferentes etapas del proceso.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIAL VEGETAL

El limoén (Citrus limon (L.) Burm f.) y la chufa (Cyperus esculentus L.) se obtuvieron
como co-productos durante los procesos de extraccion de zumo o de horchata
respectivamente. Los extractos ricos en fibra sometidos a estudio se realizaron

siguiendo el procedimiento descrito por Viuda-Martos et al., (2013).
3.2. SIMULACION DE UN SISTEMA DE DIGESTION IN VITRO

La digestion In Vitro de las muestras se realizé de acuerdo con el método descrito por
Mills et al. (2008) con algunas modificaciones. Esta metodologia estd basada en el
empleo de distintas enzimas y la absorcion de los componentes a través de tubos de
didlisis. Esta metodologia reproduce tres etapas distintas de la digestion: la
masticacién, la fase gastrica y la fase intestinal. La masticacién se simulé usando una
solucién de saliva preparada con 100 U/mL a-amilasa (Sigma, Alemania) la cual se
diluyé en CaCl, (1 mM), el pH se ajustd a un valor de 6,9 mediante el empleo de
NaHCOs (1 M). La saliva simulada (1 mL) se afiadié a 2,4 g de la muestra y 9 mL de
agua. Esta solucion se incubd a 37 2C durante 5 min. En las condiciones gastricas, el pH
se ajusté hasta un valor de 2 con HCI (6 M) y luego se aiadid 1 mL de pepsina (Sigma)
(0,108 g) disuelto en HCI (0,1 M; 10 mL) y se incubd durante 2 h en un bafio de agua
con agitacién a 37 2Cy 50 rpm. En las condiciones del intestino delgado, el pH se ajustd
a 7 con NaOH (6 M) y se anadieron 2,5 mL de pancreatina (Sigma) (80 mg) disuelta en
NaHCOs (0,5 M; 10 ml) y 2,5 mL de mezcla de sales biliares (Sigma) (500 mg) disueltas
en NaHCOs (0,5 M; 10 ml) y se continud la incubacién durante otras 2 h en un bafio de
agua con agitacion a 37 2C y 50 rpm. Después de este tiempo, la solucion de la muestra
se transfirio a un tubo de didlisis de corte de 3 kDa de peso molecular y se dializé
durante 12 horas en una disolucién de NaCl (10 mM) a 37 2oC para eliminar los
productos de digestidn de bajo peso molecular. La agitacién mecanica de la muestra se
empled para simular los movimientos peristalticos del intestino. Al final de las fases de
boca, estdmago, intestino (antes de la didlisis) y dialisis, las mezclas de la digestién se
centrifugaron durante 10 min a 11000 rpm a 4 2C, produciendo una fraccion soluble de

quimo (FSQ) y una fraccién de sedimento (FS). Ambas fracciones se liofilizaron y se
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almacenaron para el andlisis cromatografico de la composicién de fenoles y actividad

antioxidante.

Todas las soluciones se prepararon con enzimas recién preparadas y esterilizadas por
filtracién utilizando un filtro de 0,22 um (Millipore, BillericaMA, EE.UU.) antes de su

uso.
3.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
3.3.1. Preparacion de los extractos

Para la preparacién de los extractos que seran empleados en la determinacién de las
propiedades antioxidantes, las muestras liofilizadas fueron disueltas en metanol en
una concentracién comprendida entre 7,4 y 100 mg/mL. Esta mezcla fue sometida a un
proceso de extraccion en un bafio de ultrasonidos durante 20 min. Posteriormente las
muestras se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 min a 10 2C. El sobrenadante

obtenido fue el que se utilizd para realizar todas las determinaciones de este trabajo.
3.3.2. Actividad antioxidante utilizando el radical 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH).

La capacidad antioxidante de los extractos obtenidos sobre el radical DPPH se debe a
su capacidad para donar hidrégenos o a la actividad secuestrante de radicales. DPPH es
un radical libre estable y que acepta un electron o radical hidrégeno para convertirse
en una molécula diamagnética estable (Brand-Williams et al., 1995). Para la
determinacién de la actividad antioxidante, 100 pL de los diferentes extractos
obtenidos se mezclaron con 2 mL de una solucidn metandlica 0,06 mM de DPPH. Las
muestras se agitaron en un vortex durante 2 min y se colocaron en la oscuridad
durante 15 min. La absorbancia medida a 517 nm se determind con un
espectrofotémetro HP 8451 (Hewell Packard). Para la determinacion de la capacidad
antioxidante se usé una curva de calibracion con diferentes concentraciones de Trolox.
Los resultados se expresaron como ug de equivalentes de Trolox (TE) por gramo de
muestra (ug TE/g muestra) como valor medio de dos repeticiones. En total el nimero

de muestras analizadas fue de 36.
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3.3.3. Poder antioxidante por reduccion del ion férrico (FRAP)

Este método se basa en la evaluacidn de la capacidad de las muestras para reducir el
ion férrico. Para ello se utiliza un croméforo (la ferricianida). El poder antioxidante por
reduccion del ion férrico de los distintos extractos obtenidos se determiné siguiendo el
método descrito por Oyaizu (1986). Para ello, se mezclé 1 mL de los distintos extractos
con 2,5 mL de tampdn fosfato (0.2 M; pH 6.6) y 2,5 mL ferricianuro de potasio (1%). Las
mezclas fueron incubadas durante 20 min a 50 2C, después se anadié 2,5 mL de acido
tricloroacético (10%). Una alicuota de la mezcla anteriormente formada se mezclé con
2,5 mL de agua destilada y 0,5 mL FeCls (0,1%). Se midié la absorbancia a 700 nm con
un espectrofotdmetro HP 8451 (Hewell Packard). Para la determinacidon de la
capacidad antioxidante se usé una curva de calibracién con diferentes concentraciones
de Trolox. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de Trolox por gramo
de muestra (mg TE/g muestra) como valor medio de dos repeticiones. En total el

numero de muestras analizadas fue de 36.
3.3.4. Capacidad quelante del ion ferroso (FIC)

La actividad quelante del i6n ferroso (Fe®") se midié inhibiendo la formacién del
complejo ferrocina-Fe?* siguiendo el método de Carter (1971) con algunas
modificaciones. Se mezclé 1 mL del extracto de las distintas muestras sometidas a
estudio con 0,1 mL de FeCl,-4 H,0 (2 mM) y 3,7 mL de metanol. Tras 5 min de
incubacién la reaccidn se inicio por la adicion de 0,2 mL de ferrocina (5 mM). Se agité
la mezcla vigorosamente y después de otros 10 min de incubacién se midio la
absorbancia a 562 nm con un espectrofotometro HP 8451 (Hewell Packard). Para la
determinacién de la capacidad antioxidante se usé una curva de calibraciéon con
diferentes concentraciones de acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Los resultados
se expresaron como pg de equivalentes de EDTA por gramo de muestra (ug EDTA/g
muestra) como valor medio de dos repeticiones. En total el nimero de muestras

analizadas fue de 36.
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3.3.5. Ensayo de sustancias de reactivas al dcido tiobarbiturico (TBARs)

Para detectar las sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (TBARs), un producto
secundario de la peroxidacién lipidica, se utilizd el método descrito por Daker et al.
(2008). Para la determinacion de la capacidad antioxidante se usd una curva de
calibracion con diferentes concentraciones de Trolox. Los resultados se expresaron
como mg de equivalentes de Trolox por gramo de muestra (mg TE/g muestra) como

valor medio de dos repeticiones. En total el nUmero de muestras analizadas fue de 36.
3.4. CONTENIDO DE FENOLES TOTALES (CFT)

La determinacion del CFT se realizd usando el reactivo colorimétrico Folin-Ciocalteau
(Singleton et al.,, 1965). Un volumen de 0,3 mL de las muestras extraidas fue
introducido en tubos de ensayo con 2,5 mL del reactivo colorimétrico de Folin-
Ciocalteau (diluido 10 veces con agua) y 2 mL de carbonato de sodio (7,5% p/v). Los
tubos fueron agitados en el vértex, tapados con parafilm e incubados a 50 2C durante 5
min. Se midié la absorbancia a 760 nm con un espectrofotémetro HP 8451 (Hewleck
Packard) y fue comparada con una curva de calibracién del acido galico. Los resultados
se expresaron como mg equivalentes de acido galico (AGE) por gramo de muestra (mg
AGE/g muestra). Se realizaron dos repeticiones por cada muestra analizada. En total el

numero de muestras analizadas fue de 36.
3.5. CONTENIDO DE FLAVONOIDES TOTALES (CFIT)

Para la determinacion del CFIT se usd el método descrito por Blasa et al. (2005), con
algunas modificaciones. Se mezclé 1 mL de las muestras con 0,3 mL de NaNO; (5%) y
transcurridos 5 min se adicionaron 0,3 mL de AlCl; (10%). Esta mezcla fue neutralizada
con 2 mL de una solucidn de NaOH 1M. Se midid la absorbancia de todas las muestras
a 510 nm con un espectrofotémetro HP 8451 (Hewleck Packard) y se cuantifico la
concentracion de las muestras con la curva de calibracion de diferentes
concentraciones de rutina. Los resultados fueron expresados en mg equivalentes de
rutina (RE) por g de muestra (mg RE/g muestra). Se realizaron dos repeticiones por

cada muestra analizada. En total el nUmero de muestras analizadas fue de 36.
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3.6. ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

La cuantificacion e identificacion de compuestos fendlicos se realizd mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) en un cromatégrafo Hewlett Packard
HP-1100 (Woldbronn, Alemania) siguiendo las indicaciones de Benavente et al. (1999).
Los productos de naturaleza fendlica se identificaron mediante comparacién del
tiempo de retencidn y su correspondiente espectro de absorcion visible-ultravioleta
(V/UV) con tiempo de retencidn y espectro de absorcion de los compuestos utilizados

como estandares.
3.7. ANALISIS ESTADISTICO

La metodologia estadistica se disefié para cada uno de los estudios a analizar. La
totalidad de los analisis se realizaron mediante el paquete estadistico Statgraphics Plus
para Windows versién 5.1 (Statical Graphics Corp., Rockville, USA) utilizando el

programa Analisis of Variance.

Para la determinacion de la media y la desviacion estandar se siguieron métodos
estadisticos convencionales. El analisis estadistico empleado en cada ensayo fue la
aplicacion de un analisis de la varianza (ANOVA) de dos factores. Para estudiar entre
qué variables de los factores principales las diferencias fueron estadisticamente

significativas se realizaron contrastes entre las medias, aplicando el test de Tukey.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. CONTENIDO EN FENOLES Y FLAVONOIDES TOTALES

El proceso de extraccion de compuestos fendlicos en diferentes matrices esta
influenciado por su naturaleza quimica, el método empleado y la presencia de

substancias que pueden interferir con los compuestos bioactivos (Sotelo et al., 2010).

En la Tabla 5 se pueden observar los valores obtenidos en el contenido de fenoles
totales y en el contenido de flavonoides totales de los extractos estudiados durante su

evolucion en las distintas etapas del proceso de digestién /n Vitro.

En cuanto a la medida del contenido en fenoles totales, para el extracto de limédn, la
muestra control presenta un valor de 24,16 mg AGE/g muestra, pero como se observa,
el proceso digestivo provoca en la fraccién sélida (FS) un descenso en los valores de

fenoles totales (p<0,05).

Tabla 5. Valores obtenidos en el contenido de fenoles y flavonoides totales de los
extractos estudiados durante su evolucidon en las distintas etapas del proceso de
digestién In Vitro.

Contenido Fenoles Totales Contenido Flavonoides Totales

(CFT)® (CFIT)*
FS FSQ FS FSQ

Control 24,16+1,18%* 11,04+0,25°

Fase Boca 9,94+1,43°® 32 63+1,40% 9,19+0,39°® 31,10+0,23*
Lim6én Fase Estdémago  10,46+0,85°®  55,70+2,08* 10,38+0,49%® 23,68+0,64

Fase Intestino 11,66+2,04"  18,80+1,03% 7,3840,21°® 17,3610,44%

Después Didlisis  11,07+0,38"®  44,78+1,40°* 6,93+0,00°® 22,15+0,10%

Control 3,96+2,61° 2,24+0,32

Fase Boca 4,00+4,54°®  13,63+2,24* 1,81+0,04% 10,68+0,48
Chufa Fase Estémago 1,20+0,21°®  7,12+0,80% 2,48+0,07°° 5,32+0,00%

Fase Intestino 1,90+0,83"  11,85+1,11%4 8,73+0,71°® 22,59+0,75

Después Didlisis  1,39+0,33°®  9,28+1,32" 12,63+0,99%® 47,80+1,21*

SCFT: expresado en mg Acido Galico equivalente/g
"CFIT: expresado en mg Rutina equivalente/g

®Para un mismo extracto, y una misma determinacion. Valores seguido de la misma letra maydscula
dentro de la misma fila no muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el test de
rangos multiples de Tukey.

fPara un mismo extracto, y una misma fraccion. Valores seguido de la misma letra minuscula dentro de
la misma columna no muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el test de rangos
multiples de Tukey.
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Tras la fase de digestion realizada en la boca el descenso en el CFT fue del 58,85%. En
el estédmago el descenso en relacién al control fue de 56,70%, es decir, se incrementd
el contenido con respecto a los obtenidos en la boca. Esto podria ser debido al efecto,
por un lado, del pH acido del estémago o, por otro lado, al efecto de las enzimas que
pueden romper algunas estructuras y liberar compuestos fendlicos. En el intestino se
incrementa el CFT con respecto a los presentes en el estdmago pasando de valores de
10,46 a 11,66 mg AGE/g muestra aunque sin mostrar diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05). Al igual que ocurre en el estémago, el efecto de las enzimas
podria ser el causante de este incremento. Tras el proceso de dialisis, el contenido en
fenoles totales disminuye pasando de valores de 11,66 a 11,07 mg AGE/g muestra lo
que indica una absorcién de 0,59 mg de compuestos fendlicos por cada gramo de

extracto.

En cuanto al CFT de la fraccidn soluble (FSQ) obtenida del extracto de limdn, en la boca
se obtiene una concentracion de fenoles totales de 32,63 mg AGE/g muestra. Este
valor procede de la solubilizacion de los compuestos fendlicos presentes en el extracto
solido influenciado también por la accion de la enzima a-amilasa ya que la suma total
de los compuestos fendlicos de la fraccidn sélida y la fraccion liquida es superior a la
gue presenta la muestra control. En el estémago el contenido en fenoles totales
aumenta pasando de un valor de 32,63 a 55,70 mg AGE/g muestra lo cual podria ser
debido como ya hemos mencionado anteriormente al efecto del pH o al efecto de las
enzimas. En el intestino hay una gran diferencia estadisticamente significativa (p<0,05)
en el contenido con respecto al presente en el estdmago pasando de valores de 55,70
a 18,80 mg AGE/g muestra debido posiblemente al cambio de pH 2 del estdmago a pH
7 del intestino. Por ultimo, después del proceso de dialisis, el CFT aumenta pasando de
valores de 18,80 a 44,78 mg AGE/g muestra, probablemente porque los compuestos

fendlicos todavia se encuentren en disolucion.

Por otro lado, en relacién a la medida del contenido en fenoles totales para el extracto
de chufa en la fraccidn sélida, la muestra control presenta un valor de 3,96 mg AGE/g
muestra. Y, al igual que en el extracto de limdn, el proceso de digestién provoca un
descenso en los valores de fenoles totales, aunque, en este caso, en la boca dicho valor

aumenta hasta 4 mg AGE/g muestra pero no existen diferencias estadisticamente
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significativas (p>0,05). En el estdmago el descenso con respecto al control fue del
69,70% de modo que aqui si existen diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05), debido posiblemente a la presencia del pH acido en esta fase. En el intestino
el CFT se incrementa en relacién a los presentes en el estémago pasando de valores de
1,20 a 1,90 mg AGE/g muestra aunque no existen diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05). Esto podria ser debido al efecto de las enzimas que, como ya
hemos mencionado anteriormente, pueden romper algunas estructuras y liberar
compuestos fendlicos. Finalizado el proceso de didlisis, el CFT disminuye pasando de
valores de 1,90 a 1,39 mg AGE/g muestra aunque sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). Esta disminucion demuestra una absorcién de
0,51 mg AGE/g muestra de compuestos fendlicos por cada gramo de muestra

obtenido.

En la medida del CFT de la fraccion soluble obtenida del extracto de chufa, en la boca
se puede observar un contenido en fenoles totales de 13,63 mg AGE/g muestra
procedente de la solubilizacién de los compuestos fendlicos presentes en el extracto
solido influenciado por la accién de la enzima a-amilasa al igual que ocurria en la
fraccion soluble del extracto de limon. En el estdmago el contenido en fenoles totales
disminuye pasando de un valor de 13,63 a 7,12 mg AGE/g muestra, por tanto, entre la
fase de boca y estdmago existe una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05).
Esto podria ser debido al efecto del pH. En el intestino también se muestra una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) en el contenido de CFT con respecto
al presente en el estémago pasando de valores de 7,12 a 11,85 mg AGE/g muestra
debido posiblemente al cambio de pH 2 del estémago a pH 7 del intestino. Aunque si
comparamos estos valores con los presentes en la boca esta diferencia
estadisticamente significativa desaparece (p>0,05). Después del proceso de dialisis, el
CFT disminuye pasando de valores de 11,85 a 9,28 mg AGE/g muestra por lo que se
obtiene una absorcién de 2,57 mg de compuestos fendlicos por cada gramo de

extracto.

Pasando a la medida del CFIT, para la fraccién sélida del extracto de limdn, la muestra
control presenta un valor de 11,04 mg RE/g muestra. El proceso digestivo provoca en

la fraccion sélida un descenso en los valores de flavonoides totales (p<0,05).
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Después de la fase de digestidon realizada en la boca el descenso en el CFIT fue del
16,76%. En el estdmago este descenso con respecto al control fue de 5,98%, aunque
no existen diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Esto indica que se
incrementd el contenido de flavonoides totales con respecto a los obtenidos en la
boca, debido posiblemente al efecto del pH acido del estémago o al efecto de las
enzimas que pueden romper algunas estructuras y liberar compuestos fendlicos. En el
intestino el CFIT también disminuye un 33,15% con respecto a los valores que presenta
la muestra control mostrando, esta vez si, diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). El cambio de pH de una fase a otra, pasando de 2 a 7, podria ser la causa de
esta disminucion. Por ultimo, tras el proceso de didlisis, el contenido en flavonoides
totales disminuye en un 37,22% con respecto al control, pasando de valores de 7,38
(fase intestino) a 6,93 mg RE/g muestra lo que indica una absorcion de 0,45 mg de

compuestos fendlicos por cada gramo de extracto.

Por otro parte, en relacion a esta misma medida del contenido en flavonoides totales,
para el extracto de chufa en la fraccion sélida la muestra control presenta un valor de
2,24 mg RE/g muestra. A diferencia de lo ocurria en el extracto de limon, en este caso
el proceso de digestidn provoca primeramente un descenso en los valores de
flavonoides totales, pero, a continuacion, cuando llega al intestino, estos valores
aumentan. De modo que, en la boca el CFIT disminuye en un 19,20% produciéndose
una diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) en relacién al valor obtenido en
la muestra control. En el estdmago esta disminucion con respecto al control
corresponde a un 10,71%, por lo que se produjo un incremento en el contenido de
flavonoides totales en comparacion con los obtenidos en la boca, causado
posiblemente por el cambio de pH o la actuacién de las enzimas. En el intestino el CFIT
se incrementa en relacion a los presentes en el estdmago pasando de valores de 2,48 a
8,73 mg RE/g muestra existiendo asi una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05). Esto podria ser debido a la liberacion de compuestos fendlicos al medio por
la accién de las enzimas. Al igual que pasa en el intestino, tras el proceso de dialisis, el
CFIT vuelve a aumentar pasando de valores de 8,73 a 12,63 mg RE/g muestra

mostrando también aqui diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) y, por
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tanto, siendo en esta fase donde se obtuvo el mayor contenido en flavonoides totales

en el extracto de la fraccion sélida de chufa.

En cuanto al CFIT de la fraccidn soluble obtenida del extracto de limén, en la boca se
obtiene una concentracién de fenoles totales de 31,10 mg RE/g muestra. Este valor
procede de la solubilizacién de los compuestos fendlicos presentes en el extracto de la
fraccién sdlida influenciado también por la accién de la enzima a-amilasa ya que la
suma total de los compuestos fendlicos de la fraccion sélida y la fraccidn liquida es
superior a la que presenta la muestra control. En el estdmago el contenido en
flavonoides totales disminuye pasando de un valor de 31,10 a 23,68 mg RE/g muestra,
por tanto, entre la fase de boca y estomago existe una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,05) que podria ser debido al efecto del pH acido presente en el
estdmago. En el intestino vuelve a ver un descenso en el contenido pasando de valores
de 23,68 a 17,36 mg RE/g muestra y produciendo de nuevo otra diferencia
estadisticamente significativa (p<0,05) en el contenido con respecto al presente en el
estdmago debido posiblemente al cambio de pH 2 del estdmago a pH 7 del intestino.
En el proceso de dialisis, el CFIT aumenta con respecto a los del intestino pasando de
valores de 17,36 a 22,15 mg RE/g muestra, probablemente porque los compuestos

fendlicos todavia se encuentren en disolucion.

Para finalizar, en la medida del CFIT de la fraccién soluble obtenida del extracto de
chufa, en la boca se puede observar un contenido en flavonoides totales de 10,68 mg
RE/g muestra procedente, como ya hemos mencionado anteriormente, de la
solubilizacion de los compuestos fendlicos presentes en el extracto sdlido influenciado
por la accion de la enzima a-amilasa. En el estdmago el contenido en flavonoides
totales disminuye pasando de un valor de 10,68 a 5,32 mg RE/g muestra, por tanto,
entre la fase de boca y estémago existe una diferencia estadisticamente significativa
(p<0,05). Esto podria ser debido al efecto del pH. En el intestino el contenido con
respecto al presente en el estdmago pasa de valores de 5,32 a 22,59 mg RE/g muestra
con lo que presenta una gran diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) debido
posiblemente al cambio de pH entre ambas fases. Por ultimo, tras el proceso de

didlisis, el CFIT se ve aumentado pasando de valores de 22,59 a 47,80 mg RE/g muestra
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provocando de nuevo diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Esto podria

ser porque los compuestos fendlicos todavia se encuentran en disolucidn.

Como observacion general, al comparar los valores obtenidos de ambos extractos,
podemos observar que los extractos de limdn presentan un mayor contenido tanto en

fenoles como en flavonoides totales que los extractos de chufa.
4.2. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los métodos de determinacion de la actividad antioxidante se basan en comprobar
como un agente oxidante induce dano oxidativo a un sustrato oxidable, dafio que es
inhibido o reducido en presencia de un antioxidante. Esta inhibicidon es proporcional a
la actividad antioxidante del compuesto o la muestra. Por otra parte, hay métodos que
se basan en la cuantificacién de los productos formados tras el proceso oxidativo. Los
distintos métodos difieren en el agente oxidante, el sustrato empleado, la medida del
punto final, la técnica instrumental utilizada y las posibles interacciones de la muestra
con el medio de reaccidon. Ademas, los objetivos de los diferentes métodos de medida
son diversos. Por ello, a la hora de abordar el estudio de la actividad antioxidante de
un alimento es aconsejable emplear varios métodos, ya que cada uno ofrece
informacién diferente. Hay compuestos antioxidantes que no reaccionan con
determinadas especies oxidantes y si con otras, pudiéndose obtener asi valores

dispares entre los distintos métodos.

En este trabajo se han seleccionado cuatro métodos de analisis In Vitro diferentes para
tratar de caracterizar la capacidad antioxidante de los extractos de chufa y de limén:
dos de ellos se basan en la transferencia de electrones, determinada en un caso
mediante la capacidad secuestrante de radicales libres (método de secuestro del
radical 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)), y en el otro mediante la reduccion del
complejo ferricianida-Fe** a ferricianida-Fe®* (método de reduccion del idn férrico
(FRAP)). El tercero se basa en la capacidad quelante de compuestos pro-oxidantes
(método de la capacidad quelante del ion ferroso (FIC)) y, por ultimo, el cuarto se trata
de detectar sustancias reactivas que reaccionan al emplear &acido tiobarbiturico

(ensayo de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARs)).
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El hierro se considera como el pro-oxidante mas importante de la oxidacion lipidica
debido a su alta reactividad. En su estado ferroso (Fe**) acelera la oxidacién lipidica por
reaccionar con el peréxido de hidrégeno y los peréxidos lipidicos originando radicales
libres via la reaccién de Fenton (Fe** + H,0, > Fe®" + °OH + OH). Los agentes
quelantes inactivan los iones metdlicos inhibiendo el proceso metal-dependiente. La
ferrozina puede formar complejos con el Fe** que son de color rojo. En presencia de
otros agentes quelantes, este complejo se rompe con la consiguiente disminucién del
color rojo. La medida del ritmo de dicha disminucién permite estimar la actividad

qguelante de la muestra.

En la Tabla 6 se pueden observar los valores obtenidos tanto para el método FIC como
para el FRAP de los extractos estudiados durante su evolucién en las distintas etapas

del proceso de digestién In Vitro.

Para el método FIC del extracto de limdn, la fraccién sélida de la muestra control
presenta un valor de 0,28 mg EDTAE/g muestra. En esta fraccién el proceso de
digestion provoca un aumento (p<0,05) en los valores de la capacidad quelante del ién
ferroso la cual confiere actividad antioxidante.

En primer lugar, tras la digestion realizada en la boca, el aumento (p<0,05) de dicha
capacidad fue del 7,14%. En el estdmago este aumento (p<0,05) con respecto a la
muestra control fue del 42,86%. Esto puede ser debido a la accidn de las enzimas que
rompen algunas estructuras y liberan compuestos fendlicos los cuales confieren
actividad antioxidante en el medio donde se encuentren. En el intestino todavia se
incrementd mucho mas la actividad siendo en esta fase donde se obtuvo el valor mas
alto con un incremento del 72% con respecto al control mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05). Al igual que ocurria en el estomago, este
incremento podria ser debido a la accién de las enzimas. Tras el proceso de dialisis, la
capacidad quelante disminuye pasando de un valor de 1 a 0,78 mg EDTAE/g muestra,
lo cual quiere decir que se ha producido una absorcién de 0,22 mg EDTAE/g muestra

de los compuestos responsables de esta actividad.
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durante su evolucion en las distintas etapas del proceso de digestién In Vitro.
Capacidad quelante i6n

ferroso (FIC)*

Poder antioxidante por
reduccion del i6n férrico (FRAP)’

FS FSQ FS FSQ

Control 0,28+0,01% 20,11+0,42°

Fase Boca 0,30+0,00°®  1,20+0,03"* 12,25+0,73"® 56,33+0,58™
Limén Fase Estémago 0,40+0,00®  0,6410,02** 18,63+1,27*® 56,16+2,86"

Fase Intestino 1,00+0,00®®  0,80+0,00®* 11,19+0,40"® 28,17+0,67%"

Después Dialisis ~ 0,78+0,01"®  1,34+0,00**  7,50+0,98%® 32,62+1,51°

Control 0,30+0,00° 2,32+0,09"®

Fase Boca 0,31+0,00®  5,18+0,07**  1,70+0,06% 34,75+1,23*
Chufa Fase Estomago 0,18+0,03®®  0,37+0,57**  2,73+0,11°® 15,22+0,38"

Fase Intestino 1,01+0,00®  1,09+0,00* 2,55+0,15°® 9,89+0,35%

Después Dialisis ~ 0,65+0,04®  1,52+0,01"  1,99+0,07° 8,42+0,09%

*FIC: expresado en mg EDTA equivalente/g muestra

*FRAP: expresado en mg Trolox equivalente/g muestra

®Para un mismo extracto, y una misma determinacion. Valores seguido de la misma letra maydscula
dentro de la misma fila no muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el test de
rangos multiples de Tukey.

£Para un mismo extracto, y una misma fraccion. Valores seguido de la misma letra minuscula dentro de
la misma columna no muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el test de rangos
multiples de Tukey.

En cuanto a la capacidad quelante del i6n ferroso obtenida en la fraccién soluble del
extracto de limdn, en la boca se obtiene un valor de 1,20 mg EDTAE/g muestra que
corresponde a la solubilizacion de los agentes quelantes en el extracto sélido debido
probablemente a la accidon de la enzima a-amilasa ya que la suma total de dichos
agentes de la FS y de la FSQ es superior al valor que presenta la muestra control.

En el estémago disminuye la capacidad quelante pasando de unos valores de 1,20 a
0,64 mg EDTAE/g muestra, por lo que, entre la fase de boca y estomago existen
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Esto podria ser debido al efecto
del pH 4cido que posee el estémago. Sin embargo, en el intestino la capacidad
quelante aumenta pasando de un valor de 0,64 a 0,80 mg EDTAE/g muestra, lo cual
podria ser debido al cambio de pH entre fases y, por tanto, ayuda a que los agentes
con actividad quelante estén mas biodisponibles y actien de forma correcta
incrementando su actividad. Por ultimo, finalizado el proceso de dialisis, se produce
otro aumento al igual que en el intestino pero con un valor mas elevado, pasando de
valores de 0,80 a 1,34 mg EDTAE/g muestra obteniendo diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) con respecto al intestino.
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Por otro lado, en relacion a la medida de la capacidad quelante del ion ferroso para el
extracto de chufa en la fraccidn sélida, la muestra control presenta un valor de 0,30 mg
EDTAE/g muestra. En este caso, el proceso de digestién provoca una variacion irregular
en los valores de esta capacidad quelante en cada una de las fases, mostrando
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en todas ellas. En la boca el valor
de la capacidad quelante aumentd (p<0,05) en un 3,33% con respecto al control. En el
estdmago, sin embargo, se produjo un descenso (p<0,05) con respecto al control del
40%, debido posiblemente al efecto del pH acido. En el intestino la capacidad quelante
del ién ferroso volvié a aumentar notablemente sus valores (p>0,05) en relacién a los
presentes en el estdmago pasando de valores de 0,18 a 1,01 mg EDTAE/g muestra.
Esto podria ser debido al efecto de las enzimas que, mencionado anteriormente.
Después del proceso de didlisis, la capacidad quelante disminuye nuevamente pasando
de valores de 1,01 a 0,65 mg EDTAE/g muestra. Esta disminucién indica una absorcion
de 0,36 mg EDTAE/g muestra de compuestos con actividad quelante por cada gramo

de muestra obtenido.

Para su medida en la fraccidon soluble del extracto de chufa, en la boca se obtuvo un
valor de 5,18 mg EDTAE/g muestra, siendo este el valor mas alto de actividad
antioxidante obtenido en el método FIC. Al igual que ocurria en el extracto de limédn,
esta cantidad de capacidad quelante del ién ferroso corresponde a la solubilizacién de
los agentes quelantes en el extracto sdlido. En el estémago este valor disminuye
drasticamente (p<0,05) pasando de 5,18 a 0,37 mg EDTAE/g muestra. A continuacion,
en el intestino, la capacidad quelante aumenta (p<0,05) pasando de unos valores de
0,37 a 1,09 mg EDTAE/g muestra. En ambos casos, el causante tanto de la disminucion
como del aumento de la capacidad quelante del idn ferroso podria deberse al efecto
del pH ya que este varia entre una fase y otra. Finalmente, una vez realizado el proceso
de dialisis, los valores de dicha capacidad aumentan de nuevo (p<0,05) pasando de
1,09 a 1,52 mg EDTAE/g muestra. Esto podria ser porque los compuestos con actividad

guelante todavia se encuentran en disolucién.
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En cuanto al método FRAP, mediante el cual se obtiene poder antioxidante por
reduccion del i6n férrico, para el extracto de limdén la muestra control presenta un
valor de 20,11 mg TE/g muestra. El proceso digestivo provoca, en la fraccién sélida, un
descenso (p<0,05) en los valores de poder antioxidante. Tras la fase de digestion
realizada en la boca, el descenso en el poder antioxidante fue del 39,1%. En el
estdmago este descenso con respecto al control fue de 7,36%, es decir, se incremento
el poder antioxidante con respecto a los obtenidos en la boca. Esto podria ser debido
al efecto del pH acido del estdmago o al efecto de las enzimas que rompen algunas
estructuras y liberan compuestos fendélicos aumentando asi el poder antioxidante. A
continuacion, en el intestino el poder antioxidante disminuye en un 44,36% con
respecto al control. Al igual que ocurria en el estdmago, el efecto de las enzimas podria
ser el causante de esta disminucién. Finalizado el proceso de didlisis, el poder
antioxidante disminuye en un 62,7% con respecto al control y pasando de unos valores
de 11,19 (obtenidos en el intestino) a 7,50 mg TE/g muestra, lo que indica una
absorcion de 3,69 mg TE/g muestra de los agentes reductores que a su vez provoca

unan disminucién del poder antioxidante.

Por otro lado, en relacion a la medida del poder antioxidante del i6n férrico para el
extracto de chufa en la fraccion sélida, la muestra control presenta un valor de 2,32 mg
TE/g muestra. En este caso, el proceso de digestidon provoca una variacién irregular en
los valores del poder antioxidante en cada una de las fases. En la boca el valor del
poder antioxidante disminuye (p<0,05) en un 26,72% con respecto al control. En el
estdmago, sin embargo, se produjo un aumento (p<0,05) con respecto al control del
17,67%, debido posiblemente al efecto del pH acido o al efecto de la enzimas. En el
intestino el poder antioxidante disminuyé sus valores en relacion a los presentes en el
estomago pasando de valores de 2,73 a 2,55 mg TE/g muestra, pero con respecto al
control sus valores aumentaron en un 9,91%, aunque en ambos casos no se mostraron
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Después del proceso de dialisis, el
poder antioxidante disminuye (p<0,05) pasando de valores de 2,55 a 1,99 mg TE/g
muestra. Esta disminucion indica una absorcion de 0,56 mg TE/g muestra de los

compuestos con poder reductor por cada gramo de muestra obtenido.
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Para su medida en la fraccion soluble del extracto de limdn, en la boca se obtuvo un
valor de 56,33 mg TE/g muestra, siendo este el valor mas alto de poder antioxidante
obtenido en el método FRAP. Esta cantidad de poder antioxidante por reduccién del
ion férrico corresponde a la solubilizacién de los agentes reductores en el extracto
sélido. En el estomago este valor disminuye pasando de 56,33 a 56,16 mg TE/g
muestra, aunque no se muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). A
continuacion, en el intestino, el poder antioxidante disminuye (p<0,05) pasando de
unos valores de 56,16 a 28,17 mg TE/g muestra. En ambos casos, el causante de la
disminuciéon podria deberse al efecto del pH ya que este varia entre una fase y otra.
Tras el proceso de didlisis, los valores del poder antioxidante aumentan de nuevo
(p<0,05) pasando de 28,17 a 32,62 mg TE/g muestra. Esto podria ser porque los

compuestos con actividad reductora todavia se encuentran en disolucién.

Para la fraccidn soluble del extracto de chufa, tras la digestién en la boca se obtuvo un
valor de 34,75 mg TE/g muestra. Seguidamente, en el intestino el valor del poder
antioxidante disminuyé (p<0,05) pasando de 34,75 a 15,22 mg TE/g muestra, lo cual
podria deberse al efecto del pH acido del estdmago. En el intestino los valores
volvieron a disminuir (p<0,05) pasando de 15,22 a 9,89 mg TE/g muestra. Esto podria
ser debido al cambio de pH 2 a pH 7. Por ultimo, después del proceso de didlisis, el
poder antioxidante disminuyd (p<0,05) pasando de unos valores de 9,89 a 8,42 mg
TE/g muestra, lo que indica una absorcién de 1,47 mg TE/g muestra de los compuestos

con actividad reductora por cada gramo de muestra.

Siguiendo con los resultados obtenidos en los métodos utilizados para determinar la
actividad antioxidante, en la Tabla 7 se muestran los valores obtenidos en el método
DPPH y TBARs de los extractos estudiados durante su evolucién en las distintas etapas

del proceso de digestién In Vitro.

Para la medida de la actividad antioxidante en el método DPPH del extracto de limon,
la muestra control presenta un valor de 3,07 mg TE/g muestra. Al contrario que ocurria
en el método FIC, el proceso de digestion provoca, en la fraccion sodlida, una

disminucién (p<0,05) en los valores de la actividad antioxidante.
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Tabla 7. Valores obtenidos de los métodos DPPH y TBARs de los extractos estudiados
durante su evolucion en las distintas etapas del proceso de digestién In Vitro.

| DPPH TBARs" |
FS FsQ FS FSQ

Control 3,07+0,57* 3,13+0,08°

Fase Boca 0,85+0,21®%  4,8242,02°*  3,45+0,29" 11,72+1,63**
Limén Fase Estémago 0,37+0,35°®  2,93+0,28"*  6,62+0,13%® 9,38+0,79™

Fase Intestino 1,41+0,17°®  4,73+0,22"*  6,79+0,46® 5,05+0,15

Después Didlisis  0,24+0,27®®  7,11+0,64**  6,01+0,32°® 7,61+0,28"*

Control 0,0 2,89+0,78°

Fase Boca 0,0 0,0 4,35+0,71" 47,73+0,71%
Chufa Fase Estémago 0,0 0,0 6,53+0,58%° 12,61+0,03"

Fase Intestino 0,0 0,0 6,11+0,18%® 6,79+0,04%

Después Didlisis 0,0 0,0 6,65+0,68%° 9,23+0,31%

‘DPPH: expresado en mg Trolox equivalente/g

MBARSs: expresado en mg Trolox equivalente/g

*Ppara un mismo extracto, y una misma determinacién. Valores seguido de la misma letra mayuscula
dentro de la misma fila no muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el test de
rangos multiples de Tukey.

£Para un mismo extracto, y una misma fraccion. Valores seguido de la misma letra minuscula dentro de
la misma columna no muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) en el test de rangos
multiples de Tukey.

Tras la fase de digestidn realizada en la boca, el descenso en la actividad antioxidante
fue del 72,31%. En el estdmago este descenso con respecto al control fue del 87,95%,
aunque con respecto a los valores obtenidos en la boca no se mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). En el intestino los valores disminuyeron en un
54,07%, es decir, se incrementd la actividad antioxidante con respecto a la obtenida en
el estémago. Esto podria ser debido el efecto del pH o al efecto de las enzimas que
rompen algunas estructuras y liberan compuestos fendlicos que ayudan a aumentar la
inhibicién del radical DPPH produciendo asi un aumento en la actividad antioxidante.
Después del proceso de dialisis, la actividad antioxidante disminuye (p<0,05) en un
92,18% con respecto al control y pasando de unos valores de 1,41 (obtenidos en el
intestino) a 0,24 mg TE/g muestra, lo que indica que se ha producido una absorcion de

1,17 mg TE/g muestra de los compuestos con actividad secuestrante de radicales.

Por otra parte, en la medida de la actividad antioxidante de la fraccion soluble del
extracto de limén, en la boca se obtuvo un valor de 4,82 mg Te/g muestra, que
corresponde a la solubilizacién de los compuestos con actividad secuestrante de
radicales presentes en el extracto sélido.
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En el estdmago los valores disminuyen pasando de 4,82 a 2,93 mg TE/g muestra,
aunque sin mostrar diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). En el intestino
los valores de la actividad antioxidante aumentan (p<0,05) pasando de 2,93 a 4,73 mg
TE/g muestra. Esto podria ser debido al efecto del pH o al efecto de las enzimas ya
mencionado anteriormente en la fraccién sdlida. Finalizado el proceso digestivo, los
valores aumentan de nuevo (p<0,05) pasando de 4,73 a 7,11 mg TE/g muestra, lo cual
indica un aumento de la actividad antioxidante ya que los compuestos con actividad

secuestrante de radicales todavia se encuentran en disolucion.

En cuanto a la actividad antioxidante, medida por el método DPPH, el extracto de
chufa tanto en la fraccion sélida como en la fraccidon soluble no mostré actividad

antioxidante.

Por ultimo, en el método TBARs, para el extracto de limdn la muestra control presenta
un valor de 3,13 mg TE/g muestra. En este caso, al contrario que ocurre en el método
DPPH, el proceso de digestidn provoca, en la fraccidn sélida, un aumento en los valores
de actividad antioxidante. Después de la realizaciéon de la digestién en la boca el
aumento en la actividad antioxidante fue del 10,22%, aunque sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). En el estdmago el aumento fue mucho mayor
pasando de valores de 3,45 a 6,62 mg TE/g muestra mostrando diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05). Esto podria ser debido al efecto del pH o al
efecto de las enzimas. En el intestino los valores vuelven a aumentar pasando de 6,62
a 6,79 mg TE/g muestra en la fase del intestino, por accion posiblemente del pH. Tras
el proceso de digestion, los valores disminuyen pasando de 6,79 a 6,01 mg TE/g
muestra, lo que indica una absorcién de 0,78 mg TE/g muestra de las sustancias
reactivas al acido tiobarbiturico por cada gramo de muestra obtenido. Tanto en la fase
del intestino como en la fase de después de la didlisis no se muestran diferencias

estadisticamente significativas (p>0,05).

Para la medida de la actividad antioxidante en el método TBARs del extracto de chufa,
la muestra control presenta un valor de 2,89 mg TE/g muestra. Al igual que ocurria en
el extracto de limdn, el proceso digestivo provoca, en la fraccién sélida, un aumento de

los valores de la actividad antioxidante. En la boca, la digestiéon produce un aumento
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de los valores pasando de 2,89 a 4,35 mg TE/g muestra, aunque no se muestran
diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). En el estdmago el aumento
(p<0,05) de la actividad antioxidante pasa de unos valores de 4,35 a 6,53 mg TE/g
muestra. Esto podria ser debido al efecto del pH acido del estdmago o al efecto de las
enzimas. En el intestino los valores disminuyen desde 6,53 a 6,11 mg TE/g muestra, no
obstante no se muestran diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Después
del proceso de dialisis, los valores de la actividad antioxidante volvieron a aumentar
pasando de 6,11 a 6,65 mg TE/g muestra, aunque sin mostrar diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05). Este aumento podria deberse a que los
compuestos responsables de detectar las sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

todavia se encuentran en disolucion.

En lo que respecta a la fraccion soluble del extracto de limdn, en la boca se obtuvo un
valor de 11,72 mg Te/g muestra. A continuacién, en el estémago los valores de la
actividad antioxidante disminuyeron hasta 9,38 mg TE/g muestra, aunque no se
mostraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05). Esta disminucién podria
deberse al efecto del pH acido que presenta el estémago. En el intestino los valores
contintian disminuyendo (p<0,05) pasando de 9,38 a 5,05 mg TE/g muestra. Al igual
gue en el estdmago, esto podria ser debido al efecto del pH al cambiar de acido a
neutro. Sin embargo, tras el proceso de didlisis, los valores de la actividad antioxidante

aumentan (p<0,05) pasando de 5,05 a 7,61 mg TE/g muestra.

Para finalizar, para la fraccion soluble del extracto de chufa, después de la digestion
realizada en la boca se presenta un valor de 47,73 mg TE/g muestra, siendo este el
valor mas alto de actividad antioxidante obtenido en el método TBARs. En el
estomago, este valor disminuye (p<0,05) hasta 12,61 mg TE/g muestra. En el intestino
el valor de la actividad antioxidante vuelve a disminuir (p<0,05) pasando de 12,61 a
6,79 mg TE/g muestra. En ambos casos, tanto en el estdmago como en el intestino,
esto puede ser debido posiblemente al efecto del pH. Finalmente, tras el proceso de
didlisis, los valores de la actividad antioxidante aumentan (p<0,05) pasando de 6,79 a

9,23 mg TE/g muestra.
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4.3. ANALISIS MEDIANTE CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION (HPLC)
DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS

En un estudio previo se demostré que tanto la fraccion soluble e insoluble de los
extractos de limén y de chufa contenian un gran nimero de compuestos fenélicos que
pertenecen a acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos, asi como flavonoides. En el
presente trabajo, el analisis HPLC de los extractos de limoén y de chufa de la simulacién
de la digestion In Vitro revelaron que los perfiles fendlicos eran diferentes a los
observados previamente en las muestras control de cada extracto. Esto podria ser
debido a la transformacién de los compuestos presentes en las muestras control en los
procesos de tratamiento térmico y subsiguiente simulacién de la digestién In Vitro. Sin
embargo, las actividades antioxidantes manifestadas en los extractos en el presente
trabajo demostraron, ademads, que los compuestos fendlicos transformados podrian
servir como compuestos antioxidantes activos In Vivo y ejercer una funcién protectora

en el tracto gastrointestinal del dafio oxidativo.

En los perfiles cromatograficos obtenidos tras la realizacion del andlisis por HPLC, se
puede observar (Anexos) la variaciéon que se produce de los diferentes compuestos
fendlicos tanto en el extracto de limén como en el de chufa en cada una de las fases de

la digestidn In Vitro.

Para la fraccidn sélida del extracto de limén, en la muestra control (Anexo 1) se puede
observar la presencia de tres picos significativos de diferentes compuestos fendlicos,
presentando el pico 1 un tiempo de retencion (TR) de 16,53; el pico 2 un TR de 20,44 y
el pico 3 un TR de 25,16. En la fase de boca (Anexo 2) los picos se mantienen y los TR
gue presentan con respecto al control apenas se diferencian, sin embargo, la escala,
gue corresponde a las miliunidades de absorbancia (mAU) la cual se puede relacionar
con la concentracion en la que se encuentra ese compuesto, disminuye en los tres
picos. En la fase de estémago (Anexo 3) ocurre lo mismo que en la boca, aunque aqui
se aprecia una gran disminucion en el pico 1 bajando a unos valores por debajo de 40
mAU. En la fase del intestino (Anexo 4), se puede apreciar como los picos van
desapareciendo, es decir, que ya no son tan destacados como en la muestra control. El

Unico que todavia destaca es el pico 3, aunque se muestra en la escala
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correspondiente a 50 mAU. Sin embargo, en la fase de dialisis (Anexo 5), los picos 2y 3
aumentan en la escala con respecto a los resultados obtenidos en la fase del intestino,
aunque siguen siendo mas bajos en relacién a los de la muestra control. Por otro lado,
el pico 2 sigue disminuyendo encontrandose ya en la escala por debajo de los 20 mAU.
Esto indica que los procesos digestivos ejercen un efecto muy importante en los

procesos de estabilidad de los compuestos fendlicos.

Por otro lado, en la fraccién soluble, al contrario que ocurria en la fraccién sélida, a
medida que avanza el proceso de digestion se van detectando mads picos en el perfil
cromatografico con respecto al control, aunque las escalas en las que se encuentran

son menores pero no con tanta diferencia como en la fraccién sdlida.

En la fase de boca (Anexo 6), se pueden apreciar los picos 1y 2 que se destacaban en
la muestra control (Anexo 1) sin apenas ningln cambio. Pero, en este caso, aparece un
cuarto pico significativo a la izquierda del pico 1 con un TR de 14,36. En la fase del
estomago (Anexo 7) ocurre lo mismo que en la fase de boca, pero las escalas de cada
uno de los picos con compuestos fendlicos distintos detectados disminuye. En cambio,
en el intestino (Anexo 8), se pueden apreciar, ademas de los ya presentes en las fases
anteriores, numerosos picos situados aproximadamente sobre la escala con valor entre
60-80 mAU. Por ultimo, en la fase de dialisis (Anexo 9), muchos de estos picos
detectados en la fase del intestino ya han desaparecido y otros han disminuido de
escala y TR aunque todavia siguen presentes. Por otro lado, en esta fase, vuelven a
aparecer los tres picos detectados inicialmente en la muestra control (Anexo 1)

aunque siempre en una escala menor.

Para el extracto de chufa, en la fraccion sdlida, en la muestra control (Anexo 10) se
puede apreciar la presencia de dos picos significativos de diferentes compuestos
fendlicos, presentando el pico 1 un TR de 3,2 y el pico 2 con un TR de 20,36. En la fase
de boca (Anexo 11), los picos en comparacion con la muestra control apenas varian ya
gue aparecen los mismos, lo Unico que la escala en la que se encuentran presenta unas
mAU mas bajas. En la fase del estdmago (Anexo 12) ocurre lo mismo que en la fase
anterior, sélo que, en este caso, la escala en la que se encuentran es mucho mas baja.

En la fase del intestino (Anexo 13) ya se puede observar como muchos picos han
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desaparecido, entre ellos el pico 1. El Unico pico que se mantiene sin apenas cambios
con respecto al control, excepto en la escala en la que se encuentra, es el pico 2. Y, por
ultimo, en la fase de didlisis (Anexo 14), se puede observar como han desaparecido
todos los picos. Si es verdad que aun quedan representados dos pero la escala en la
que se presentan es tan baja que son practicamente despreciables. Esto podria ser
debido a que, al finalizar el proceso de didlisis, los compuestos fendlicos que estaban
presentes anteriormente han sido absorbidos, por ello no se aprecian en este andlisis

cromatografico.

Para finalizar, en lo que respecta a la fraccién soluble del extracto de chufa, a medida
gue transcurre el proceso digestivo los perfiles cromatograficos varian de forma un

poco diferente a como ocurria en la faccion sélida.

Tras finalizar la digestion en la boca (Anexo 15), al igual que ocurria en la fraccién
solida, apenas hay variaciones entre los picos 1 y 2 destacados respecto a la muestra
control. En la fase del estdmago (Anexo 16) ocurre lo mismo que en la boca, pero aqui
la escala disminuye mas pasando a unos rangos de entre 0 y 20 mAU. Sin embargo, en
la fase del intestino (Anexo 17), al contrario que ocurria en la fraccién sélida, la escala
en la que se encuentran los picos pasa hasta unos valores de entre 0 y 70 mAU,
produciendo un aumento del TR de los picos con respecto al control pasando en el pico
2 de 20,36 a 20,96 y en el pico 1 de 3,20 a 6,32, aunque este ya es casi despreciable
porque se encuentra situado en la escala en el valor de 10 mAU. Al producirse este
aumento de escala, se puede apreciar la presencia de un tercer pico que adquiere
mayor importancia que el pico 1. Finalmente, tras el proceso de dialisis (Anexo 18), se
puede observar como la escala vuelve a disminuir por lo que la mayoria de los
componentes fendlicos han desaparecido. Los Unicos mas representativos que quedan
son los correspondientes al pico 1 y pico 3. Esto quiere decir, que al igual que

anteriormente se ha mencionado, los compuestos fendlicos han sido absorbidos.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se ha demostrado que los acidos hidroxicindmicos, procedentes de la fraccidn soluble,
tales como acido ferulico se absorben principalmente en el intestino delgado. Ademas,
han demostrado que una menor cantidad de acido ferulico se absorbe después de la
liberacion a partir de fibra insoluble en el intestino grueso. Sin embargo, estos
compuestos fendlicos pueden actuar localmente para proteger a otros antioxidantes
en la dieta de la degradacion, a nivel intestinal. Por lo tanto, pueden mejorar el estado
antioxidante total del cuerpo ejerciendo un efecto protector frente a enfermedades

asociadas con el estrés oxidativo.

En este trabajo se muestra que los compuestos fendlicos de los extractos de limén y de
chufa pueden sufrir cambios estructurales durante la digestidn In Vitro. Por lo tanto, la
informacién generada en la presente investigaciéon sienta las bases para futuros
estudios para la identificacién de los compuestos formados durante la digestién que

exhibieron actividad antioxidante /n Vitro.
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CONCLUSIONES

5. CONCLUSIONES

1. Los extractos de limén, tanto los de la fraccidn sélida como los de la fraccion
soluble, presentan mayor contenido de compuestos bioactivos que los extractos
de chufa (tanto fenoles como flavonoides).

2. El contenido en fenoles totales y flavonoides totales de la fraccion soluble
obtenida tras la didlisis es superior al contenido en fenoles totales y flavonoides
totales de la muestra control tanto para el extracto de chufa como para el extracto
de limon.

3. Para el método FIC y el método TBARs la mayor actividad antioxidante se obtuvo
en los extractos solubles de chufa, mientras que para los métodos FRAP y DPPH
fue en los extractos solubles de limén donde se obtuvo la mayor actividad.

4. En todos los métodos utilizados para medir la actividad antioxidante y en todas las
etapas de la digestion analizadas, se obtuvo mayor actividad en los extractos de la
fraccién soluble que en los extractos pertenecientes a la fraccion sélida tanto para
la muestra de limén como para la muestra de chufa.

5. En el método FIC la actividad antioxidante de la fraccidon soluble obtenida tras la
didlisis es superior a la actividad antioxidante de la muestra control tanto para el
extracto de chufa como para el extracto de limén.

6. En el método FRAP la actividad antioxidante de la fraccion soluble obtenida tras la
didlisis es superior a la actividad antioxidante de la muestra control tanto para el
extracto de chufa como para el extracto de limén.

7. En el método TBARs la actividad antioxidante de la fraccion soluble obtenida tras
la didlisis es superior a la actividad antioxidante de la muestra control tanto para el
extracto de chufa como para el extracto de limén.

8. En el método DPPH la actividad antioxidante de la fraccién soluble obtenida tras la
didlisis es superior a la actividad antioxidante de la muestra control tanto para el
extracto de chufa como para el extracto de limén.

9. El proceso de digestion In Vitro modifica cualitativamente el contenido y Ia
concentracién de los compuestos bioactivos presentes en los extractos de chufa y

en los de limén tanto en la fraccion sélida como en la fraccidn soluble.
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ANEXO 1. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO DE LIMON DE LA MUESTRA CONTROL
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ANEXO 2. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE LIMON EN LA FASE DE BOCA
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ANEXO 3. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE LIMON EN LA FASE DEL ESTOMAGO
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ANEXO 4. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE LIMON EN LA FASE DEL INTESTINO
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ANEXO 5. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE LIMON EN LA FASE DE DIALISIS
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ANEXO 6. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LIQUIDO DE LIMON EN LA FASE DE BOCA
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ANEXO 7. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LIQUIDO DE LIMON EN LA FASE DEL ESTOMAGO
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ANEXO 8. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LIQUIDO DE LIMON EN LA FASE DEL INTESTINO
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ANEXO 9. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LIQUIDO DE LIMON EN LA FASE DE DIALISIS
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ANEXO 10. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO DE CHUFA DE LA MUESTRA CONTROL
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ANEXO 11. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE CHUFA EN LA FASE DE BOCA
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ANEXO 12. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE CHUFA EN LA FASE DEL ESTOMAGO
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ANEXO 13. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE CHUFA EN LA FASE DEL INTESTINO
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ANEXO 14. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO SOLIDO DE CHUFA EN LA FASE DE DIALISIS
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ANEXO 15. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LiQUIDO DE CHUFA EN LA FASE DE BOCA
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ANEXO 16. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LIQUIDO DE CHUFA EN LA FASE DEL ESTOMAGO
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ANEXO 17. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LIQUIDO DE CHUFA EN LA FASE DEL INTESTINO
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ANEXO 18. PERFIL CROMATOGRAFICO DEL EXTRACTO LIQUIDO DE CHUFA EN LA FASE DE DIALISIS
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