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DETERMINACION DEL EFECTO ANTIOXIDANTE DE EXTRACTOS DE MAQUI MEDIANTE
EL USO DE UN MODELO DE DIGESTION IN VITRO

RESUMEN

En la ultima década, la demanda de los alimentos funcionales se ha incrementado
debido a los beneficios que obtienen los consumidores, por ello se estan realizando
diversos estudios para saber el potencial de los alimentos con diversos métodos. El
objetivo principal de este estudio ha sido la determinaciéon antioxidante del maqui
(Aristotelia chilensis). Para ello, se han realizado diferentes métodos: Fenoles totales,
flavonoides totales, DPPH, FRAP, FIC y ABTS. Estas determinaciones se realizaron en
las 3 etapas de la digestion in vitro: boca, estomago e intestino tanto para la fase
liquida como la sdlida. Los resultados obtenidos nos permitieron estudiar el efecto de
la digestién sobre el metabolismo y la biodisponibilidad de los compuestos presentes

en la baya.
Palabras clave: digestion in vitro, antioxidantes, antocianinas, maqui.

DETERMINATION OF THE ANTIOXIDANT EFFECT IN MAQUI EXTRACTS THROUGH THE
USE OF AN MODEL IN VITRO DIGESTION

ABSTRACT

In the last decade, the demand of functional foods has increased due to the benefits
obtained for consumers, Therefore, several studies are being done in order to know
the potential of food with various methods. The main aim of this study has been the
antioxidant determination of the maqui berry (Aristotelia chilensis). So, different
methods have been carried out: Total phenol content, total flavonoid content, DPPH,
FRAP, FIC and ABTS. These determinations were made in the 3 stages of in vitro
digestion: oral, gastric and intestinal digestion both for the liquid and solid phases. The
results obtained allowed us to study the effect of digestion on the metabolism and

bioavailability of the compounds present in the berry.

Keywords: in vitro digestion, antioxidant, anthocyanins, maqui berry.
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1. INTRODUCCION

1.1 Maqui (Aristotelia Chilensis)

Aristotelia Chilensis (Molina Stunz) o cominmente conocida como maqui es una planta
de la familia de las eleocarpaceas (Aristotelia maqui), de hasta 5 metros de alturas;
hojas opuestas, ovales, dentadas y con estipulas caducas; flores blanco-amarillentas,
dispuestas en cimas en la axila de las hojas, y fruto en baya comestible de unos 5

milimetros, negro o violdceo y de sabor dulce y acido.

Esta planta chilena vegeta en lugares humedos y sombrios desde la provincia de
Coquimbo hasta la de Chiloé; en el archipiélago Juan Ferndndez es una especie
invasora. Tolera diferentes tipos de suelos, y puede plantarse a pleno sol o semi-

sombra (Bennedetti, 2012).

El fruto ha sido reconocido por sus multiples beneficios que son atribuidos a su alto
contenido en polifenoles, asi como también a su amplia variedad de flavonoides y
antocianinas (Fredes, et al. 2012). Segun Thorne (1992), Strasburger et al., (1994) y
Hoffmann (1997). La clasificacién taxondmica de la A. chilensis es la que se muestra en

la tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de A. chilensis

REINO Plantae

DIVISION Magnoliophyta

CLASE Magnoliopsida

ORDEN Oxalidades

FAMILIA Eleocarpaceae

GENERO Aristotelia

ESPECIE Aristotelia chilensis (Molina Stuntz)
NOMBRE COMUN Maqui, Maki, Queldrdn, Koledn

Tanto las flores femeninas como las masculinas se disponen en racimos en arboles
separados. Las flores se encuentran en inflorescencia en corimbo de 2 a 3, que nacen

de las axilas de las hojas, presentando flores unisexuales (Mufioz, 1980; Hoffman,
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1992; Matthei, 1995; Cardenas, 1998; Cabello, 2003). Estas flores son de color amarillo
claro (figura 1), de 5-6 mm de didmetro, con un céliz campanulado de 5 a 6 sépalos
lanceolados, agudos de 2 a 2,5y 1 a 1,5 mm de ancho, con 5 a 6 pétalos libres,
transovados, de 3 a 4 mm de largo (Rodriguez et al., 1983; Hoffman, 1997; Cabello,
2003).

Figura 1: Flores de la Aristotelia chilensis.

El fruto del maqui es una baya redonda comestible de color negro brillante en su
madurez, aunque posee el color verde y rojo en etapas tempranas del crecimiento
(figura 2), de unos 5 mm de diametro, de pulpa dulce en cuyo interior hay dos semillas
angulosas (Hoffmann, 1997), otros autores mencionan que posee entre 2 a 4 semillas
angulosas de 3 mm de largo y 2 mm de ancho (Oyanadel, 2002). Bittner et al., (1995),
menciona que el color purpura del fruto se debe a la presencia de antocianinas. Este
fruto posee alto valor alimenticio y un porcentaje de humedad de 56,4% (Correa y

Yesid, 1992; Santibafiez, 2008).

Figura 2: Variacion de coloracién en frutos de Aristotelia chilensis, durante el periodo

de maduracion.

Determinacion del efecto antioxidante de extractos de maqui mediante el uso de un
modelo de digestidn in vitro



En sus frutos se ha detectado la presencia de flavonoides con capacidad antioxidantes
(Valdebenito et al., 2006) y concentraciones bajas de alcaloides de tipo inddlico como

la aristotelina, aristotelona, aristona y aristotelinina.

Es asi como el maqui tiene el mds alto nivel de antioxidantes (ORAC) (Figura 3) de
todas las frutas conocidas y medidas por el Brunswick Laboratories de EE.UU
(Fundacidén Chile, 2012). La presencia de estos antioxidantes en el fruto es a través de
Antocianidinas, las cuales serian responsables del color purpura caracteristico de los

frutos (Silva y Bittner, 1992).
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Figura 3: Capacidad de absorciéon de los radicales del oxigeno (ORAC).

En cuanto a la composicién quimica del fruto, cada 100 g de frutos contiene 150
calorias, 0,8 g de proteinas, 0,8 g de fibra cruda, 1,2 g de cenizas, 87 mg de calcio, 44
mg de fésforo, 30,5 mg de hierro y 296 mg de potasio. Contiene también un
considerable porcentaje de vitamina C y oligoelementos, destacando la presencia de
Br, Zn, Cl, Co, Cr, Vn, Tn, y Mo. Las hojas maduras del maqui solo se diferencian de las
jovenes por su menor contenido de potasio y mayor de sodio. Cabe sefialar que los
contenidos de magnesio, cloro, calcio, titanio y vanadio no varian entre hojas de

plantas de sitios con diferente pluviosidad anual (MNL Group, 2016).
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1.2 Antocianinas

Las antocianinas son los pigmentos mas importantes de las plantas visibles al ojo

humano. Pertenecen al grupo de los compuestos fendlicos llamado flavonoides.

En la figura 3 y tabla 2 podemos observar la estructura de las antocianinas y los

distintos tipos de antocianinas que hay.

Figura 4: Estructura de las antocinaninas

Nombre Abreviacién 3 5 6 7 3 4' 5' Color
Apigeninidina Ap H OH H OH H OH H Naranja
Aurantinidina Au OH OH OH OH H OH H Naranja
Capensinidina Cp OH OMe H OH OME OH OMe Rojo/azulado

Cianidina Cy OH OH H OH OH OH H Naranja/rojo
Delphinidina Dp OH OH H OH OH OH OH Rojo-azulado
Europinidina Eu OH OMe H OH OMe OH OH Rojo-azulado

Hirsutidina Hs OH OH H OME OMe OH OMe Rojo-azulado
6Hidroxicianidina 60HCy OH OH OH OH OH OH H Rojo
Luteolinidina Lt H OH H OH OH OH H Naranja
Malvidina Mv OH OH H OH OMe OH OMe Rojo/azulado
5Methilcianidina 5MCy OH OMe H OH OH OH H Naranja/rojo
Pelargonidina Pg OH OH H OH H OH H Naranja
Peonidina Pn OH OH H OH OMe OH H Naranja/rojo
Petunidina Pt OH OH H OH OMe OH OH Rojo/azulado
Pulchellidina Pl OH OMe H OH OH OH OH Rojo/azulado
Rosinidina Rs OH OH H OMe OMe OH H Rojo
Tricetinidina Tr H OH H OH OH OH OH Rojo

Tabla 2: Estructuras de las distintos tipos de antocianinas
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En cuanto a las funciones que desempeiian las antocianinas, una de ellas es la de
revertir los déficits cognitivos y neuronales relacionados con la edad (Joseph et al.,

1999).

La actividad biolégica de las antocianinas hace posible que sean unos compuestos
antiinflamatorios y antiedema (Wagner, 1985), es posible que las antocianinas puedan
reemplazar a la rutina y a sus derivados en el tratamiento de enfermedades que
involucradas en la inflamacion de los tejidos o en la fragilidad capilar. Los extractos de
antocianina crudos de Vaccinium myrtillus se han administrado por via oral y por
inyeccion intravenosa o intramuscular para reducir la permeabilidad y fragilidad de los

capilares.

En un estudio sobre el efecto de las antocianinas en los tumores, no fueron eficaces
para suprimir el crecimiento de los tumores (Ghiselli et al., 1998). Sin embargo, un
estudio de la actividad antioxidante de las fracciones de antocianina del vino tinto
italiano demostré que la fraccién de antocianina, fue la mas efectiva tanto en la
eliminacion de especies reactivas de oxigeno como en la inhibicién de la oxidacién de
las lipoproteinas y la agregacion plaquetas (Ghiselli et al., 1998), incluso se le atribuyen
actividades antitumorales (Kamei et al., 1998) donde encontraron una fraccion de las
antocianinas en el vino tinto que suprimia las células HCT-15, el cual derivaban en
cancer de colon o que suprimia las células AGS, responsables del cancer gastrico. La
tasa de supresion en las fracciones de antocianinas fueron significativamente altas
respecto a otras fracciones. Ademds, Zobel et al. (1999) estudiaron los posibles
mecanismos protectores de las antocianinas en células de mamiferos comparando su
poder antioxidante extracelular e intracelular in vitro y en células tumorales humanas
del colon, dando como resultado, que los compuestos aislados (agliconas y glucdsidos)

tenian un alto poder antioxidante in vitro.

Koide et al. (1997) también informaron sobre los efectos antitumorales in vitro e in
vivo de los extractos de soja roja, que estaban compuestos principalmente por cianina
conjugada con glucosa y ramnosa. Mientras tanto, Satue-Gracia et al. (1997)

informaron que las antocianinas actuaban como antioxidantes en los sistemas de
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lipoproteinas de baja densidad (LDL) en humanos y lipolecitina in vitro. Encontraron

que la inhibicidn de la oxidacién aumentaba con la concentracién del antioxidante.

1.3. Estrés oxidativo y antioxidantes

El oxigeno tiene un papel fundamental en los organismos aerdbicos, ya que esta
presente en los procesos metabdlicos. Pese a que forme parte de la fisiologia humana,
pueden generarse complicaciones debido al desequilibrio entre los radicales libres y las
especies reactivas del oxigeno, lo que conocemos como el estrés oxidativo,
provocando enfermedades cardiovasculares, el cdncer y la diabetes, ademads de ser

causante del propio envejecimiento Harman et al (1954).

El organismo ha adquirido a lo largo de la evolucién mecanismos de defensa contra los
radicales libres. Estos mecanismos intentan prevenir la produccién de radicales libres,
detener o retardar la reaccion de oxidacién en cadena que desencadena el radical,
reparar los dafios que causan a las macromoléculas o degradar las lesionadas.
Los mecanismos antioxidantes suelen actuar de forma coordinada, ejercen su funcién
en localizaciones subcelulares concretas, y se agrupan en dos sistemas de defensa

antioxidante: sistema enzimatico y sistema no enzimatico.

El sistema antioxidante enzimatico constituye la primera y mejor linea de defensa
contra los radicales libres. Estd integrado por tres enzimas principales que trabajan en
cadena para desactivar selectivamente radicales libres: superdxido dismutasa,
(SOD), catalasa (CAT) vy glutation peroxidasa (GPx); otras tres enzimas, glutatidn
reductasa (GR), glutation-S-transferasa (GST) y y-glutamil cisteinil sintetasa (GCS), sin
ser estrictamente enzimas antioxidantes, colaboran indirectamente con la GPx ya que
contribuyen a regular el poolintracelular de glutation reducido (GSH), uno de los

principales antioxidantes celulares no enzimaticos.

La SOD cataliza la destruccidn del radical superdxido, formando perdxido de hidrégeno
como producto de una reaccién que es acelerada por la SOD. Existen tres formas
moleculares: SOD-1, que actla en el citosol y requiere cobre y zinc; SOD-2, en la

mitocondria y precisa de manganeso, y la SOD-3, localizada en el espacio extracelular y
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precisa de cobre y zinc. La CAT y GPx neutralizan el peréxido de hidrégeno y los

peroxidos lipidicos.

La CAT contiene hierro en su sitio activo y se localiza en los peroxisomas (o en el citosol
de los glébulos rojos); en células sin peroxisomas es una enzima citosodlica; ademas del
peroxido de hidrogeno es capaz de neutralizar perdxidos lipidicos, transformandolos

en alcoholes inertes.

La GPx es la enzima mds importante para eliminar perdxidos en las células de los
mamiferos, desarrollando multiples funciones para la proteccidn de los tejidos frente
al dano oxidativo, preservando el ambiente intracelular en un estado reducido;
necesita GSH como cofactor, el cual, en presencia de radicales libres, se oxida bajo el
control de la enzima convirtiéndose en glutation oxidado (GSSG). A pesar de que, por si
mismas, ninguna de las tres enzimas es capaz de impedir la accion de uno de los
radicales libres mds agresivos y nocivos que se conocen, el radical hidroxilo, sin
embargo, su accidén conjunta si puede hacerlo, al evitar que la combinacién o accién de
otros radicales generen este Ultimo. Finalmente, la GR regenera los depdsitos

intracelulares de GSH, a partir de GSSG y poder reductor, el NADPH.

La GST cataliza la conjugacién de xenobidticos, radicales libres y toxinas con GSH vy, por

ultimo, la GCS es la enzima limitante en la biosintesis hepatica del GSH.

El sistema antioxidante no enzimatico esta integrado por una serie de sustancias que,
aun estando presentes a bajas concentraciones, en presencia de compuestos oxidables
(como ADN, proteinas o lipidos), se oxidan antes que éstos, y retrasan, inhiben,
amortiguan o previenen su oxidacién, la produccién de radicales libres o los efectos
deletéreos de éstos. El sistema antioxidante no enzimatico incluye una larga serie de
compuestos de bajo peso molecular, siendo los mds importantes el glutatidn reducido,
la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (acido ascérbico y la vitamina A (trans-
retinol/B-caroteno). Ademas, los flavonoides, acidos fendlicos, acido a-lipdico, acido
urico, bilirrubina, algunos azucares y aminodcidos, coenzima Q o ubiquinona y varios
derivados de ésta y una hormona, la melatonina, también forman parte de los
antioxidantes no enzimaticos. El manganeso, selenio, cobre, hierro y otros minerales,

al ser parte del sitio activo de las enzimas antioxidantes, juegan un papel importante
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en la defensa mediada por enzimas, sin ser verdaderos antioxidantes. En la tabla 3, se
puede observar un cuadro resumen de los principales sistemas de defensa

antioxidante y la funcién que realiza.

Tabla 3: Principales sistemas de defensa antioxidante y su funcién

Superoéxido dismutasa Cataliza la dismutaciéon del superdxido

Glutation peroxidasa Cataliza la oxidacidn de glutation a glutation disulfuro
Glutation reductasa Cataliza la reduccion del glutatidon oxidado a glutation reducido
Catalasa Cataliza la descomposicion del perdxido del hidrogeno de oxigeno y
Glucosa 6 fosfato Cataliza la reaccion de la pentosa fosfato
Tocoferol Protege las membranas lipidicas y evita la catalizacién de la
Carotenoides Evita la catalizacion de la peroxidacion
Polifenoles Capta los radicales libres y actua como quelante de metales
Coenzima Q Capta radicales libres
Bilirrubina Capta radicales peroxilo
Vitamina C Presente en reacciones redox
Flavonoides Evita la catalizacion de la peroxidacion

Existen diversos estudios desde la década de los noventa, en los que se ha demostrado
evidencias epidemioldgicas de que los compuestos antioxidantes previenen estas

enfermedades como Renaud y Lorgeril (1992) y Gronbaek et al. (1995).

Los antioxidantes son sustancias que evitan, retardando o inhibiendo la oxidacién de
moléculas que pueden ser oxidadas por las especies reactivas del oxigeno. Estas
sustancias, estdn presentes de forma natural en el organismo, sin embargo, la dieta
ocupa un papel fundamental. Los que tienen una mayor importancia por las reacciones
metabdlicas redox son la vitamina C, beta-carotenos, vitamina E, selenio, cobre, zinc y

manganeso.

1.4 Digestion in vitro

En los ultimos afios, 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, proteccidon 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
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una ubicacidn especifica en el tracto gastrointestinal humano, a menudo en respuesta
a un desencadenante ambiental como el pH, la fuerza iénica 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 precision las
condiciones fisicoquimicas y fisioldgicas que se producen en el tracto gastrointestinal

humano.

En los métodos de alimentacién In Vivo, en los que se emplean animales o seres
humanos, por lo general proporcionan resultados mds 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
cualquier modelo de digestion in vitro. Durante los ultimos afios, la comunidad
cientifica han utilizado un nimero de modelos de digestidén 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 Digestidn in vitro y enzimas

Varios factores, tales como las caracteristicas de la muestra, la actividad enzimatica, la
composicion idnica y los tiempos de digestidon, tienen influencias significativas en los

resultados de los métodos de digestidn in vitro. Por lo tanto, las condiciones In Vivo
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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 digestidn 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 hidrdlisis. El factor mas importante en un
sistema in vitro en la digestiéon 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 vy
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 Unica enzima purificada, en
lugar de una mezcla biolégica compleja, es a menudo ventajoso ya que facilita la
normalizacién de los modelos de digestién in vitro, lo que permite comparaciones mas
consistentes de laboratorio a laboratorio (Coles et al., 2005). Sin embargo, la digestiéon
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).
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 digestién de los alimentos durante la digestion in
vitro. Abdel-Aal (2008) informé que las diferencias en la digestibilidad reflejan las
influencias de enzimas proteoliticas, las condiciones de digestidn 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,
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las caracteristicas de digestion in vitro, tales como el tiempo de digestion, el contenido
de la enzima o la composicidon 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 concentracion de
enzimas o el tiempo de digestiéon se deben aumentar incluso si el resto del

procedimiento de la digestion in vitro se mantiene igual.
1.4.3. Digestion y tiempo de transito

El tiempo de digestion para cada etapa del proceso (la boca, el estdmago y el intestino
delgado) es un factor importante para establecer un disefio adecuado de digestion in
vitro. En los procesos de digestién 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, composicién, 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 absorcion de
compuestos bioactivos lipdfilos, 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 andlisis, en un sistema de digestién 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 digestién debe aumentarse. En los
modelos de digestién in vitro no se suele tener en cuenta los fenédmenos que ocurren
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 transito o
tiempo de digestién debe ser mds corto en muestras de alimentos a base de lipidos en
los modelos de digestién in vitro. Sin embargo, el tiempo de transito o tiempo de

digestion se deben considerar de acuerdo con las caracteristicas de los alimentos.
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1.5. Justificacion del trabajo

En los dltimos afos, se han producido diversos avances en cuanto a la informacién
mediante evidencias cientificas sobre los beneficios que aportan distintos frutos, pero

no se conoce la actividad antioxidante del maqui.

Con este estudio, queremos conocer el comportamiento de extractos del maqui

durante el proceso de digestidn gracias a la simulacién de digestién In Vitro.
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2. OBIJETIVOS

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 extractos de la

baya maqui con el proceso de digestién in vitro en las fases de boca, estomago e

intestino observando las diferencias entre las ellas.

2.2. Objetivos particulares

Para alcanzar dicho objetivo general se plantean los siguientes objetivos particulares:

Determinar el contenido de fenoles totales en las distintas etapas del proceso

de la digestidn in vitro.

Determinar el contenido de flavonoides totales en las distintas etapas del

proceso de la digestion in vitro.

Determinar el indice de recuperacion y la bioaccesibilidad para el grupo

fendlico (fenoles y flavonoides).

Evaluar las propiedades antioxidantes de los extractos obtenidos en las
distintas etapas del proceso de digestién in vitro mediante el empleo de
distintos métodos antioxidantes como son DPPH, ABTS, FIC y FRAP, los cuales
presentan diferentes mecanismos de accién antioxidante, como son la
capacidad de secuestrar radicales libres, la capacidad de reducciéon de iones
férricos, la capacidad quelante de iones ferrosos y la capacidad de detectar

sustancias reactivas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Obtencion de las muestras

La baya maqui (Aristotelia Chillensis (Molina Stuntz)) fue proporcionada por SouthAm
Freeze Dry S.A. Las muestras se recogieron de la ciudad de Cafiete en la regién Bio-Bio
(Chile), fueron liofilizadas durante 72 horas. El producto obtenido se trituré en un

mortero y se tamizo para eliminar las semillas.
3.2. Simulacion de un sistema de digestion in vitro

La digestion in vitro de las muestras se realizd de acuerdo con el método descrito por
Gulldn et al. (2015). Esta metodologia estad basada en el empleo de distintas enzimas y
la absorcién de los componentes a través de tubos de dialisis. Esta metodologia
reproduce tres etapas distintas de la digestién: la masticacion, la fase gdstrica 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 ajusté a
un valor de 6,9 mediante el empleo de NaHCOs (1 M). La saliva simulada (1 mL) se
afiadio 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 afadié 1 mL de pepsina (Sigma) (0,108 g) disuelta en HCI (0,1 M; 10 mL) y se
incubé durante 2 h en un bafio de agua con agitaciéon a 37 2C y 50 rpm. En las
condiciones del intestino delgado, el pH se ajustéd a 7 con NaOH (6 M) y se afiadieron
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
continué la incubacion durante otras 2 h en un bafio de agua con agitaciéon a 37 2Cy 50
rom. Después de este tiempo, la solucion de la muestra se transfirié a un tubo de
didlisis de corte de 3 kDa de peso molecular y se dializd durante 12 horas en una
disolucién de NaCl (10 mM) a 37 oC para eliminar los productos de digestidon de bajo
peso molecular. La agitacion mecdnica de la muestra se empled para simular los
movimientos peristalticos del intestino. Al final de las fases de boca, estdmago,
intestino (antes de la dialisis) y dialisis, las mezclas de la digestion se centrifugaron
durante 10 min a 11000 rpm a 4 °C, produciendo una fraccién liquida de quimo (FL) y

una fraccion de sedimento (FS). Ambas fracciones se liofilizaron y se almacenaron para
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el andlisis cromatografico de la composicidén 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. En la Figura 5, se puede observar de forma gréfica, lo que se ha realizado en cada

una de las etapas.

2. 4zde muestra+ 9 mlde aguz+ Imloamilzss
Incubara 372C duranta 5 minutos

Centrifugacion
—_—_——
8000g; 12m; 42C

Pepsina(0.108g/ml HCIO.AN)pH 2 0 Centrifugacion ,
Incubara372C durante 1 hora 28000g; 12m; 48C
i -

¢ sales bilizres [0.5g/10ml}+ pancraatina h
[0.08g/10mIMAHCO:)
pH7.0 ‘ |  Exterior
Incubara 372C durants 2 horas

e

Membrana de didlisis (12-14KD3) Lk » Interior
Incubzara372C durante 2 horas. /

Figura 5: Representacion grafica de las distintas etapas de la digestién

3.3. indice de recuperacion e indice de bioaccesibilidad

Para analizar el efecto de la composicién de la matriz en la digestion del grupo fendlico
(acidos fendlicos y flavonoides), se estudiaron dos indices diferentes siguiendo las
indicaciones de Ortega et al. (2011): el porcentaje de recuperacién y el porcentaje de
bioaccesibilidad. El porcentaje de recuperacién permite que la cantidad de los grupos
fendlicos presentes en la digestién completa (CSF y PF), después de la digestién oral,

gastrica e intestinal del alimento de prueba se mide de acuerdo con:

CFrg

indice de recuperacion (%) = ( ) X 100
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En el cual, CFor es el contenido total de fenoles (mg) en la matriz intestinal del intestino
digerido (CSF + PF) y CFrs es el contenido total de fenoles (mg). Para cada grupo de
fenol, la bioaccesibilidad se define como el porcentaje de compuestos polifendlicos
gue se solubilizan en el interior de la digestién intestinal. Por lo tanto, este indice
define la proporcion de los compuestos polifendlicos que podrian estar disponibles

para su absorcion en la circulacidn sistematica:

. . o CFs
Indice de bioaccesibilidad (%) = (
CFpr

)xlOO

Donde CFs es el contenido total de fenoles (mg) en la muestra interior después de la
fase de digestion intestinal y CFpr es el contenido total de fenoles (mg) en la muestra

digerida (interior + exterior) después de la fase de digestion intestinal.
3.4. Determinacion de la actividad antioxidante
3.4.1. Preparacion de los extractos

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

obtenido fue el que se utilizd para realizar todas las determinaciones de este trabajo.

3.4.2. 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 electrén o radical hidrégeno para convertirse
en una molécula diamagnética estable (Brand-Williams et al.,, 1995). Para la
determinacién de la actividad antioxidante, 100 puL de los diferentes extractos
obtenidos se mezclaron con 2 mL de una solucion 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
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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.
3.4.3. Poder antioxidante por reduccién del ion férrico (FRAP)

Este método se basa en la evaluacién de la capacidad de las muestras para reducir el
ién férrico. Para ello se utiliza un cromoéforo (la ferricianida). El poder antioxidante por
reduccion del idn férrico de los distintos extractos obtenidos se determind siguiendo el
método descrito por (Oyaizu, 1986). Para ello, se mezcléd 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 afadié 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 FeCl3(0,1%). Se midi6 la absorbancia a 700 nm con
un espectrofotémetro HP 8451 (Hewell Packard). Para la determinacién de la
capacidad antioxidante se usd 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.
3.4.4. Capacidad quelante del ion ferroso (FIC)

La actividad quelante del i6n ferroso (Fe?*) se midid 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 inicié 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 midid la
absorbancia a 562 nm con un espectrofotometro HP 8451 (Hewell Packard). Para la
determinacién de la capacidad antioxidante se usé una curva de calibracidn con
diferentes concentraciones de acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Los resultados

se expresaron como pug de equivalentes de EDTA por gramo de muestra (ug EDTA/g
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muestra) como valor medio de dos repeticiones. En total el nimero de muestras

analizadas fue de 36.
3.4.5. Contenido de fenoles totales (CFT)

La determinacién 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 vortex, tapados con parafilm e incubados a 50 2C durante 5 min. Se midio la
absorbancia a 760 nm con un espectrofotometro 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.
3.4.6. Contenido de flavonoides totales (CFIT)

Para la determinacién del CFIT se usé 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 AICl; (10%). Esta mezcla fue neutralizada
con 2 mL de una solucién 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
concentraciéon 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.
3.4.7. Determinacion de los compuestos polifendlicos

Los perfiles polifendlicos de todas las muestras obtenidas en cada fase de la digestion
gastrointestinal in vitro se determinaron mediante la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) siguiendo la metodologia descrita por Genskowsky et al. (2016).
Las muestras se inyectaron en un instrumento Hewlett-Packard HPLC serie 1200

equipado con la columna C18 (Mar Mediterraneois, 25 x 0,4 cm, 5 um de tamafio de
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particula) de Teknokroma, (Barcelona, Espafia). Los compuestos fendlicos se
analizaron, en soluciones estandar y de muestra, utilizando un gradiente de elucién de
1 ml/min. Las fases mdviles tuvieron una composicién de acido férmico en agua (4,5:
95,5, v/v) como disolvente Ay el acetonitrilo como disolvente B. Los cromatogramas se
registraron a 280nm, 360nm y 520 nm. La identificacién de los compuestos
polifendlicos se realiz6 comparando los espectros de absorcion UV y los tiempos de
retenciéon de cada compuesto con los de los estandares puros inyectados en las
mismas condiciones. Cuando los estandares no estaban disponibles, los compuestos se
identificaron de manera tentativa comparando sus espectros UV/Visible con los datos
publicados anteriormente (Fischer et al., 2011; Fredes et al., 2014; Brauchet al., 2016).
La cuantificacidn de las antocianinas se realizé en base a los estandares. La delfinidina
3-glucosido calibracién se utilizé para la cuantificacion de derivados de delfinidina,
mientras que la cianidina 3-glucésido se utilizé para la calibracién de los derivados de
la cianidina. Las concentraciones estimadas se multiplicaron posteriormente por un

factor de correccién del peso molecular respectivo, segun Chandra et al. (2001).
3.5. Anadlisis estadistico

La metodologia estadistica se disefid para cada uno de los estudios a analizar. La
totalidad de los analisis se realizaron mediante el paquete estadistico SPSS 19.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL).

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se mostraron como la
media * la desviacion estandar. Las diferencias de los valores medios entre la
concentracion de los compuestos bioactivos y la actividad antioxidante obtenida en los
diferentes pasos de la digestién gastrointestinal in vitro se analizaron mediante un
analisis de varianza de (ANOVA). Para estudiar entre qué variables de los factores
principales las diferencias fueron estadisticamente significativas (p <0,05) se realizaron
contrastes entre las medias, aplicando el test de Tukey. El analisis de correlacion se
realizd entre los compuestos polifendlicos y las actividades antioxidantes de los

extractos utilizando el andlisis de correlacion de Pearson.

25 Determinacion del efecto antioxidante de extractos de maqui mediante el uso de un
modelo de digestidn in vitro



4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. indice de recuperacién e indice de bioaccesibilidad

Los compuestos polifendlicos (acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas) se
consideran los componentes bioactivos mds importantes de las plantas y las frutas. La
presencia de los compuestos polifenélicos en los alimentos y especialmente en las
frutas podria ser importante para los consumidores, debido a sus propiedades
beneficiosas para la salud. Ademas, estos compuestos bioactivos pueden usarse como
un indicador importante de varias propiedades funcionales como las capacidades

antioxidantes (Gullén et al., 2016).

El indice de recuperacién total de fenoles (CFT) y total de flavonoides (CFIT) del maqui
obtenido después de las diferentes fases (oral, gastrica e intestinal) de la digestidon
gastrointestinal in vitro se muestra en la Figura 6. Se obtuvieron los valores para la
muestra control utilizando una extraccién con metanol y estos valores se asumieron
como el 100% de CFT o CFIT de la muestra. Después de la digestion oral, se obtuvieron
modificaciones minimas (p <0,05) en la recuperacion de la CFIT, ya que el porcentaje
de flavonoides recuperado fue del 103,81%. Sin embargo, esta fase tuvo un efecto
moderado (p <0,05) en el CFT con un indice de recuperacion del 79,79%. En esta fase,
se esperaban modificaciones minimas en el indice de recuperacion de CFT o CFIT
debido al corto tiempo de exposicién y los efectos marginales de la a-amilasa como
menciona Mosele et al. (2016). La digestién gastrica tuvo un ligero efecto sobre el
indice de recuperacion del CFIT, que disminuyd los valores (102,63%) con respecto a
los valores obtenidos después de la digestion oral (p> 0,05). Por otro lado, se observé
un gran aumento, tanto en la muestra control como en la fase oral, en el CFT, con un
indice de recuperacion del 112,92%. Los compuestos fendlicos liberados de la muestra
control después de la digestion gastrica podrian deberse a la ruptura de estos
compuestos con proteinas, residuos de fibra o azlcar, como menciona Gullén et al.
(2015). Este hecho podria atribuirse al pH acido y la actividad enzimdtica que aumenta
la capacidad de extracciéon de los compuestos polifendlicos (acidos fendlicos vy
principalmente flavonoides) de la matriz alimentaria (Rodriguez-Roque et al., 2013). En

la ultima fase de la digestién gastrointestinal, la fase intestinal, tanto los indices de
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recuperaciéon CFIT como CFT se vieron profundamente afectados (p <0,05) con valores
de recuperacion del 17,14% y 21,76%, respectivamente. Esta observacion estuvo de
acuerdo con el trabajo realizado por Mosele et al. (2015) en el que se observd una
disminucion importante, en el CFT, después de la digestidon de la fase intestinal del
zumo de granada (42,2%) y la granada de pasta (27,7%). Del mismo modo, Gullén et al.
(2015) informaron que el indice de recuperacion de los CFT de la harina de bagazo de
manzana y la harina de datil se vio profundamente afectado con una disminucién del
80% y 46%, respectivamente. Este fendmeno podria explicarse, ya que es posible que
cuando la matriz alimentaria se expone a condiciones gastrointestinales, una
proporcién de compuestos polifendlicos se transformen en diferentes formas
estructurales con diferentes propiedades quimicas y diferente biodisponibilidad y

actividad bioldgica (Bermudez-Soto et al., 2007).
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Figura 6. Indice de recuperacién de CFT y CFIT en cada fase intestinal.

Es bien sabido que los polifenoles bioactivos deben ser liberados de la matriz
alimentaria para ejercer efectos bioldgicos sobre la salud humana. En este sentido, la
bioaccesibilidad fendlica se define como la cantidad de polifenoles ingeridos que estan
disponibles para la absorcidn en el intestino después de la digestion (Ahmad-Qasem et
al., 2014). La bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y flavonoides presentes en
el maqui, en la ultima fase de la digestion gastrointestinal tuvieron unos valores del
78,19% y 14,10%, respectivamente. Estos valores sugieren, como se menciond Gullén

et al. (2015), que se han producido varios cambios en los compuestos fendlicos y
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flavonoides como (i) modificacién de la estructura quimica, (ii) mayor solubilidad
reducida o (iii) interaccion durante el desarrollo de la digestidon gastrointestinal de la
baya maqui, lo que influyé en su bioaccesibilidad. Estos resultados estuvieron de
acuerdo con He et al. (2016) donde informaron que la bioaccesibilidad, después de la
digestidn intestinal, de los compuestos fendlicos del jugo de uva y el jugo de naranja
fue del 26,6% y 13,3%, respectivamente. Del mismo modo, Chitindingu et al. (2015)
analizaron la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos en cinco granos de cereal
silvestre y dos domesticados encontrados en Zimbabwe. Estos autores informaron que
la bioaccesibilidad de estos cereales en el intestino delgado oscila entre el 16,76% y el
33,06%.

4.2. Estabilidad de los compuestos polifendlicos presentes en la digestion

gastrointestinal simulada in vitro.

El analisis del HPLC de los extractos de bayas de maqui (Tablas 4, 5 y 6), muestra un
total de veinte compuestos polifendlicos, identificados como antocianinas (ocho
compuestos), flavonoles (once compuestos) y acido eldgico. Con referencia al
contenido de antocianinas, solo se detectaron derivados de delfinidina y derivados de
cianidina. Estos resultados estuvieron de acuerdo con varios autores (Schreckingeret et
al., 2010; Brauch et al., 2016) que informaron de la presencia de ocho antocianinas en
frutos de bayas de maqui identificados como delfinidina o derivados de cianidina. Se
detectaron antocianinas predominantes: delfinidin-3-glucosidean y delphinidin-3-
sambuboside, sin diferencias estadisticas (p> 0,05) entre ellos. En la fase oral (Tabla 4),
la concentracién de todas las antocianinas detectadas disminuyd (p <0,05) con
respecto a la inicial (muestra control). El contenido de delfinidina-3-glucésido
disminuyé un 54,40% y el contenido de delfinidina-3-sambubdsido disminuyé un
54,30%, mientras que la cianidina-3-sambubdsido disminuyé un 80,61%. Este hecho
sugiere que durante la fase oral las antocianinas se liberaron de manera menos
efectiva que durante la extraccién quimica, tal vez debido al bajo tiempo de contacto
con la enzima. En la fase gastrica (Tabla 5), las antocianinas detectadas tuvieron un
incremento (p <0,05) en cuanto a su concentracién con referencia a los valores de la
fase oral, aunque su contenido fue mucho menor que en la muestra control. Este

pequefio aumento de las antocianinas en la fraccidn gastrica se debe probablemente a
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la degradacion parcial de los oligdmeros de proantocianina en cianidinas como se
informé en Stanisavljevic et al. (2015). Ademas, la actividad enzimatica y/o las
condiciones de pH podrian facilitar la ruptura de fenoles de alto peso molecular que

inicialmente pueden unirse a las proteinas o la fibra.

Con respecto a los compuestos individuales, el contenido de delfinidin-3-glucdsido
aumenté en un 49,08%, mientras que el contenido de delfinidin-3-sambubdsido
aumentd un 32,59% con respecto a los valores de la fase oral. En la fase intestinal, se
obtuvo una reduccién drdstica de las antocianinas (Tabla 6). Sdlo se detectaron
cianidina-3-sambubidsido y cianidina-3-glucésido. Estos resultados podrian explicarse
por la liberacién incompleta de antocianinas de la matriz debido a las posibles
interacciones con otros compuestos, como la fibra y los lipidos, por una hidrdlisis
enzimatica pobre y, especialmente, por la inestabilidad de las antocianinas en
condiciones alcalinas (Kosinska-Cagnazzo). et al.,, 2015). De esta manera, Correa-
Betanzo et al. (2014) informaron que después de la digestion intestinal de los extractos
de arandanos, hubo una clara desaparicion de los picos de absorbancia de las
antocianinas, lo que indica la division del anillo de la mayoria de las antocianinas, ya
que las condiciones del pH del medio cambia de acido (pH 2) a alcalino (pH 8) segun
Pérez-Vicente et al. (2002), es importante tener en cuenta que, después de la digestion
intestinal, la forma de las antocianinas en flavilio no seria la predominante debido a la
condicion de pH ligeramente alcalino. Ademads, la posibilidad de que parte de las
antocianinas se metabolice a otras formas oxidadas no coloreadas o se degrade en
otras sustancias quimicas como mencionan Soriano-Sancho et al. (2015). Igualmente,
Mosele et al. (2016) informaron que después de la digestion intestinal de la fruta de
Arbutus unedo, se encontraron pérdidas importantes de antocianinas (80%). De la
misma forma, estos autores (Mosele et al., 2015) informaron que la reduccion del
contenido de antocianinas en jugo de granada, pulpa de granada y extractos de
granada después de la digestion intestinal fue de 70,0%, 69,5% y 28,1%
respectivamente. Sin embargo, a pesar de la evidencia de la reduccién significativa en
antocianinas después de la digestion, el hecho de que no se detectaron antocianinas
en los extractos de la digestidon intestinal, no implica la pérdida completa o la no

absorcién de estos compuestos. Existen varios trabajos que informan que se ha
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encontrado absorcion gastrica de antocianinas y que aproximadamente el 20% de las
antocianinas podrian absorberse de esta manera (Fernandes et al., 2014). Por otro
lado, Manach et al. (2005) informaron que la absorciéon intestinal de antocianinas es

solo el 1% de la cantidad ingerida por via oral.

Respecto a los flavonoides y acidos fendlicos (Tablas 4,5 y 6), se identificaron doce
compuestos, principalmente quercetina y derivados de quercetina (ocho compuestos)
y miricetina y derivados de la miricetina (tres compuestos); También se identifico el
acido elagico que se encontré en la concentracidn mas alta (p <0,05). En referencia a la
quercetina y sus derivados, se encontré dimetoxi-quercetina en la concentracién mas
alta (p <0,05) seguida de la rutina, mientras que la miricetina y sus derivados, la
miricetina-3-glucdsido mostrd la concentracién mds alta (p <0,05). Los resultados
obtenidos coincidieron con los informados por Brauch et al. (2016) quienes informaron
que los derivados de la quercetina y los derivados de la micricetina fueron los

constituyentes mayoritarios sin ser antocianina del maqui.

Con el fin de evaluar la estabilidad de cada flavonoide individual y los compuestos de
acido fendlico, presentes en el maqui, la concentraciéon se midié después de cada fase
de la digestion gastrointestinal in vitro. Al final de la digestion oral, todos los
flavonoides y acidos fendlicos identificados disminuyeron la concentracién (p <0,05)
con respecto a la muestra control. Asi, el acido elagico, el componente principal,
disminuyd 65,17%, mientras que la dimetoxi-quercetina disminuyd 53,40% respecto a
la muestra control (p <0,05). Este fendmeno podria explicarse debido a que estos
compuestos podrian unirse a las proteinas o la fibra en la muestra control, a través de
diferentes mecanismos, como el enlace con hidrégeno, el enlace covalente o las
interacciones hidrofdbicas, por lo que no estan disponibles para ser liberados en esta
fase debido a, como se menciond anteriormente, la actividad marginal de la a-amilasa.
En la fase gastrica, se identificaron los mismos doce compuestos (Tabla 5) y, como
ocurre con las antocianinas, hubo un ligero aumento (p <0,05) en los valores de
concentracidn con respecto a los valores obtenidos en la etapa de digestion oral. Por lo
tanto, el contenido de acido eldgico aumenté un 25,36% vy el contenido de dimetoxi-

qguercetina aumentd un 8,19% en referencia a la fase oral. En cualquier caso, hubo una
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disminucién (p <0,05), en los valores de concentracién, con respecto a los valores de la
muestra control. Los resultados obtenidos sugirieron que la disminucién en la
concentracién de flavonoides y acidos fendlicos del maqui con referencia a la muestra
control que podria explicarse por la interaccién con otros constituyentes de los
alimentos, causando cambios en su peso molecular, solubilidad y estructura quimica
(Scalbert y Williamson, 2000), entre otras, como las condiciones gastricas
(principalmente la actividad enzimatica y el pH) que afectaron la liberacion vy
estabilidad de estos compuestos. Cabe destacar que los flavonoides y los compuestos
de acido fendlico liberados en la digestidn gastrica pueden absorberse y pueden tener
algun efecto antioxidante local en el intestino delgado (Chandrasekara y Shabhidi,
2012). Al final de la digestidn intestinal (Tabla 6), se encontrd una reduccion drastica
de los compuestos polifendlicos. Sélo se identificaron cuatro compuestos de
flavonoides y el acido fendlico (rutina, acido elagico, quercetina-3-galactosidina vy
dimetoxi-quercetina). Los valores de la concentracion fueron mayores (p <0,05) en la
fraccidn exterior que en la fraccidn interior. En ambas fracciones, interior y exterior, la
dimetoxi-quercetina fue el componente principal (p <0,05) seguido por la rutina, el
acido elagico y, finalmente, la quercetina-3-galactésido. Los resultados obtenidos
estuvieron de acuerdo con Gullon et al. (2015) que informaron que después de la
digestion intestinal, los acidos fendlicos y los flavonoides presentes en la harina de
cascara de granada se redujeron severamente en comparacion con las muestras no
digeridas. Estas pérdidas importantes de flavonoides y acidos fendlicos, después de la
fase de digestion intestinal, podrian explicarse por la inestabilidad de estos
compuestos en condiciones alcalinas. Asi, Tenore et al. (2013) sugirieron que algunos
flavonoides glucdsidos parecian tener una buena estabilidad en medio del acido
gastrico, pero tenian una gran inestabilidad en condiciones alcalinas de la digestion
intestinal. Chen et al. (2016) mencionaron que la inestabilidad de estos compuestos,
en condiciones alcalinas, podria atribuirse al hecho de que estos compuestos sufren
varios cambios, como la oxidacion, la polimerizaciéon y la transformaciéon. Ademas,
Saura-Calixto et al. (2007) informaron que la reduccion, en la concentracién de
compuestos fendlicos, en condiciones alcalinas se relacioné con la formacion de

complejos entre estos compuestos y los iones metdlicos, proteinas y/o fibra.
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Tabla 4. Perfil polifendlico de las dos fracciones (fraccidn sélida (FS) y fraccidn liquida (FL)) obtenidas después de la etapa oral, de extractos de maqui en la digestién
gastrointestinal in vitro.

Componente Muestra control Fase Oral
FS FL Total

Antocianinas

Delfinidina-3- sambubiosido-5-glucosido 2,91 +0,02%* 1,40 + 0,02 0,33 £ 0,00 1,73 £ 0,01°
Delfinidina-3,5-diglucosido 4,13 + 0,098 1,83 £0,01 0,41 +0,01 2,24 + 0,04
Cianidina-3-sambubiosido-5-glucosido 2,63+0,11% 0,90 £ 0,01 0,57 £0,01 1,47 + 0,06
Cianidina-3,5-diglucosida 3,86 + 0,09%¢ 1,52+0,14 0,53 +0,01 2,05 + 0,05
Delfinidina-3-sambubiosido-5-glucosido 6,92 +0,10** 2,43 +0,55 0,73 +£0,01 3,16 + 0,15
Delfinidin-3-glucosida 7,15 +0,12%* 2,71+0,26 0,55 + 0,00 3,26 £ 0,25
Cianidina-3-sambubiosa 3,26 + 0,043 0,45 +0,12 0,21 +0,01 0,65 + 0,11
Cianidina-3-glucosido 1,85 + 0,01%¢ 0,45 + 0,09 0,16 + 0,00 0,61 + 0,02¢
Flavonoides

Miricetina-3-galactosido 50,62 + 2,4 16,35 + 0,30 7,68 +0,33 24,03 £ 0,21

Miricetina-3-glucosido 165,57 + 3,01%° 54,19+ 0,12 31,15+ 0,84 85,34 + 0,54°
Quercetina-glucogalina-hexosa 161,40 + 2,19%° 39,99 £ 0,09 12,61 +0,30 52,60 + 0,15
Quercetina-glucogalina-hexosa 116,66 + 2,06 49,08 + 0,28 4,75+0,18 53,83 + 0,24
Rutina 450,67 + 2,57%¢ 110,53 +0,8 131,19+0,48 241,72 £0,61°
Acido elagico 936,59 + 1,40° 258,0 + 0,11 68,15 + 0,24 326,15 + 0,16
Quercetina-3-galactosa 43,74 +0,61% 4,36 + 0,02 1,93 + 0,25 6,29 +0,09¢

Quercetina-3-glucosa 99,42 + 1,47%¢ 33,37 £ 0,06 12,61 £ 0,30 45,98 + 0,18
Quercetina-3-xilosa 32,69 + 0,26%¢ 13,98 +0,13 4,75+0,18 18,73 +0,15¢

Dimetoxy-quercetina 502,17 + 0,91% 188,3 £ 0,35 45,67 £ 0,21 233,99 + 0,29
Miricetina 103,13 + 0,30%F 38,65 +£ 0,20 591+0,17 44,56 + 0,18
Quercetina 85,41 + 0,88 51,37 £ 0,09 6,10 £ 0,04 57,47 + 0,06

Antocianinas (Valores expresados como mg de cada componente/g de muestra)

Flavonoides (Valores expresados como pg de cada componente/g de muestra)

Para el mismo compuesto fendlico, los valores de la misma fila seguidos con la misma letra minuscula (a — d) no son diferentes significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey.
Para la misma fase de digestion, los valores en la misma columna seguidos con la misma letra mayuscula no son diferentes significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey.
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Tabla 5. Perfil polifendlico de las dos fracciones (fraccién sélida (FP) y fraccidn liquida (FS)) obtenidas después de la etapa gastrica, de extractos de maqui en la digestion
gastrointestinal in vitro.

Componente Muestra control Fase Gastrica
FS FL Total

Antocianinas
Delfinidina-3- sambubiosido-5-glucosido 2,91 +0,02%* 1,47 £ 0,01 0,61 +0,02 2,08 + 0,01
Delfinidina-3,5-diglucosido 4,13 + 0,098 2,26 £ 0,02 0,92 +0,01 3,18 + 0,00°¢
Cianidina-3-sambubiosido-5-glucosido 2,63+0,11% 1,08 £ 0,02 0,69 + 0,00 1,77 £ 0,02°F
Cianidina-3,5-diglucosida 3,86 + 0,09%¢ 1,44 + 0,03 0,82 + 0,00 2,26 + 0,01°°
Delfinidina-3-sambubiosido-5-glucosido 6,92 +0,10** 2,72 £ 0,06 1,47 + 0,02 4,19 + 0,04%®
Delfinidin-3-glucosido 7,15 +0,12°* 3,30+ 0,02 1,56 + 0,02 4,86 + 0,03
Cianidina-3-sambubiosa 3,26 +0,04°° 0,53 +0,02 0,39 +0,01 0,92 +0,01°"
Cianidina-3-glucosido 1,85 + 0,01%6 0,66 + 0,01 0,35 + 0,02 1,01 + 0,00%¢
Flavonoides
Miricetina-3-galactosido 50,62 + 2,4 19,81 + 0,38 13,61 + 0,02 33,42 +0,25"
Miricetina-3-glucosido 165,57 + 3,01%° 56,56 £ 0,31 44,00+0,11 100,56 + 0,23%°
Quercetina-glucogalina-hexosa 161,40 + 2,19%° 47,05 0,73 28,38 £ 0,03 75,43 + 0,32
Quercetina-glucogalina-hexosa 116,66 + 2,06 40,04 +0,34 32,74 + 0,06 72,78 + 0,14
Rutina 450,67 + 2,57 111,67 £1,68 95,79 + 0,06 207,46 + 0,78
Acido elagico 936,59 + 1,40% 262,74 £ 2,12 146,12 £ 0,05 408,86 + 1,52
Quercetina-3-galactosa 43,74 +0,61% 4,51 +0,14 3,34 +0,07 7,85 + 0,09°
Quercetina-3-glucosa 99,42 +1,47°¢ 30,95+ 0,23 19,27 £ 0,03 50,22 + 0,11°"
Quercetina-3-xilosa 32,69 + 0,26 13,69+ 0,30 7,36 £ 0,04 21,05+ 0,13
Dimetoxy-quercetina 502,17 + 0,91 170,13 +1,13 83,03 £ 0,02 253,16 + 0,438
Miricetina 103,13 +0,30%F 35,83 +£0,31 14,76 £ 0,75 50,59 + 0,53°"
Quercetina 85,41 + 0,882" 49,31+0,32 16,43 £ 0,05 65,74 + 0,14%°

Antocianinas (Valores expresados como mg de cada componente/g de muestra)

Flavonoides (Valores expresados como ug de cada componente/g de muestra)

Para el mismo compuesto fendlico, los valores de la misma fila seguidos con la misma letra minuscula (a — d) no son diferentes significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey.
Para la misma fase de digestion, los valores en la misma columna seguidos con la misma letra mayuscula no son diferentes significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey.
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Tabla 6. Perfil polifendlico de las dos fracciones (fraccidn sélida (FS) y fraccién liquida (FL)) obtenidas después de la etapa intestinal, de extractos de maqui en la digestion
gastrointestinal in vitro.

Componente Muestra control Fase intestinal
INTERIOR EXTERIOR Total

Antocianinas
Delfinidina-3-sambubiosa-5-glucosido 2,91 +0,02%* N.D. N.D. -
Delfinidina-3,5-diglucosida 4,13 £ 0,098 N.D. N.D. -
Cianidina-3-sambubiosa-5-glucosido 2,63+0,11% N.D. N.D. -
Cianidina-3,5-diglucosida 3,86 + 0,09%¢ N.D. N.D. -
Delfinidina-3-sambubiosa-5-glucosido 6,92 +0,10** N.D. N.D. -
Delfinidin-3-glucosido 7,15 +0,12% N.D. N.D. -
Cianidina-3-sambubiosa 3,26 + 0,043 N.D. 0,02 +0.0 0,02 +0.0%
Cianidina-3-glucosido 1,85 + 0,01%¢ N.D. 0,01+0.0 0,01 + 0.0%
Flavonoides
Miricetina-3-galactosida 50,62 + 2,4% N.D. N.D. -
Miricetina-3-glucosida 165,57 + 3,01%° N.D. N.D. -
Quercetina-glucogalina-hexosa 161,40 + 2,19%° N.D. N.D. -
Quercetina-glucogalina-hexosa 116,66 + 2,06 N.D. N.D. -
Rutina 450,67 + 2,57 9.82+0.28 74,75 £ 1,38 84,57 +0,68%
Acido elagico 936,59 + 1,40°* 3.22 +0.09 28,63 + 0,48 31,85 + 0,284
Quercetina-3-galactosa 43,74 +0,61% 2.15+0.04 14,25 £ 0,32 16,40 + 0,159
Quercetina-3-glucosa 99,42 + 1,47%¢ N.D. N.D. -
Quercetina-3-xilosa 32,69 +0,26%¢ N.D. N.D. -
Dimetoxy-quercetina 502,17 + 0,918 19,48 £ 0.02 118,52 +1.87 138,00 + 0.89%
Miricetina 103,13 +0,30%F N.D. N.D. -
Quercetina 85,41 + 0,88 N.D. N.D. -

Antocianinas (Valores expresados como mg de cada componente/g de muestra)

Flavonoides (Valores expresados como ug de cada componente/g de muestra)

Para el mismo compuesto fendlico, los valores de la misma fila seguidos con la misma letra minuscula (a — d) no son diferentes significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey.
Para la misma fase de digestion, los valores en la misma columna seguidos con la misma letra mayuscula no son diferentes significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey
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4.3. Propiedades antioxidantes.

En este trabajo, la influencia de la digestion gastrointestinal sobre la actividad
antioxidante se evalué mediante el uso de un modelo in vitro que mejor simula las
condiciones fisioldgicas. La actividad antioxidante del maqui, después de cada fase de
la digestion gastrointestinal in vitro, se mantuvo sin cambios en comparacion con el
extracto del maqui metandlica. Para determinar las propiedades antioxidantes del
maqui, se utilizaron cuatro metodologias diferentes en este trabajo debido a que un
solo analisis analitico no puede cuantificar completamente las propiedades totales de
la muestra de antioxidantes, bdasicamente por los diferentes mecanismos que
participan de forma natural. Por esta razén, se realizaron una serie de ensayos
antioxidantes complementarios una serie de ensayos antioxidantes complementarios.
La Tabla 7 muestra los valores de actividad antioxidante obtenidos, después de cada
fase de digestion gastrointestinal in vitro, de frutos de maqui usando los ensayos
DPPH, ABTS, FRAP y FIC.

Tabla 7. Propiedades antioxidantes de las 2 fracciones (liquida y sélida) medidas con los

métodos DPPH, FRAP, FIC y ABTS después de cada etapa (oral, gastrica e intestinal) de la
digestién gastrointestinal in vitro.

Boca
Método Control Liquido Sélido Total % var
DPPH 12,4+0,1b 3,33 +£0,00B 8,01 + 0,00A 11,33 £ 0,00c -8,6
FRAP 36,19+ 1,6b 10,71 £ 0,36B 24,26 £ 0,96A 34,97 £0,52b -3,4
FIC 0,30+ 0,01a 0,11 + 0,00A 0,06 + 0,00B 0,17 £ 0,00c -42,6
ABTS 9,08 £ 0,62b 2,6510,16B 5,46 £ 0,10A 8,11+0,11c -10,7
Estomago
DPPH 12,4 +0,1b 3,40 £ 0,00B 10,55 + 0,01A 13,95+ 0,57a 12,5
FRAP 36,19+ 1,6b 13,24+ 0,12B 31,92 +0,78A 45,16 + 0,55a 24,8
FIC 0,30+ 0,01a 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 0,00 + 0,00 -100
ABTS 9,08 + 0,62b 3,97 £ 0,05B 6,39 £ 0,76A 10,37 +0,42a 14,1
Intestino
DPPH 12,4+0,1b 0,67 £ 0,01B 2,38 £ 0,00A 3,05 +0,01d -75,4
FRAP 36,19+ 1,6b 2,11 £ 0,01B 7,28 £ 0,18A 9,38 £ 0,10c -74,1
FIC 0,30+ 0,01a 0,14 £ 0,00B 0,54 + 0,00A 0,58 £ 0,01a 126,9
ABTS 9,08 £ 0,62b 0,32 £0,01B 1,12 £ 0,16A 1,44 £ 0,02d -84,2

% Var: Porcentaje de variacidn entre los valores iniciales y los valores obtenidos después de la digestion.

Para el mismo método antioxidante, los valores de la misma fila seguidos con la misma letra minuscula (a — d) no son diferentes

significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey.

Para la misma fase de digestion, los valores en la misma columna seguidos con la misma letra mayuscula (A — D) no son diferentes

significativamente (p> 0,05) de acuerdo con la prueba de rango multiple de Tukey.

FIC: expresado como mg equivalentes de EDTA/g; FRAP: expresado como mg equivalentes de Trolox/g; ABTS: expresado como

mg equivalentes de Trolox/g; DPPH: expresado como mg equivalentes de Trolox/g.
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En el ensayo DPPH, la muestra no digerida tuvo valores de 12,40mg TE/g de muestra.
Después de la fase oral, los valores de DPPH tuvieron una ligera reduccion del 8,62% (p
<0,05) con respecto al extracto inicial. Los valores de las fracciones solubles en el
qguimo (LCR) fueron mas bajos (p <0,05) que la fraccion del sedimento (PF). Las fases
gastrica e intestinal tuvieron un gran impacto en la actividad antioxidante del maqui,
determinada con el ensayo DPPH. Por lo tanto, la digestién gdstrica causé un aumento
de 12,50% en la capacidad antioxidante (p <0,05) con respecto a los valores iniciales
del extracto de maqui. Sin embargo, la digestidn intestinal produjo una reduccién de
75,40% de la actividad antioxidante con referencia a la muestra no digerida. En la
comunidad cientifica, existe informacién contradictoria sobre el efecto de la digestion
gastrica e intestinal sobre la actividad antioxidante medida con el ensayo DPPH. Asi,
Celep et al. (2015) informaron que la actividad antioxidante (determinada con el
ensayo DPPH) de los vinos de arandano y cereza, disminuyd significativamente con
respecto a la muestra no digerida. Del mismo modo, Correa-Betanzo et al. (2014)
informaron que la actividad de eliminacién de DPPH de los extractos de arandanos
disminuyé mas del 50% después de la digestion intestinal. Por otro lado, Gullén et al.
(2015) mencionaron que el efecto antioxidante de la exfoliacién de granada después

de la digestion gastrica e intestinal aumentd con respecto a la muestra no digerida.

En lo que respecta al ensayo ABTS, como ocurre con el DPPH, se logrd una ligera
reduccién (p <0,05) en la actividad antioxidante después de la fase oral con respecto a
la muestra no digerida que tenia valores de 9,08 mg TE / g de muestra. Asimismo, los
valores de CSF fueron mas bajos (p <0,05) que PF. En la digestion gastrica, los valores
ABTS aumentaron 14,13% con respecto a los valores iniciales. Estos valores
concordaron con Chandrasekara y Shahidi (2012) quienes informaron que la digestiéon
a base de gas de granos de mijo aumentd los valores ABTS. Sin embargo, Tagliazucchi
et al. (2010) informaron que la actividad de eliminacién de radicales ABTS de los
polifenoles de uva disminuyd durante la digestidn gastrica. En la digestidn intestinal, se
obtuvo una reduccion (p <0,05) de la actividad antioxidante (84,16%) con respecto a la
muestra no digerida. Esta disminucion en la actividad antioxidante podria surgir de la
baja concentracion de compuestos polifendlicos, principalmente antocianinas,

obtenidos en la etapa gastrointestinal. Ademas, como menciond, Celep et al. (2015),
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las interacciones con otros componentes alimentarios, asi como las variaciones en los
valores de pH, podrian causar variaciones en la actividad antioxidante. En cualquier
caso, esta reduccion en la actividad antioxidante obtenida en la fase de la digestidon
gastrointestinal estuvo de acuerdo con las informadas por varios autores (Correa-

Betanzo et al., 2014; Gullén et al., 2015).

Con referencia al poder antioxidante por reduccion del ién férrico (FRAP). Los
resultados obtenidos (Tabla 7) mostraron que se logré una ligera reduccion (p> 0,05)
en los valores de FRAP al final de la digestién oral con respecto a la muestra no
digerida. Después de la fase gastrica, los valores de FRAP aumentaron (p <0,05) 24,77%
con respecto a los valores iniciales de extractos de maqui. Este hecho concuerda con
Gullén et al. (2015) quienes informaron que los valores de FRAP de la cascara de
granada digerida aumentaron después de la digestién gastrica. En la ultima fase de la
digestion gastrointestinal, los valores de FRAP son menores en 74,08% con respecto a
los valores iniciales (p <0,05). Estos resultados coincidieron con los de Bouayed et al.
(2011) quienes informaron que el poder reductor de la manzana digerida fue 57% mas
baja en comparacion con el total de antioxidantes y las manzanas. Los valores de FRAP
obtenidos en la fraccion "interior" fueron 2,11 mgTE / g de muestra, lo que significa
que se logra un poder reductor menor. La Tabla 7 muestra los valores de la actividad
guelante de los iones ferrosos (FIC) de extractos digeridos de maqui. Al final de la
digestion oral, los valores de FIC se redujeron en 42,64% (p <0,05) con respecto a la
muestra inicial. Estos valores sugirieron que los compuestos bioactivos con
propiedades quelantes estaban fuertemente unidos a otros constituyentes de la
matriz, como fibra o proteinas, y su liberaciéon no ocurrié de forma activa en esta etapa
del proceso digestivo. La digestion gastrica afecta significativamente a la capacidad
quelante. En esta etapa, se obtuvo una reduccién del 100% con respecto a la muestra
no digerida, lo que significa que las condiciones de pH y/o las enzimas ejercen un
efecto considerable sobre los compuestos bioactivos con capacidad quelante. Sin
embargo, al final de la digestion intestinal, la actividad quelante aumentd un 126,85%
con respecto a la muestra no digerida (p <0,05). Los resultados obtenidos estuvieron
de acuerdo con Stanisavljevic et al. (2015) quienes informaron que la actividad

guelante del jugo de aronia aumentd después de la digestion intestinal y
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Chandrasekara y Shahidi (2012) informaron que la capacidad quelante del grano de
mijo aumento significativamente al final de la digestién intestinal. Este aumento en la
capacidad quelante puede deberse a la liberacién de varios compuestos como: acidos
fendlicos, flavonoides u otros constituyentes, como ascorbatos, carbohidratos
reductores, tocoferoles, carotenoides o pigmentos que pueden contribuir a la
actividad quelante de la muestra digerida (Gullén et al., 2015). De la misma manera
Stanisavljevic et al. (2015) informaron que el aumento en la capacidad quelante se
debe probablemente a la liberacién de pequefos péptidos que se originan a partir de
proteinas de la matriz. La actividad antioxidante de las soluciones de extracto siempre
dependié de la composicidn y la concentracién de sus antioxidantes, principalmente
compuestos polifendlicos. Genskowsky et al. (2016) mencionaron que las propiedades
antioxidantes de los compuestos polifendlicos presentes en las frutas en general, y en
el maqui en particular, son complicadas de vincular a un compuesto especifico o a
unos compuestos del grupo, debido a su complejidad y variabilidad. Por lo tanto, la
actividad antioxidante podria ser causada por los compuestos mayoritarios presentes
en el maqui, o un efecto sinérgico entre los compuestos mayoritarios y minoritarios. El
andlisis de correlacién podria ser usado para explicar esta relacién. Por lo tanto, la
Tabla 8 mostré las correlaciones entre el perfil polifendlico (es decir, CFT y CFIT) y la
actividad antioxidante en extractos de maqui medidos con ABTS, DPPH, FIC y FRAP,

después de cada fase (oral, gastrica e intestinal) de la digestion gastrointestinal in vitro.

En la digestidon oral (Tabla 8) se obtuvo una correlacidn positiva entre CFT y CFIT y la
actividad antioxidante, medida con los ensayos DPPH, FRAP y ABTS. Sin embargo, se
logré una correlacién negativa para el ensayo FIC y el ensayo CFT y CFIT. En la digestién
gastrica, se encontré una alta correlacién (Tabla 8) entre la CFT y la actividad

antioxidante analizada con las diferentes metodologias.
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Tabla 8. Los valores de la correlacion entre el contenido fendlico total (CFT) o el contenido de
flavonoides total (CFIT) y la actividad antioxidante medidos con los métodos DPPH, FRAP, FIC y

ABTS después de cada fase (oral, gastrica e intestinal) de la digestidn gastrointestinal

Método Oral Gastrica Intestinal
CFT CFIT CFT CFIT CFT CFIT
DPPH 0.998 1.000 0.999 -0.763 1.000 0.995
FRAP 0.991 0.996 0.987 -0.844 0.998 0.989
FIC -0.972 -0.983 0.000 0.000 1.000 0.993
ABTS 0.999 0.999 0.950 -0.913 0.983 0.996

Por otro lado, se logrd una correlacidn negativa entre CFIT y la actividad antioxidante,
lo que sugiere que la actividad antioxidante obtenida en esta fase se debe a otros
compuestos. Con respecto a la fase intestinal, nuevamente se encontré una
correlacién positiva entre CFT y CFIT y la actividad antioxidante obtenida con los
ensayos DPPH, ABTS FIC y FRAP. Los resultados fueron consistentes con estudios
previos (Chandrasekara y Shahidi 2012; Huang et al., 2014; Gullén et al., 2015) que
informaron de una alta correlacion entre los compuestos polifendlicos y la actividad

antioxidante.
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5. CONCLUSION

1. Las muestras de extractos de maqui presentaron un elevado indice de recuperacion
para los compuestos fendlicos y flavonoides, presentando el mayor indice de

recuperacién en la fase gastrica.

2. La ultima etapa de la digestion muestra una bioaccesibilidad mayor para los

compuestos fendlicos que para los flavonoides.

3. Los compuestos polifendlicos presentes en el maqui se liberan en las fases
tempranas de la digestion gastrointestinal, donde podrian ejercer bioactividad, como

compuestos antioxidantes, después de su absorcion en la digestion gastrica.

4. la estabilidad de los compuestos polifendlicos y fundamentalmente de las
antocianinas, se ven profundamente afectados en la Ultima fase de la digestidn,

probablemente modificando sus propiedades fisico-quimicas.

5. Para el método FIC, la actividad antioxidante en la fase intestinal fue superior al

resto de fases y a la propia muestra control, siendo nula en la fase gastrica.

6. En el método FRAP, DPPH y ABTS, la actividad antioxidante de la fraccidn sélida en
todas las fases fue superior a la liquida. Asi, en la fase intestinal la actividad

antioxidante disminuyd considerablemente.

7. El proceso de la digestidn in vitro modifica la actividad antioxidante de todos los

compuestos bioactivos en los extractos de maqui.
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