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In Aetérnum, significa para toda la eternidad.

Me gusta pensar que hay instantes, personas y experiencias en la vida de uno
que son para siempre. Aunque ya no estén, aunque ya no sea lo mismo,
aunque el lugar fisico ni siquiera exista. Va a perdurar en el aire, en alguna

parte del mundo, eso va a ser, PARA SIEMPRE.

A todos los que me han acomparado en este maravilloso capitulo de mi vida.






A mi mami y mi papi (Sandra y Alberto) ustedes que me han motivado desde
siempre a ser la mejor version de mi, a luchar por todo aquello que me
apasione y que llene por completo mi ser, almay espiritu. Siempre me guiaron
en esta aventura de vida regresandome a tierra cuando las fuerzas hacian falta
o cuando los miedos intentaban apoderarse de los suefios, recorddndome

quien era aquella valiente mujer que han criado.

A mis hermanas, Sandra y Lorena, mis queridas repetidas. A Sandra, que con tu
sinceridad y rudeza sin anestesia tan caracteristica me has motivado siempre
a ver las situaciones de una forma mas clara. Luego me diste la mayor alegria
de mi vida, nuestro Arturito, a la distancia cada video ha sido una dosis de
felicidad directa a la vena. Mi Lore, que aunque la noticia de mi partida por la
busqueda de una meta lejos de casa, te daba tristeza y algo de temor,
experimentaste el sentimiento de orgullo por tu pequena hermana, el que me
trasmites desde el dia en que nos enteramos que la beca era una realidad y
desde entonces tu presencia cada noche me recordaba que me acompafiabas

en este viaje (mi lunita lunera).

A mi abuelita Violeta, quien me ha regalado las sonrisas y los abrazos mas
motivadores, y me ha mantenido bien cuidada por mis angelitos, juntas hemos
descubierto que a pesar de los miles de kildmetros que puedan existir, hay

corazones unidos por una fuerza sobrenatural.

A Andrés, por todo el apoyo y la paciencia, acompafidandome dia tras dia
mientras me iba descubriendo desde escenarios diferentes. Por abriste aun

mas mis alas, gracias Guerrero!



Mis Rangers of Science, mi Tripode eterno, mis seres de luz, mis hermanos
europeos: Andrea y Quim. Mentes con hambre incansable por aprender y
compartirlo. A mi querida Andrea, porque me has ensefado de la vida mucho
mas de lo que te podrias imaginar. Enfrentdndote al mundo con esa tu forma
tan auténtica, contagiando libertad, reinventdndonos desde nuestras
imperfecciones, apoydndonos, aconsejandonos, respetandonos y lo mads
valioso de todo aceptdndonos. A mi Quim mads Kong, por ser inspiracion
durante todos estos afios, sin duda alguna tu pasién por la ciencia y tu
naturalidad para su difusién representa el modelo del cientifico de esta época,
ese que desea transformar el mundo mostrandose a él como un ser auténtico,
creativo, sofador, creador y muy trabajador. Esa calidad humana que tienes
gue me hizo sentir acogida desde el dia uno en nuestro querido Lab, el apoyo
constante en las distintas facetas que hemos experimentado, el hombro y los
brazos para acogernos ante momentos duros de la vida que nos han
convertido en seres aun mas fuertes. Sin duda eres una huella imborrable en

este capitulo de mi vida.

A Ever, por esa actitud realista, positiva y relajada que en ocasiones a muchos
nos hace falta para enfrentarse a fracasos necesarios en nuestra formacién
como investigadores. Eres esa postura masculina del laboratorio que equilibra

la locura de emociones en el L1-03.

A Mayra, mi angel desde el 2014, juntas nos embarcamos a esta montafia rusa,
enfrentandonos a ella cada una desde su forma de ser, aprendiendo sobre
tolerancia y convivencia. Afio tras afio descubriéndonos y compartiendo

emociones y también frustraciones distintas. Gracias por todos esos abrazos



que los sentia como familia. Por siempre seremos: “tU tan sopa y chipa

Paraguaya y yo tan ceviche y encebollado”.

A Virginia, mi querida Vir, siempre tan atenta a cualquier necesidad que se
presentaba, buscando como sea la forma de quitar o esquivar las piedras que
se intentaban cruzar en el camino. Atenta hasta en el mds minimo detalle.
Dueiia de un carifio tan sincero que reconforta. La vida me ha regalado tus
palabras, abrazos, fortaleza y consejos, en los momentos oportunos para ser

guiay luz.

A todos los Técnicos del IIAD (Carolina, Mario, Milagro) por la apertura para
enseflarme y ayudarme ante cualquier novedad que se presentaba al
enfrentarme a un nuevo equipo.

A mis compafieros de la planta 1 por todos los buenos momentos, risas y

tertulias durante los almuerzos y comidas.

A mis S/N (Marifer, Daca, Susi, Dani, Guto, Zavala, Michy, Josal) gracias por
acompafiarme a la distancia con mensajes divertidos, animos, y recordarme lo
orgullosos que estan siempre de mi. Con el paso del tiempo nos hemos ido
reinventando en las distintas etapas que hemos experimentado durante estos
4 afos, ahora cada vez mas maduros, cada uno con su forma de enfrentar
retos y a la vida misma, siempre tan distintos pero a la vez complementarios.

Espero que ese rencuentro (completo) lo podamos vivir pronto.



A mi compadre Pedro, por acompanarme siempre durante estos afios desde
nuestra querida VLC o desde nuestra tierrita, pendiente de cada nuevo

alcance, y fortaleciéndonos aun mas desde otras experiencias de vida.

A mi querida embajada de Ecuador en VLC (Katherine, Jairo, Gabo, Carlos,
Ivan, Maria José, Josue, Terry, Antonio, Mafer, Anisa) han llenado de buenos e
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enfrentar la vida. Estando tan lejos de la tierrita pudimos sentir un pedacito de
ella desde cada sazén o desde cada particularidad para expresar nuestras
costumbres, que convertian cada reuniéon en una nueva oportunidad para
coleccionar recuerdos y sonrisas, recordaremos Narnia por siempre!. Con cada
experiencia vivida por estos lados, podemos afirmar que hemos evolucionado.
Nos hemos atrevido a salir de nuestra zona de confort, y en ese proceso nos
hemos descubierto con capacidades para enfrentar situaciones solos, ahora no
hay nada que nos detenga, solo es cuestidon de sofiar, plantearlo y trabajar

muy duro para hacerlo realidad.

A mis Tutoras (Ana Andrés y Ana Heredia), no hay duda alguna que tuve la
dicha de aprender junto a mujeres de ciencia extraordinarias, exigentes con la
calidad en los trabajos, auténticos ejemplo de mujeres empoderadas. Siempre
tan cercanas y con la completa disposicion en la transmisidn del conocimiento.
Otorgando en el camino la confianza suficiente para permitirme descubrir y
desarrollar capacidades investigativas, ensefidndome que en la resolucion de
los experimentales fallidos y en las multiples correcciones de escritura es en

donde mas se aprende y se desarrollan las competencias investigativas y



humanas que marcan la diferencia entre seres con excelencia cientifica y

simples maquinas de laboratorio.

Ana Andrés, tutora, amiga y madre Europea, me quedan cortas las palabras
para expresar mi agradecimiento por acompanarme y aconsejarme en el
camino por descubrir a esta nueva mujer de ciencia e independiente de
pensamientos y acciones en la que me voy convirtiendo. Siempre con las
palabras adecuadas para hacerme entender que cada experiencia en la vida
sirve para fortalecernos y enfrentarnos a nuestros propios miedos e
inseguridades sin permitir estancarnos, buscando soluciones que hagan que

primen por sobre todo nuestra propia estabilidad emocional.






RESUMEN

La incorporacién de lipidos en la alimentacidn del ser humano resulta esencial para
lograr una correcta homeostasis en el individuo. Las propiedades fisicoquimicas de los
lipidos estan condicionadas por el origen y su estructura, determinando su interaccion
con otros componentes de la matriz alimentaria. Estos factores considerados como
inherentes al alimento, junto con las condiciones fisioldgicas del entorno digestivo
propias de cada individuo, pueden modular la digestibilidad y la posterior absorcién
intestinal de los lipidos. Asi por ejemplo, en el contexto de las patologias que cursan
insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) como es el caso de la fibrosis quistica (FQ), la
maldigestion de alimentos y malabsorcién de nutrientes, especialmente de los lipidos,
es una de las principales consecuencias. En estos casos, los pacientes siguen una serie
de recomendaciones médicas y dietéticas que consisten en la administracion oral de
un suplemento enzimatico de pancreatina encapsulada asi como en un aumento de la
ingesta de alimentos con alto contenido lipidico. En este escenario, los alimentos
lipidicos de origen vegetal como frutos secos, semillas, asi como alimentos
formulados con derivados de estos, son especialmente recomendados por su perfil
lipidico rico en acidos grasos mono y poliinsaturados. La metodologia de simulacidn in
vitro de la digestidn gastrointestinal permite imitar los procesos bioquimicos propios
del tracto gastrointestinal estableciendo las condiciones propias del medio (pH,
concentraciéon de enzimas, sales biliares, etc.) segun la etapa digestiva. Esta
metodologia esta avalada por la comunidad cientifica del drea de Ciencia y Tecnologia
alimentaria, para analizar la influencia de los diversos factores implicados en la
digestibilidad y bioaccesibilidad de nutrientes en condiciones fisioldgicas concretas
como por ejemplo las determinantes de la Fibrosis Quistica. El objetivo principal de
esta tesis doctoral fue analizar la influencia de los factores inherentes al alimento
sobre la digestibilidad lipidica y bioaccesibilidad de compuestos bioactivos en
matrices alimentarias ricas en lipidos de origen vegetal. Las matrices seleccionadas
fueron: semillas y germinados de chia, frutos secos (nueces y cacahuetes), chocolates

(negro, con leche y blanco) y productos de panaderia (pan integral, pan blanco,



galletas tipo Maria, galletas con pepitas de chocolate, pastel de chocolate, donut,
gofre, croissant y magdalenas). Estas fueron seleccionadas principalmente en base a
los resultados de encuestas nutricionales sobre consumo frecuente de alimentos en
pacientes pediatricos de Fibrosis Quistica. Otro de los objetivos centrales fue analizar
la influencia de las condiciones gastrointestinales caracteristicas de la FQ (pH
intestinal subdptimo, secrecion biliar y pancreatica reducidas) sobre la lipdlisis y
bioaccesibilidad de compuestos bioactivos. Asi, los resultados de esta tesis permiten
afirmar que la estructura matricial, su composicién, el tipo de procesado y la
interaccion entre nutrientes son determinantes en la lipdlisis y bioaccesibilidad de
algunos compuestos bioactivos en condiciones intestinales alteradas como sucede en
FQ, teniendo menor repercusién en condiciones estdndares de adulto sano. Asi por
ejemplo, en el caso de la chia y los frutos secos se evidencié que un mayor nivel de
desestructuracion (reduccion de tamafio de las matrices) resulta en una mejor
digestibilidad de los macronutrientes. Por otro lado, determinados procesos como la
germinacién de semillas de chia se traduce en una mejora en la digestibilidad lipidica
y bioaccesibilidad de compuestos fendlicos. En el caso de chocolates y productos de
panaderia cabe destacar que su composicion (contenido y tipo de grasa, proteinas,
emulsificantes, etc.) juegan un papel esencial en la digestibilidad de macro vy
micronutrientes. Finalmente, los ensayos realizados a distintas dosis de suplemento
enzimdtico permitieron identificar que las dosis adecuadas para mejorar la
bioaccesibilidad de compuestos bioactivos, asi como para lograr una O6ptima
extension de la lipdlisis no son Unicamente en funcidn de la cantidad de grasa. La
modelizacién de los resultados experimentales obtenidos en cuanto a la dosificacién
enzimdtica en condiciones FQ, permitié obtener una herramienta para la prediccion
de la dosis dptima de enzimas recomendable en el tratamiento clinico de terapia de

sustitucidon enzimatica en pacientes con fibrosis quistica.



ABSTRACT

Incorporation of lipids in the diet of human beings is essential to achieve a correct
homeostasis in the individual. The physicochemical properties of lipids are
conditioned by the origin and the structure, determining its interaction with other
components of the food matrix. These factors are considered as inherent to the food,
and together with the physiological conditions of the digestion lumen, can modulate
the digestibility and subsequent intestinal absorption lipid absorption. Thus, in the
context of pathologies that present with exocrine pancreatic insufficiency (IPE), such
as cystic fibrosis (CF), food maldigestion and malabsorption of nutrients, especially
lipids, is one of the main consequences. In these cases, patients follow a series of
medical and dietary recommendations, including the oral administration of
encapsulated pancreatin enzyme supplements and high intake of lipid-rich foods.
Plant-origin foods such as nuts, seeds and derivate foods are especially recommended
because of their lipid profile, which is rich in mono and polyunsaturated fatty acids.
The methodology of in vitro simulation of gastrointestinal digestion allows for
imitating the biochemical processes of the gastrointestinal tract establishing the
specific conditions (pH, concentration of enzymes, bile salts, etc.) according to the
digestive stage. This methodology is endorsed by the scientific community in the area
of Food Science and Technology, to analyze the influence of various factors involved
in the digestibility and bioavailability of nutrients under specific physiological
conditions, such as those which are determinants of Cystic Fibrosis. The main
objective of this doctoral thesis was to analyze the influence of inherent-to-food
factors on the lipid digestibility and bioaccessibility of bioactive compounds in food
matrices rich in vegetable lipids. The selected matrices were: seeds and sprouts of
chia, nuts (walnuts and peanuts), chocolates (black, with milk and white) and bakery
products (wheat bread, white bread, cookies, cookies with chocolate chips, chocolate
cake, donut, waffle, croissant and muffins). These were mainly selected based on the

results of nutritional surveys on frequent food consumption in pediatric with Cystic



Fibrosis. Another main objective was to analyze the influence of the characteristic
gastrointestinal conditions of Cystic Fibrosis (suboptimal intestinal pH, reduced biliary
and pancreatic secretion) on the lipolysis and bioavailability of bioactive compounds.
Thus, the results of this thesis allow us to affirm that the matrix structure, its
composition, the type of processing and the interaction between nutrients, are
determinants of lipolysis and bioavailability of some bioactive compounds in altered
intestinal conditions as in CF, having less repercussion in standard healthy adult
conditions. For example, in the case of chia and nuts, it was evident that a greater
reduction of size of the matrices results in a better macronutrient digestibility. On the
other hand, germination of chia seeds results in an improvement in the lipid
digestibility and bioavailability of phenolic compounds. In the case of chocolates and
bakery products it should be noted that their composition (content and type of fat,
proteins, emulsifiers, etc.) play an essential role in the digestibility of macro and
micronutrients. Finally the tests carried out at different doses of enzyme supplement
allowed for identifying that the adequate doses to improve the bioavailability of
bioactive compounds, as well as to achieve optimal lipolysis, are not only dependent
of the amount of fat. The modeling of the experimental results obtained in terms of
enzymatic dosing under Cystic Fibrosis conditions allowed the development of a tool
for the prediction of the optimal dose of enzymes recommended for the clinical

treatment of enzyme replacement therapy in patients with cystic fibrosis.



RESUM

La incorporacié de lipids en l'alimentacié de I'ésser huma resulta essencial per a
aconseguir una correcta homeostasis en |'individu. Les propietats fisicoquimiques dels
lipids estan condicionades per l'origen i la seua estructura, determinant la seua
interaccid amb altres components de la matriu alimentaria. Estos factors considerats
com inherents a l'aliment, junt amb les condicions fisiologiques de I'entorn digestiu
propies de cada individu, poden modular la digestibilitat i la posterior absorcid
intestinal dels lipids. Aixi per exemple, en el context de les patologies que cursen
insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) com és el cas de la fibrosi quistica (FQ), la
maldigestio d'aliments i malabsorcié de nutrients, especialment dels lipids, és una de
les principals conseqliencies. En estos casos, els pacients seguixen una série de
recomanacions mediques i dietétiques que consistixen en I'administracié oral d'un
suplement enzimatic de pancreatina encapsulada aixi com en un augment de la
ingesta d'aliments amb alt contingut lipidico. En este escenari, els aliments lipidics
d'origen vegetal com a fruits secs, llavors, aixi com aliments formulats amb derivats
d'estos, sén especialment recomanats pel seu perfil lipidic, que és ric en acids grassos
mono i poliinsaturats. La metodologia de simulacid in vitro de la digestié
gastrointestinal permet imitar els processos bioquimics propis del tracte
gastrointestinal establint condicions propies del mig (pH, concentracié d'enzims, sals
biliars, etc.) segons I'etapa digestiva. Esta metodologia esta avalada per la comunitat
cientifica de I'area de Ciéncia i Tecnologia alimentaria, per a analitzar la influéncia dels
diversos factors implicats en la digestibilitat i bioaccesibilidad de nutrients en
condicions fisiologiques concretes com per exemple les determinants de la Fibrosi
Quistica. L'objectiu principal d'esta tesi doctoral va ser analitzar la influéncia dels
factors inherents a l'aliment sobre la digestibilitat lipidica i bioaccesibilidad de
compostos bioactivos en matrius alimentaries riques en lipids d'origen vegetal. Les
matrius seleccionades van ser: llavors i germinats de xia, fruites seques (anous i
cacauets) , xocolates (negre, amb llet i blanc) i productes de forn (pa integral, pa

blanc, galletes, galletes amb llavors de xocolate, pastis de xocolate, donut, gofre,



croissant i magdalenes). Estos van ser seleccionats principalment basant-se en els
resultats d'enquestes nutricionals sobre consum freqlient d'aliments en pacients
pediatrics de Fibrosi Quistica. Un altre dels objectius centrals va ser analitzar la
influencia de les condicions gastrointestinals caracteristiques de la FQ (pH intestinal
suboptim, secrecid biliar i pancreatica reduides) sobre la lipolisi i bioaccesibilitat de
compostos bioactivos. Aixi, els resultats d'esta tesi permeten afirmar que I'estructura
matricial, la seua composicio, el tipus de processat i la interaccié entre nutrients sén
determinants en la lipdlisis i bioaccesibilidad d'alguns compostos bioactius en
condicions intestinals alterades com succeix en FQ, tenint menor repercussié en
condicions estandards d'adult sa. Aixi per exemple, en el cas de la xia i els fruits secs
es va evidenciar que un major nivell de desestructuracid (reduccié de grandaria de les
matrius) resulta en una millor digestibilitat dels macronutrients. D'altra banda, la
germinacié de llavors, de xia, millora en la digestibilitat lipidica i bioaccesibilitat de
compostos fenolics. En el cas del xocolates i productes de forn cal destacar que la
seua composicid (contingut i tipus de greix, proteines, emulsificants, etc.) juguen un
paper essencial en la digestibilitat de macro i micronutrients. Finalment els assajos
realitzats a distintes dosis de suplement enzimatic van permetre identificar que les
dosis adequades per a millorar la bioaccesibilidad de compostos bioactius, aixi com
per a aconseguir una optima extensid de la lipdlisis no sén Unicament funcié de la
quantitat de greix. La modelitzacioé dels resultats experimentals obtinguts pel que fa a
la dosificacié enzimatica en condicions FQ, va permetre obtindre una ferramenta per
a la prediccié de la dosi optima d'enzims recomanable per al tractament clinic de

terapia de substitucié enzimatica en pacients amb fibrosi quistica.



PREFACIO

Justificacion e interés del estudio

La fibrosis quistica (FQ) es la enfermedad hereditaria autosémica mas comun en
Europa, con mas de 38000 casos registrados. La mayoria de los pacientes (85%)
padece Insuficiencia Pancreatica Exocrina (IPE). La IPE se caracteriza por la
incapacidad del pancreas para sintetizar los requerimientos enzimdticos necesarios
para la correcta digestion de los alimentos dando lugar a una maldigestién vy
malabsorcion de nutrientes, especialmente de los lipidos. La incidencia de IPE es
especialmente relevante en pacientes pediatricos, pues conlleva un retraso en su
crecimiento y desarrollo fisioldgico. La IPE puedes ser tratada clinicamente a través de
una terapia de suplementacion enzimatica (TSE), que consiste en la administraciéon
oral, en cada ingesta alimentaria, de enzimas pancredticas encapsuladas, acompafada
de un seguimiento nutricional. La dosificacidon de esta terapia se basa actualmente en
la experiencia médica, sintomatologia clinica del paciente, y contenido total de grasa
del alimento/plato. Sin embargo, estos criterios parecen ser insuficientes ya que los
pacientes siguen presentando deficiencias en la digestion de alimentos y absorcion de
nutrientes que no sélo conducen al empeoramiento del estado nutricional, sino que
también provocan manifestaciones marginales ocasionando dolor abdominal y
esteatorrea y en general empeoramiento de la esperanza de vida y de la calidad de
vida del paciente de FQ.

En cuanto al criterio “grasa total del alimento”, son diversos los estudios cientificos
gue demuestran que la cinética de la liberacion de acidos grasos, y su extensién final,
durante la digestion se encuentra modulada por diversos factores inherentes al
alimento tales como la estructura, naturaleza y estado quimico de la grasa,
interacciones entre macronutrientes, entre otros. Por tanto, estos factores podrian
afectar también a la efectividad de la TSE. De acuerdo a lo anteriormente expuesto,
parece necesario elucidar la influencia de estos factores inherentes al alimento sobre

la TSE en el contexto de las condiciones gastrointestinales de IPE para ajustar de



forma mas adecuada la dosis de suplemento en cada alimento/plato y mejorar la
efectividad de la terapia.

Asi, la presente tesis doctoral ha sido desarrollada en el marco del proyecto
multidisciplinar “Innovative approach for self-management and social welfare of cystic
fibrosis patients in europe: development, validation and implementation of a

telematics tool (MyCyFAPP)” (www.mycyfapp.eu) financiado por la Union Europea en

el contexto del Programa Horizonte 2020 (Grant Agreement: 643806). El objetivo
global del mismo ha sido el desarrollo de una aplicacion mévil (APP) dirigida a
pacientes pediatricos con FQ para los que se busca fomentar, a través de la APP, una
mayor autogestion de la enfermedad en aspectos relacionados con su estado
nutricional y con la dosificacion de la TSE. En este ultimo sentido, los objetivos de los
paquetes de trabajo 2 y 3 del proyecto, liderados por el Instituto Universitario de
Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo de la Universitat Politecnica de Valéncia,
han sido: (a) establecer una metodologia estandarizada para simular la digestion in
vitro en condiciones gastrointestinales de IPE, (b) digerir in vitro un numero
representativo de alimentos pertenecientes a los grupos alimentarios que
contribuyen mayoritariamente a la ingesta de lipidos a través de la dieta de nifios FQ,
con el fin de (c) generar una base de datos y un modelo predictivo de la dosis 6ptima
de enzimas a través de la APP. La metodologia experimental aplicada ha permitido, a
su vez, generar conocimiento en cuanto a cémo los factores inherentes a los
alimentos (composicion quimica, estructura molecular de los lipidos, matriz
alimentaria) y las condiciones gastrointestinales (composicion de los fluidos digestivos
y pH intestinal), afectan a la hidrélisis de los lipidos dietéticos. En este sentido, la
presente tesis doctoral recoge parte de los resultados obtenidos en MyCyFAPP vy
concretamente los relacionados con la digestion in vitro de matrices alimentarias que

contienen lipidos de origen vegetal de forma nativa o incluidos en su formulacién.
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1.1. Lipidosy salud

1.1.1. Clasificacion y estructura general de los lipidos dietarios

Los lipidos son un grupo amplio y heterogéneo de moléculas, siendo los mayoritarios
los triglicéridos (TAG del inglés Triacylglyceride) (92-96 %), seguidos de fosfolipidos,
esteroles (Ej: colesterol), ceras y vitaminas liposolubles. Los TAG son ésteres de un
solo glicerol unido a tres acidos grasos (Figura 1.1). Tanto la naturaleza de los acidos
grasos constituyentes (longitud de la cadena y grado de insaturacion) como su
distribucién posicional, determinan sus propiedades fisico-quimicas y digestibilidad
(Guo, Ye, Bellissimo, Singh, & Rousseau, 2017). Debido a la estructura asimétrica del
glicerol, los acidos grasos esterificados se distinguen por su posicién, la posicidn sn-1,
sn-2 y sn-3. Teniendo en cuenta su destino metabdlico en el tracto digestivo, los
acidos grasos sn-1 y sn-3 se consideran esterificados en las posiciones "externas",

mientras que la posicién sn-2 se denomina "interna".

o Acido Palmitico
H,C—O
| wwidojoleic/o\/\/\/
HC—O
n2Q
| 9 12 15
e s — w
HC—0
et Acido Alfa-linoleico
GLICEROL CADENA DE ACIDOS GRASOS

Figura 1. 1. Estructura de un triglicérido que incluye al glicerol y las tres cadenas de acidos
grasos.

En funcién del nimero de dobles enlaces que contengan los acidos grasos, se
clasifican como: saturados (sin dobles enlaces, SFA del inglés Saturated fatty acid),
monoinsaturados (un doble enlace, MUFA del inglés monounsaturated fatty acids) o

3
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poliinsaturados (dos o mds dobles enlaces, PUFA del inglés Polyunsaturated fatty
acids). Algunos de estos acidos grasos han de ser incorporados a través de la dieta, ya
gue estos no pueden ser sintetizados por el organismo (EFA del inglés Essential Fatty
Acids). Los EFAs lo conforman dos familias principales: los acidos omega-3, como el
acido a-linoleico (ALA), y sus derivados como el acido eicosapentaenoico (EPA) o el
acido docosahexaenoico (DHA), y los acidos omega-6 como el linoleico (LA), precursor
del acido araquiddnico (AA).

Como se muestra en la Tabla 1.1, las grasas o aceites naturales comparten
basicamente los mismos acidos grasos distribuidos de forma variable en el esqueleto
del glicerol (Karupaiah & Sundram, 2007; Michalski et al., 2013). La distribucion de
acidos grasos en los TAG no es aleatoria (Hilditch & Williams, 1949; Norris & Mattil,
1947). Asi, el acido palmitico se ubica preferentemente en la posicién sn-2 en la grasa
lactea y manteca de cerdo, mientras que se concentra en las posiciones sn-1,3 en
sebo de res, aceite de soja y manteca de cacao. Los acidos grasos insaturados (oleico,
linoleico) se encuentran principalmente en la posicidon sn-2 en el aceite de soja y la
manteca de cacao, mientras que en la manteca de cerdo, el acido oleico se encuentra

principalmente en las posiciones externas (Hunter, 2001).
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Tabla 1.1. Conformacién de triglicéridos dominantes en aceites y grasas naturales en

alimentos.

TRIGLICERIDOS

Aceite Vegetal

Aceite de palma POP POO POL
Aceite de nueces LLL OLL PLL

Aceite de cacahuete ooL POL OLL
Manteca de cacao POS SOS POP
Grasa Animal

Grasa de Huevo POO PLO POS
Mantequilla PPB PPC POP
Manteca de cerdo SPO OPL OPO

Abreviaciones: P: Palmitico; O: Oleico; S: Estedrico; L: Linoleico

B: Butirico C: Caprico (Karupaiah & Sundram, 2007).

Los lipidos dietéticos proceden tanto de fuentes animales como vegetales. Los lipidos

de origen animal son generalmente sdlidos a temperatura ambiente y contienen

predominantemente SFA y MUFA, como ocurre en las carnes, productos lacteos,

yema de huevo; mientras que las fuentes de lipidos de origen vegetal contienen una

variedad mas amplia de acidos grasos y tienden a ser liquidos a temperatura

ambiente, como por ejemplo: aceites de semillas, frutos secos y sus aceites. La

excepcion a esta generalizacidén son las grasas de pescados que son ricos en PUFA,

especialmente el aceite de pescado de salmén o de atun, asi como el aceite de coco y

palma que presentan una elevado contenido en d4cidos grasos saturados, y por tanto

son soélidos a temperatura ambiente (Chow, 2000).
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1.1.2. Laimportancia de los lipidos en la salud

Los lipidos presentan valores nutricionales indiscutibles. En primer lugar, los lipidos
almacenados en el tejido adiposo representan una fuente de energia durante los
periodos de restriccién de alimentos. El rendimiento de la oxidacién completa de los
acidos grasos es de aprox. 9 kcal / g (o 38 ki / g), y superior al de las proteinas y los
carbohidratos, ambos con rendimientos de energia de aprox. 4 kcal / g (17 kl / g). En
segundo lugar, el consumo regular de pescado, semillas y frutos secos proporciona
acidos grasos esenciales. De este modo, EPA, DHA y AA se pueden suministrar
directamente de esta fuente de alimentos o sintetizarse a partir de sus precursores,
ALA y LA. Sin embargo, la conversién de ALA a DHA y EPA es limitada, siendo
aproximadamente del 4 al 9% y del 0,3 al 21% respectivamente, segun el género del
individuo (Arterburn, Hall, & Oken, 2006; Burdge & Wootton, 2002; Harnack,
Andersen, & Somoza, 2009). Por lo tanto, se recomienda que los acidos grasos
esenciales sean incluidos en la dieta para cumplir con los requisitos del organismo.
Los acidos grasos omega-3 (es decir, EPA, DHA y ALA) estan involucrados en la sintesis
de eicosanoides que son metabolitos importantes en los procesos inflamatorios
(Calder, 2010; Simopoulos, 2013) y funciones neuronales (Bourre, 2006; Wainwright,
2002).

Es de gran importancia considerar que los &acidos grasos son componentes
estructurales de las membranas celulares y organulos celulares, principalmente como
fosfolipidos. El cerebro, tiene las dreas de superficie de membrana mds grandes en
comparacién con otros érganos; 40 a 60% del peso seco del cerebro consiste en
lipidos, 35% de los cuales son PUFA (Yehuda, Rabinovitz, & Mostofsky, 1999). La
calidad de los acidos grasos consumidos, y especificamente su grado de insaturacion
(es decir, PUFA), presenta un impacto en la estructura y funcidn del cerebro (Haag,
2003). Los acidos grasos insaturados proporcionan a la membrana mas flexibilidad

que los saturados, debido a las curvas en la cadena de acidos grasos creadas por los
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dobles enlaces. La fluidez dptima es esencial para permitir que los neurotransmisores
se unan a los receptores de membrana y se genere la propagacién de la informacién
eléctrica dentro de la célula.

Los lipidos de la dieta también son necesarios para el transporte y la absorcién de
vitaminas liposolubles (A, D, E y K) y son precursores de hormonas esteroides
(estrégenos, testosterona, hormonas suprarrenales) (Gurr, Harwood, & Frayn, 2002).
Segln la opinidn cientifica de la Autoridad Europea para la Seguridad de los Alimentos
(European Food Safety Authority-EFSA), el consumo de grasas debe encontrarse entre
el 20 y el 35 % del total de la energia diaria adquirida (EFSA Panel on Dietetic
Products, Nutrition, 2010). Por ello, y a pesar de los beneficios propios de la ingesta
de grasas saludables, un consumo excesivo de grasas puede conllevar consecuencias
como la hiperlipidemia, niveles elevados de lipidos y colesterol en la sangre ( Grundy
& Denke, 1990), representando un alto factor de riesgo para la aterosclerosis y, por
tanto, de enfermedades cardiovasculares (Temple, 1994). Valores elevados de acidos
grasos plasmaticos se han asociado, de igual manera, con resistencia a la insulina
(Boden, 1997; Shulman, 2000) y la obesidad (Bray, Paeratakul, & Popkin, 2004). La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en 2003 fijé los objetivos saludables de
ingesta de acidos grasos entre: PUFA n-6 en 5 a 8% para PUFA n-3 de 6 a 10%, y <10%
para SFA. En cuanto a los acidos grasos monoinsaturados (MUFA), su objetivo de
consumo se establecié como: "grasa total menos (acidos grasos saturados + acidos
grasos poliinsaturados + acidos grasos trans)" y para los acidos grasos trans inferior al
1%. En cuanto al colesterol, se recomienda no exceder una ingesta de 300 mg por dia
por parte de la poblacion adulta (WHO/FAQ, 2003).

Cabe destacar que en determinadas patologias, como es el caso de la Fibrosis
Quistica, los lipidos son el nutriente mas importante en la dieta del paciente, debido a
que la insuficiencia pancredtica exocrina, compromete su digestibilidad (Turck et al.,

2016). Finalmente, desde un punto de vista organoléptico, los lipidos proporcionan
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palatabilidad al alimento al contribuir a su textura (sensacién en la boca) y también

tienen la capacidad de transportar compuestos aromaticos (Lucca & Tepper, 1994).

1.2. Proceso digestivo y digestion de lipidos alimentarios

1.2.1. Proceso digestivo

La digestion es un proceso complejo esencial para la salud en el que ocurre la
transformacion de los alimentos previamente ingeridos en sustancias mas sencillas
para ser absorbidas por los organismos y poder ser empleados en el crecimiento,
mantenimiento de las células y como aporte energético. La conversidon de los
alimentos en sustancias absorbibles se realiza por desdoblamiento mecanico, quimico
y enzimatico. Ocurren por tanto, dos procesos principales y simultaneos: (i)
transformaciones mecanicas que reducen el tamafio de particula de los alimentos; y
(i) transformaciones quimicas y enzimaticas donde las macromoléculas se hidrolizan
en compuestos mas pequefios que luego se absorben en el torrente sanguineo. Los
glicidos complejos, las grasas y proteinas se convierten durante la digestion en
monosacaridos, glicerol y dcidos grasos, y aminoacidos respectivamente.

El proceso de digestion se desarrolla en tres etapas: oral, géstrica e intestinal.

Etapa Oral:

La digestidn de los alimentos empieza en la cavidad oral, donde la masticacion y las
secreciones salivares se convierten en factores clave. La saliva es un fluido bioldgico
compuesto por agua, mucinas, proteinas tales como amilasa, lisozima y peroxidasa.
También contiene electrolitos, incluyendo Ca? +, Na +, K + y Mg? +, y urea (Humphrey
& Williamson, 2001; Levine, 1993).Durante la masticacién, la matriz alimentaria se
descompone en fragmentos de menor tamafio y se inicia la digestion de los
carbohidratos y grasas a través de la acciéon de la a-amilasa y lipasa lingual. La a-
amilasa salival inicia la hidrdlisis enzimatica de los polisacaridos en disacaridos, como

la maltosa. El pH para la éptima actividad enzimatica de la a-amilasa se encuentra
8
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alrededor de 7. El producto resultante de esta etapa oral se denomina bolo, el cual se
traga y llega al estdmago por medio del esdfago (Figura 1.2) (Pedersen, Bardow,

Jensen, & Nauntofte, 2002)

Almiddn

Figura 1.2. Proceso enzimatico en la etapa oral. Accidn de la a-amilasa rompiendo las cadenas
de polisacaridos.

Etapa Gastrica:

El bolo alimenticio recorre el es6fago impulsado por movimientos peristalticos de
contraccion de los musculos de sus paredes, que contribuyen a una mayor
descomposicidn del bolo y permiten la entrada en el estémago. El estdmago es el
principal érgano de la digestién y se divide en 5 regiones (cardias, eséfago, fundus,
cuerpo, antro y piloro. En el estémago se secretan varias sustancias que reciben en
conjunto el nombre de jugo gastrico, cuyos componentes principales son el acido
clorhidrico y pepsina. El revestimiento del estdmago estd cubierto por células
epiteliales columnares estrechamente unidas, asi como por moco que protege la
mucosa de la secrecion de 4cido y la digestion con pepsina y lipasa géstrica (Smith &
Morton, 2001). El pH gastrico varia entre 1 y 3 durante un estado de ayuno y entre 5.5
y 7 después de la ingesta de alimentos, aunque esos valores fluctian enormemente
entre los individuos y dependen de los alimentos consumidos en términos de
cantidad y tipo (N’'Goma, Amara, Dridi, Jannin, & Carriére, 2012). La presencia de
alimentos en el estdmago estimula la secrecién &acido-gastrica producida por las

bombas de protones lo que provoca una disminucién de pH hasta valores cercanos a
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3, el cual se mantiene a lo largo de la digestién gastrica (Dressman et al., 1990). En el
estébmago los alimentos se transforman en una papilla pastosa llamada quimo. La
principal enzima digestiva del jugo gastrico es la pepsina, la cual es principalmente
responsable de la protedlisis, cuya actividad hidroliza las proteinas y las convierte en
bloques peptidicos de cadena corta y en aminodacidos libres (Kalantzi et al., 2006).
También en el estdmago prosigue la digestion de los lipidos por accién de la lipasa
gastrica, si bien esta se inactiva rapidamente con la caida de pH de manera que
Unicamente entre el 10 y 30% de la digestion de los lipidos tiene lugar en la etapa
gastrica (Carriére et al., 2000). Cuando la descomposicion de la matriz alimentaria
alcanza un tamafio lo suficientemente pequefio, el quimo pasa por el piloro, un
musculo de constriccién situado en el extremo inferior del estdmago que se abre
directamente hacia el duodeno. El tiempo de residencia del bolo en el estémago varia
en funcidn de la composicidon del alimento y del individuo, aunque se situa en dos

horas en promedio (Figura 1.3).

Proteina ; ‘{

Péptidos @l @
© 90 e Lipidos
o . & o (Triglicéridos)
el - ) ==

Aminodcidos -

Acidos Grasos
v glicerol

Figura 1.3. Accion enzimatica durante la etapa gastrica. Accidén de la pepsina sobre las
proteinas dando como resultado péptidos. Accién de Lipasa gastrica que inician la
digestibilidad de los triglicéridos.

Etapa intestinal:
El quimo acido del estdmago se vacia progresivamente al intestino delgado, que es la
porcién mas larga del tracto digestivo. Mide aproximadamente unos 7 metros desde

el piloro hasta la unién ileocecal y es el érgano mas importante de la digestion de
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alimentos y absorcidon de los productos de digestién. En el intestino delgado se
distinguen tres partes: una seccién corta (el duodeno) que recibe las secreciones
digestivas del pancreas y del higado, y dos secciones mas largas, el yeyuno y el ileon
(Barrett, 2018). La morfologia del intestino delgado esta adaptada a sus dos funciones
principales en la digestion: la descomposicion de las macromoléculas y la absorcién
de agua y nutrientes (Guerra et al., 2012).

Una vez en el duodeno, el quimo acido se neutraliza con bicarbonato de sodio
(NaHCOs) (Kalantzi et al., 2006) hasta alcanzar un pH alrededor de 7, es decir el
Optimo para las enzimas pancreaticas (Carriere et al., 2000). Las enzimas pancreaticas
(una mezcla compleja de proteasas, amilasas y lipasas) y otras enzimas digestivas
producidas por la pared interna del intestino delgado actdan conjuntamente en la
digestion de los macronutrientes de los alimentos, que incluye la descomposicion
final de los carbohidratos por parte la amilasas, y de las proteinas y péptidos por parte
de las proteasas, a monosacaridos y aminodcidos, respectivamente (Figura 1.4).

El fendmeno de la digestion y de la absorcidn en el intestino depende en gran medida
del contacto del alimento con las paredes intestinales, por lo que cuanto mayor sea
éste y en una superficie mas amplia, mejor sera la digestiéon y absorcidon de los
alimentos. Esto nos da una de las caracteristicas morfoldgicas mas importantes del
intestino delgado que es la presencia de numerosos pliegues y microvellosidades que
amplifican la superficie de absorcidn de los enterocitos. Los enterocitos son células
epiteliales del intestino encargadas de realizar la absorcion de diversos nutrientes, el
transporte de agua y electrolitos al interior del organismo y la secrecién de proteina a

la luz intestinal.

11
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Figura 1.4. Accion enzimatica durante etapa intestinal por acciéon de pancreatina, posterior
absorcién de macronutrientes en vellosidades de enterocitos y paso al torrente sanguineo. A.
Accion amilasa. B. Accidn proteasa C. Accidn Lipasas.

El material no digerido y absorbido en el intestino delgado pasa al intestino grueso o
colon. Las funciones principales del colén son: (i) la absorcidn de agua y electrolitos,
(ii) la fermentacion de polisacaridos y proteinas por microbiota coldnica, (iii) la
reabsorcidon de sales biliares y (iv) la formacién, almacenamiento y eliminacidn de
heces (Guerra et al., 2012). Estd habitado en perfecta simbiosis por mas de 400
especies de bacterias diferentes que constituyen la llamada Microbiota Intestinal,
algunas de las cuales producen nutrientes que pueden absorberse, entre los que se
incluyen, vitamina k, biotina y 4cidos grasos de cadena corta, como acético,
propidnico, butirico, etc. Las bacterias del colon son capaces de degradar
polisacaridos especificos de la pared celular de los vegetales y aumentar asi las
capacidades digestivas humanas. El ser humano por si solo obtiene pocos nutrientes
de los carbohidratos complejos como celulosa, hemicelulosa y pectina y son las
bacterias del colon las que despliegan un arsenal de enzimas, que rompen esas
cadenas largas en carbohidratos simples que posteriormente son fermentados

generando acidos grasos de cadena corta que son absorbidos por los enterocitos.
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1.2.2. Digestién de lipidos alimentarios

Como se ha dicho anteriormente, la digestion de las grasas comienza en la boca con la
secrecidn de la lipasa lingual, un componente de la saliva que aumenta su actividad
cuando el bolo entra en el estémago y el pH se hace mds acido. La accidén de esta
lipasa no es tan importante como la que realizan la lipasa secretada por la mucosa

gastrica, y las lipasas secretadas por el pancreas y por la mucosa intestinal.

1.2.2.1. Lipidos en la etapa oral

Al parecer la lipasa lingual tiene un papel importante en bebés y en roedores, sin
embargo, su funcidn, e incluso su presencia real, es menos clara en personas de edad
adulta (Bernbéack, Blackberg, & Hernell, 1990; Denigris, Hamosh, Kasbekar, Lee, &
Hamosh, 1988; Hamosh, Scow, Hamosh, & Scow, 1973; Kulkarni & Mattes, 2014;
Stewart et al., 2010). Por otro lado, se ha observado que algunas emulsiones pueden
flocularse, unirse y experimentar una inversidon de fase (por ejemplo, la emulsién de
aceite en agua se convierte en una emulsion de agua en aceite) debido a la salivacion,
a la fuerza de mezcla producida por la masticacion y a la temperatura de la boca
(Malone, Appelgvist, & Norton, 2003; Vingerhoeds, Blijdenstein, Zoet, & Aken, 2005).
Estos procesos de floculacidon de emulsiones de aceite que pueden ocurrir en la boca,
tienen a su vez un efecto sobre la digestibilidad posterior en el tracto digestivo

(Mcclements, Decker, & Park, 2009; Silletti, Vingerhoeds, Norde, & Aken, 2007).

1.2.2.2. Lipidos en el estomago

Los lipidos alimentarios que llegan al estémago pueden formar parte de distintos
tipos de matrices sélidas (ej: carnes, pescados, frutos secos, productos de panaderia,
etc...), en forma de emulsién (ej. Mayonesa, leche, etc.), o bien en forma libre, es
decir, sin formar parte de ninguna matriz alimentaria (ej: aceite, mantequilla, etc). En

el primer caso, la funcién de mezclado del estémago junto con los procesos de
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hidrolisis acida y enzimdatica provoca la liberacidn progresiva de los lipidos de la
matriz. La mayor o menor presencia de fosfolipidos en el medio procedentes de la
ingesta, asi como la presencia de los aminodcidos producto de la hidrdlisis de las
proteinas contribuyen en mayor o menor medida a la emulsificacion de las grasas en
el estdmago aunque en ocasiones también se observan fendmenos de coalescencia
Armand et al. (1994). En esta etapa, la lipasa gastrica contribuye entre el 10 y el 30%
de la hidrdlisis lipidica, si bien puede contribuir hasta un 7.5% adicional debido a que
puede mantener su actividad en el duodeno al inicio de la etapa intestinal cuando

todavia el pH es relativamente acido (Martine Armand, 2007; Moreau et al., 1989).

1.2.2.3. Lipidos en el intestino delgado

La digestion de los lipidos en el intestino implica distintos eventos tanto a nivel de la
mucosa como a nivel luminal. A nivel luminal, se producen procesos de: 1)
emulsificacion, 2) lipdlisis, 3) solubilizacion micelar y 4) difusidén, mientras que a nivel
de la mucosa se produce: 1) captacion, 2) resintesis lipidica, 3) formacién de

quilomicrones y 4) secrecion a linfa.

La emulsificaciéon de los lipidos en el intestino es crucial para la eficiencia de las
lipasas ya que incrementa la superficie de reaccidn para las lipasas, que son enzimas
cuya accién se produce en la interfase de los gldbulos grasos. De ahi la importancia de
las sales biliares que actian como detergentes, disminuyendo la tension superficial y
formando micelas (Carey & Hernell, 1992). La bilis es una mezcla compleja de
componentes organicos e inorganicos, compuesta de agua, sales biliares (~ 25-35%
del contenido sélido), fosfolipidos (principalmente lecitina), colesterol
(aproximadamente 4% del contenido sélido), pigmentos como la bilirrubina (~ 2% del
contenido de solidos) y sales inorganicas (Johnson, 1991). Las sales biliares
sintetizadas en el higado a partir del colesterol, llegan al duodeno después de haber
sido almacenadas en la vesicula biliar. Las sales biliares son surfactantes naturales,

moléculas anfifilicas, compuestas por una cara lipdfila e hidrdfila. Las sales biliares
14
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mas abundantes son el colato, el desoxicolato y el quenodeoxicolato conjugados con
glicina (75%) o taurina (25%) (Maldonado-Valderrama et al., 2011). Se sitdan en la
interfase proyectando su cara hidrofilica en el agua y la hidrofébica en los TAG (Carey
& Hernell, 1992). La acumulacién de sales biliares en la interfase de los globulos de
grasa confiere una carga negativa a las gotas de aceite, provocando la adsorcién de la
colipasa, reduciendo la tension superficial de las gotitas haciendo posible el anclaje a
la lipasa pancreatica (Lowe, 2002). Adicionalmente, las sales biliares tienen un papel
de "limpieza", ya que eliminan de la interfase otras moléculas anfifilicas, como las
proteinas y los productos lipoliticos. Las sales biliares también participan en la
solubilizacion de los productos de la lipdlisis que junto con la accidén de los
fosfolipidos, forman micelas reconocibles para su absorcidon en la pared intestinal

(Maldonado-Valderrama et al., 2011).

Se considera que la mayor parte de la hidrélisis de los TAG se produce en la etapa
intestinal que conduce a la formacidn de diacilglicéridos (DAG), monoglicéridos (MAG)
y AGLs. En general se asumen que durante la hidrélisis, los TAG dan lugar a una
molécula de MAG y dos AGL. La lipasa pancredtica es responsable de la mayor parte
de este fraccionamiento, al actuar sobre la superficie de las micelas que engloban los
TGA. La enzima pancredtica colipasa, favorece la formacion del complejo sales
biliares-lipasa-colipasa que posibilita la lipdlisis. Adicionalmente, la colesterol esterasa
y la fosfolipasa, son enzimas pancredticas que hidrolizan los esteres de colesterol y los
enlaces éster de los fosfolipidos presentes en los alimentos.

A medida que se van generando productos de la actividad enzimatica a nivel luminal,
estos van siendo absorbidos por los enterocitos de la mucosa intestinal y una vez en
el interior de la célula se convierten de nuevo en TGA (Carey & Hernell, 1992). Los
acidos grasos de cadena corta y media (longitud de cadena <12 dtomos de carbono)
son bastante solubles en agua y pasan los enterocitos por difusion pasiva. Los acidos
grasos de cadena larga (> 12 atomos de carbono), en particular los que estan

parcialmente ionizados, deben ser solubilizados por las sales biliares y transportados
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como micelas mixtas (Hernell, Staggers, & Carey, 1990). Las micelas mixtas se pueden
absorber a través de las microvellosidades intestinales en los enterocitos de la
mucosa. Dentro del enterocito, los TGA se unen a fosfolipidos, a unas proteinas
especificas (apoproteinas) y a una pequefia cantidad de colesterol, para formar
grandes agregados lipoproteicos denominados quilomicrones que pasan a la linfa
(Carey, Small & Bliss, 1983; Igbal & Hussain, 2009). Los AGLs se pueden transportar a
través de la vena porta o el vaso linfatico dependiendo de su longitud de cadena y
grado de insaturacion (Mu & Hgy, 2004). Por lo tanto, los AGL de cadena corta y
media, que son mas solubles en agua que los AGL de cadena larga, se absorben

directamente en la sangre portal.

1.2.2.4. Lipidos en el colon

El material que no se absorbe en el intestino delgado llega al colon, el sitio principal
de la captacién de agua y electrolitos. Los acidos grasos de cadena corta (AGCC;
acidos acético, propidnico y butirico) se producen en el colon a partir de la
fermentacion de los carbohidratos de la dieta no digeridos ni absorbidos (Cummings,
1981). Las sales biliares y el colesterol que llegan al colon pueden reabsorberse o
degradarse y excretarse en las heces.

Dado que la digestidn de los lipidos es un proceso altamente eficiente, se supone que
la mayoria de los lipidos de la dieta se hidrolizan y absorben en el intestino delgado
(Carey, Small and Bliss, 1983). El exceso de lipidos no digeridos en las heces,
denominada esteatorrea, se observa generalmente en individuos que sufren
enfermedades pancredticas o gastrointestinales (Davenport, 1982), o en pacientes a
los que se les han administrado inhibidores de la lipasa, como los prescritos para el
control del peso (Hvizdos & Markham, 1999). Sin embargo, dependiendo de la
estructura de los alimentos vegetales ingeridos, una proporcion significativa de lipidos

y nutrientes lipofilicos, como carotenoides, puede pasar del ileon al colon, incluso en
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sujetos sanos (Ellis et al., 2004; Hoad et al., 2011; Mandalari, Faulks, Rich, Lo Turco,

Picout, Lo Curto & Ellis, 2008; Tydeman et al., 2010).
1.3. Factores que influyen en la digestibilidad de los lipidos

Actualmente, el estudio de la digestidn de alimentos resulta clave para poder generar
informacién relevante para llevar a cabo una alimentacién saludable. La variabilidad
de la digestién de los lipidos esta principalmente relacionada con dos tipos de
factores: a) los relacionados con las propiedades del alimentos que los contiene
(estructura matricial, interacciones entre ingredientes, influencia del procesado o
método de cocinado, etc.) y b) los relacionados con las variables intestinales propias
de cada individuo (nivel de secrecidén de jugos gastricos, biliares y pancreaticos, por
ejemplo) los cuales dependen de la edad, estado de salud, cantidad y tipo de grasa
ingerida en la dieta, etc. En esta seccidn, se presentan algunas de las evidencias que
se conocen sobre la influencia de los mencionados factores sobre la digestidon de
lipidos.

La gran mayoria de estudios orientados a analizar la influencia de distintos factores en
la digestibilidad de lipidos alimentarios, se han centrado en sistemas
monocomponentes o emulsiones ideales, con el fin de simplificar el caracter
multifactor y complejo de la mayoria de los alimentos. Existen pocos estudios en la
literatura que aborden la complejidad de alimento sdlidos estructurados y la
influencia de diferentes variables del lumen del tracto gastrointestinal (Guo et al.,
2017). Existe evidencia suficiente para afirmar que dentro de la complejidad de las
estructuras de los alimentos, se derivan multiples interacciones matriciales entre los
componentes que lo conforman, lo que altera de manera inequivoca el
comportamiento observado de los componentes aislados cuando se someten a
digestion. Asi, todavia falta conocimiento para comprender el impacto de la matriz
alimentaria, los procesos y otros tantos factores en el resultados de la digestion (Guo

et al., 2017; Mcclements, Decker, Park, et al., 2009).
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1.3.1. Factores inherentes al alimento

La accesibilidad de las lipasas a los TAG puede verse limitada por las caracteristicas de
la matriz alimentaria, que incluye entre otros, su composicién, las interacciones entre
macronutrientes, estructura y comportamiento mecanico durante el transito
intestinal (Calvo-lerma, Fornés-Ferrer, Heredia, & Andrés, 2018).

La matriz alimentaria, ademas de lipidos, suele contener proteinas y carbohidratos de
diferente naturaleza (almiddn, fibras entre otros). La matriz se desestructura durante
la masticacién, se diluye por accién de la saliva y el jugo gastrico y se hidroliza por
medio de las enzimas digestivas, lo que permite la liberacidén de las lipidos y/o el
acceso de las lipasas a sus sustratos en la posterior etapa intestinal (Mu & Hgy, 2004).
Esta es la razén por la cual, tanto la composicidn como la estructura de la matriz

alimentaria, afectan el destino de la digestidn de los lipidos de la dieta.

Influencia de la composicion y estructura de los triglicéridos sobre la lipdlisis

Tal como se indicé en apartados anteriores, la longitud de la cadena del acido graso y
el grado de insaturacién, junto con su distribucidn posicional estereoespecifica,
pueden afectar la extensidon de la lipdlisis alcanzada (Rogalska, Ransac, & Verger,
1990). La velocidad y el alcance de la digestion de los TAG durante la digestidn in vitro
disminuye al aumentar la longitud de la cadena de acidos grasos en este orden:
triacilglicerol de cadena corta (SCT)> triacilglicerol de cadena media (MCT)>
triacilglicerol de cadena larga (LCT). Esto se atribuye al hecho de que los AGL liberados
de las LCT pueden acumularse en las superficies de las gotitas de aceite, lo que
restringe el acceso de la lipasa a otros TAG (Day, Rago, Domke, Velikov, & Bonn, 2010;
Devraj et al., 2013). Por el contrario, los AGL de cadena media o corta presentan una
mayor afinidad por el agua y se mueven rapidamente hacia la fase acuosa, lo que
facilita el acceso de las lipasas a los TAG (Sek, Porter, Kaukonen, & Charman, 2002)

aun no digeridos. Sin embargo, este efecto en el retraso de la digestidn de lipidos de
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cadena larga depende de la concentracidn de sales biliares, ya que concentraciones
mas elevadas de sales biliares producen una mayor extension de la digestion con LCT
(Devraj et al., 2013).

La posicidn de los acidos grasos dentro de los TAG (especialmente los acidos grasos de
cadena larga en las posiciones sn-1 o sn-3 afecta la digestidn de los lipidos. Los acidos
grasos liberados de las posiciones sn-1 y sn-3 frecuentemente tienen diferentes
destinos metabdlicos que los acidos grasos retenidos en la posicidon sn-2 (Hunter,
2001). Los acidos grasos de cadena corta y media (<10 atomos de carbono) se pueden
solubilizar en la fase acuosa del contenido intestinal, donde se absorben. Los acidos
grasos de cadena mas larga, como el palmitico y el estedrico, tienen bajos coeficientes
de absorcidn porque primero tienen que formar micelas para ser absorbidos.

El grado de insaturacién de los TAG (es decir, poliinsaturado vs. mono-insaturado)
parece no afectar significativamente la digestion de los lipidos. Sin embargo, es
importante destacar que existe escasa informacién cientifica disponible a este

respecto (Guo et al., 2017).

Influencia de los componentes de la matriz alimentaria sobre la lipdlisis

En los alimentos con estructura lipidica en emulsidén de aceite en agua, tedricamente,
la pelicula proteica presente en una interfaz aceite-agua se descompone facilmente
por proteasas y es desplazada por las sales biliares (Maldonado-Valderrama et al.,
2008). Las propiedades de las proteinas generalmente tienen poco efecto sobre la
digestion de los lipidos (Singh & Ye, 2013).

En comparacién con la proteina animal, las proteinas vegetales pueden limitar la
lipdlisis durante la digestion. Por ejemplo, las gliadinas de trigo son mucho mas
insolubles e hidréfobas, por lo que forman una pelicula interfacial compacta vy
resistente al desplazamiento por parte de las sales biliares. Esto dificulta la difusién de

la lipasa hacia la superficie de los globulos grasos, lo que resulta en un menor grado
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de digestion. Otro ejemplo son las proteinas de la soja que presentan mas resistencia
que la B-lactoglobulina al desplazamiento interfacial por parte de las sales biliares en
la interfaz aceite-agua, lo que también conduce a una disminucién de la digestion
lipidica (Qiu, Sun, Cui, & Zhao, 2013; Qiu, Zhao, Andrew, & Julian, 2015).

En una matriz sélida proteica, como el queso, cuando las gotas de grasa se dispersan,
la estructura de la matriz alimentaria circundante se convierte en el factor dominante
qgue controla la digestidon. Durante la digestion, la estructura proteica de la red 3D
dentro de la matriz alimentaria puede obstruir la difusion de enzimas hacia la
superficie de los glébulos de grasos. En este tipo de sistemas, la lipdlisis estard
condicionada por la velocidad y el grado de la protedlisis: a medida que la estructura
proteica se descompone, los lipidos se liberan de la matriz alimentaria, siendo
accesibles para las lipasas (Dickinson, 2012).

Por otro lado, hay estudios que indican que las cadenas de polisacaridos protegen las
emulsiones de aceite en agua contra la lipélisis formando una capa gruesa e hidratada
qgue impide el contacto fisico de las lipasas con el glébulo graso (Nakamura, Yoshida,
Maeda, & Corredig, 2006). En la industria alimentaria, los polisacaridos se utilizan
para espesar, dado que presentan poca preferencia a la emulsificacién, dada su falta
de actividad superficial (Dickinson, 2009). En cuanto a los carbohidratos se refiere,
estos han sido sefialados como componentes que disminuyen la lipdlisis por otros
mecanismos, como el aumento de la viscosidad del medio de digestién (Lairon, Play,

& Jourdheuil-rahmani, 2007).

Influencia de la organizacion de los lipidos en la matriz alimentaria

Los lipidos deben ser accesibles a las enzimas digestivas para lograr su digestion y
absorcion. La composicion y la estructura de la matriz alimentaria pueden afectar la
accesibilidad de las lipasas a los lipidos dietarios. Los lipidos pueden presentarse en
los alimentos como lipidos accesibles o lipidos confinados. Los lipidos accesibles son

aquellos no emulsionados, como los aceites, el tejido adiposo o emulsiones de agua
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en aceite, como la mantequilla. Los lipidos confinados se encuentran en los alimentos
en forma glébulos grasos de pequefio tamafio, rodeadas por una fase acuosa liquida o
semiliquida (emulsiones de aceite en agua) o pueden presentarse en una fase sélida

(lipidos encapsulados).

De acuerdo a Michalski et al., (2013) en las matrices alimentarias podemos encontrar

los lipidos organizados segun tres tipos de estructuras:

1) Estructuras con fase lipidica continua como es el caso de los aceites, emulsiones
de agua en aceite como la mantequilla, y el chocolate que es una dispersidon de

particulas distribuidas en grasa sélida.

2) Estructuras con fase acuosa continua, como el caso de las emulsiones de aceite en

agua como la leche, salsas, la yema de huevo, etc.

3) Estructura de sélidos complejos en los que las grasas quedan atrapadas por
elementos estructurales formados por otros nutrientes como proteinas o
carbohidratos, como es el caso de alimentos procesados como el queso, o productos

de panaderia (Michalski et al., 2013).

Algunos ejemplos de distintas organizaciones de los lipidos en alimentos se detallan a

continuacion:

En almendras, las estructuras portadoras de aceite que pueden representar mas del
50% del peso del fruto seco, se encuentran formando parte de las paredes celulares.
Por lo tanto, la liberacién de estos lipidos es un paso previo imprescindible para la
accion de las enzimas lipoliticas. Se ha observado que tan solo aproximadamente el
10% de los lipidos en las almendras crudas y tostadas se liberan de las almendras
después de la masticacién y las células permanecen en gran parte intactas. Por lo

tanto, la digestién y la bioaccesibilidad de los lipidos en la almendra se encuentra
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regulada por la estructura y las propiedades de las paredes celulares que rodean los
cuerpos oleosos (Grundy et al., 2016).

En el caso de los productos lacteos procesados como el queso y el yogur, las grasa se
encentran atrapadas en una matriz sélida o semisélida. Ciertos estudios han
demostrado que los péptidos y AGL se liberan mas facilmente en leches y yogures
(que son matrices liquidas y semisdlidas, respectivamente) en comparacion con los
guesos (que son matrices sdlidas). Para el queso, las caracteristicas estructurales y la
dureza son por tanto determinantes de la digestién de lipidos (Guo et al., 2017).

En muchos casos, son los procesos industriales y domésticos los que provocan
cambios estructurales en las matrices alimentarias. Asi por ejemplo, el huevo en el
que los lipidos de la yema de huevo estdn dispersados en forma de lipoproteinas el
tipo de preparacion afecta la digestibilidad y bioaccesibilidad de macro y

micronutrientes (Asensio-Grau et al., 2018).

1.3.2. Factores inherentes al individuo

Los factores inherentes al individuo relacionados con el proceso de digestion son
aquellos relacionados con las alteraciones gastrointestinales del individuo. Las
alteraciones hormonales por ejemplo, pueden modificar algunas variables del proceso
de digestidn, como el tiempo de transito o la secrecion de fluidos digestivos (Carswell
et al., 2014). El estado fisiolégico alterado, como la inflamacién o infeccidn, también
puede modificar la digestion y la absorcién de nutrientes (Ferrari et al., 2015). La edad
del individuo es también determinante de este proceso. Por ejemplo, los recién
nacidos no tienen un sistema digestivo completamente desarrollado, incluida la falta
de secrecién de enzimas digestivas, y el tiempo de transito es mas rapido (Mooij,
Koning, & Huijsman, 2012). En contraste, en los ancianos, varios factores se ven
afectados, comenzando por las dificultades en la masticacion y la disminucion

progresiva de las secreciones enzimaticas (Casellas, Aparici, Casaus, & Rodri, 2013).
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Otras patologias especificas también implican complicaciones en la digestién, como es
el caso del sindrome del intestino corto, en el que la seccién de absorcién de
nutrientes del intestino se reduce drasticamente (O’keefe et al., 2006).

En el caso particular de la insuficiencia pancreatica exocrina (EPI), las alteraciones que
la caracterizan presentan un elevado impacto sobre la digestién intestinal de los
macronutrientes, y en especial de los lipidos. En esta patologia se ve reducida la
secrecidn de enzimas pancreaticas, y puede también estar comprometida la secrecion
de bicarbonato al duodeno. Otras condiciones particulares en la insuficiencia
pancreatica pueden incluir concentraciones y composicidn de sales biliares alteradas.
La etiologia de la insuficiencia pancredtica exdgena puede clasificarse en pancreaticas
y no pancreaticas:

Causas pancredticas:

Pancreatitis crdnica, fibrosis quistica, cancer de pancreas, pancreatitis autoinmune,
sindrome de Shwachman-Diamond

Causas no pancredticas:

Enfermedad celiaca, enfermedad de Crohn, sindrome de Zollinger-Ellison,
intervenciones quirurgicas gastrointestinales y pancreaticas.

En este tipo de patologias y con el fin de mejorar la digestibilidad de los nutrientes es
necesaria la adopcién de una Terapia de sustitucion enzimatica pancreatica (TSEP)
(Borowitz et al., 2002; Sinaasappel et al., 2002), la cual se explica detalladamente mas
adelante.

Es importante indicar que en ciertas ocasiones las alteraciones pueden conducir a
posibles afecciones gastrointestinales individuales que modifican la accién de la
Terapia de Sustitucion Enzimatica Pancredtica (TSEP). A continuacidn, se exponen
detalladamente las alteraciones que se pueden dar en la insuficiencia pancredtica y su

impacto sobre la digestion.
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pH Gastrico

En el estdmago, el pH se mantiene en un promedio de 3 durante la digestion gastrica
(Armand et al., 2004). Sin embargo, puede modificarse mediante el uso de
inhibidores de la bomba de protones (IBP) que bloquean la secrecion de protones
haciendo que el fluido gastrico sea menos acido. Como consecuencia del efecto
inhibitorio sobre la secrecidon de acido causada por el uso de IBP, el ambiente en el
estdmago puede alcanzar un pH de 4 y 5. Este aumento puede tener un impacto en la
protedlisis, ya que las proteasas tienen un pH éptimo alrededor de 3-4. Otro efecto
del uso de los IBP seria que el quimo pasa al intestino delgado a un pH mayor que 3;
por lo que a pesar de la disminucidn de la secrecién de bicarbonato, el aumento del
pH en esa etapa seria mayor, favoreciendo la actividad de la lipasa pancreatica
(Zentler-Munro, Fine, Batten, & Northfield, 1985).

pH Intestinal

A pesar del hecho de que las enzimas pancreaticas se administran para mejorar la
insuficiencia pancreatica, la falta de bicarbonato crea un ambiente acido, en el que las
enzimas no tienen una actividad éptima. Algunos estudios han demostrado que el pH
intestinal en patologias como la Fibrosis Quistica (FQ) oscila entre 4.5 y 6.5, mientras
que en individuos sanos alcanza valores superiores a 7 (Clarke, Stien, & Walker, 2001;
Gelfond, Ma, Semler, & Borowitz, 2013; Rovner, Schall, Mondick, Zhuang, &
Mascarenhas, 2013; Rowe et al., 2014). Ademas, el tiempo requerido para aumentar
el pH del contenido gastrico que ingresa al duodeno es de alrededor 1 minuto en
condiciones saludables, mientras que en la FQ se retrasa hasta 30 minutos (Gelfond et
al., 2013). En conclusién, el pH mas bajo en esta etapa reduce la actividad enzimatica,

por lo tanto la eficacia del TSEP.

Sales Biliares
La concentracion de sales biliares puede llegar a ser de hasta 10 veces menor en el
caso de la FQ (Maldonado-Valderrama et al., 2011). Estudios realizados hace varios

anos, dirigen a suplementar a los pacientes con FQ con taurina para lograr una mejor
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digestion de la grasa. Sin embargo, la literatura recopila conclusiones controvertidas
sobre este tema. Algunos estudios sefialan un resultado sin efecto (Merli et al., 1994;
Thompson, Robb, & Davidson, 1987), mientras que otros confirman su papel
beneficioso como adyuvantes (Belli et al., 1987; Colombo, Arlati, Curcio, Maiavacca, &
Garatti, 1988). La discrepancia puede estar relacionada con diferentes disefios

experimentales y metodologias de determinacion a AGL.

1.4. Fibrosis quistica y terapia de sustitucion enzimatica.

Las enfermedades o alteraciones gastrointestinales son todas aquellas patologias que
afectan a los érganos que conforman el sistema digestivo. El intestino delgado, donde
se produce la absorcidon de todos los nutrientes, es un drgano de aproximadamente 9
metros de longitud. Resulta evidente que en una superficie tan grande cualquier
alteraciéon afecta de forma directa a la absorcién de nutrientes porque es el
responsable del transito nutricional desde el sistema digestivo a la sangre. Es por ello
que cualquier alteracion de la membrana intestinal puede tener severas
consecuencias sobre el estado de salud de un individuo. En general, estas alteraciones
son ocasionadas por bacterias, parasitos, virus y ciertos alimentos, aunque algunos
medicamentos también pueden provocarlas. Sin embargo existe un grupo de
trastornos cronicos del tracto gastrointestinal resultado de la interaccién de factores
genéticos, epigenéticos y ambientales como la enfermedad inflamatoria intestinal
(Ell) crénica, que comprende la enfermedad de Crohn (EC), la colitis ulcerosa (CU) y la
colitis inclasificable (Cl)(lborra, Beltran, & Nos, 2011). Dentro de este grupo de
enfermedades genéticas con repercusiones a nivel gastrointestinal se encuentra la
Fibrosis Quistica, enfermedad sobre la que se contextualiza esta tesis doctoral, y de la

gue se dara mayor detalle a continuacién.

25



1. INTRODUCCION

1.4.1. Fibrosis Quistica e Insuficiencia Pancreatica Exocrina

La fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad genética autosdmica recesiva que
presenta mutaciones en el gen que codifica la proteina reguladora de la conductancia
transmembrana (CFTR), que actia como un canal de iones ubicado en la membrana
celular apical. Actualmente, hay mas de 2000 mutaciones descritas que causan FQ,
siendo la F508del en la homocigosis la mas prevalente y la mas grave (Zolin, McKone,
& Van Rens, 2014). Es la enfermedad potencialmente letal, de herencia mendeliana
recesiva, mas frecuente en la poblacidn caucdsica. Se estima una prevalencia en esta
poblacién de 1 cada 2500 individuos, siendo la frecuencia de portadores de 1 cada 25
(Paz-Valifias & Garcia-Vega, 2004). Actualmente se registran mas de 38000 casos de
FQ en Europa (Farrell, 2008). Las manifestaciones fisiopatolégicas afectan
principalmente a los pulmones, aunque también se originan otras alteraciones
negativas en la funcionalidad fisiolégica de pancreas e higado, asi como la aparicion
de procesos de inflamacion en el epitelio intestinal. La alteracién del CFTR causa una
disminucién en la secrecidn de Cl-, agua y HCO-3 con la consiguiente deshidratacidn
de las secreciones pancredtica y biliar causando la dilatacién y la obstruccién de los
conductos pancreatico y biliar, lo que conduce a la secrecidn excesiva de un moco

espeso por los diferentes érganos (Figura 1.5) (Li & Somerset, 2014).
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NORMAL F508del

lones Cloruro

Figura 1.5. Actuacidn de la proteina CFTR como un canal de cloro entre el interior y el exterior
de la célula. El defecto genético modifica el transporte del cloro, provocando una secrecién de
moco espeso que da como consecuencia complicaciones respirar.

Las manifestaciones clinicas incluyen, entre enfermedad pulmonar crénica,
enfermedad hepatica o sindromes de pérdida de sal, insuficiencia pancredtica en el
85% de los pacientes (Gaskin, 2013). La alteracion de las secreciones pancreatica y
biliar causa una digestién deficiente de los alimentos y, por consiguiente la
malabsorcion de nutrientes, particularmente aquellos de naturaleza lipidica vy
vitaminas liposolubles (Bruno, Haverkort, Tytgat, & Van Leeuwen, 1995).

La insuficiencia pancredtica exocrina (IPE) estd presente en aproximadamente el 85-
90% de los pacientes con FQ (Ramsey, Farrell, Pencharz, & Committee, 1992;
Sinaasappel et al., 2002). Sin embargo, esta afectacion puede descender hasta el

14% en los individuos diagnosticados a una edad superior a 16 afios (Gracia et al.,
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2002). La determinacién de la Elastasa 1, sin embargo, debe realizarse de manera
periédica en personas con FQ (y si existe sospecha clinica de IPE), ya que el dafio
pancreatico es progresivo y puede aparecer en individuos inicialmente suficientes
(Olveira & Olveira, 2008).

La IPE consiste en un bloquea del conducto pancredtico por parte de mucosidad
espesa, impidiendo la secrecién del jugo pancreatico, que contiene las enzimas
digestivas del pancreas, al duodeno (Sullivan & Freedman, 2009). Como consecuencia,
la hidrdlisis enzimatica de los nutrientes, y en especial de los lipidos, suele ser
subdptima, asi como su posterior absorcion intestinal (Sikkens, Cahen, Kuipers, &
Bruno, 2010). La IPE se suele manifestar con deposiciones abundantes, fétidas, con
caracteristicas de grasas esteatorreicas (hipocoloreadas, brillantes y aceitosas).
Ademas suelen aparecen deficiencias de vitaminas liposolubles y otras
manifestaciones como prolapso rectal (cerca del 20% de los pacientes con FQ
menores de 5 afos de vida no tratados, siendo un signo de enfermedad severa)
(Ramsey et al.,, 1992; Sinaasappel et al., 2002). La no absorcidon de los lipidos se
traduce en la pérdida de una importante fuente de energia (Woestenenk, Ent, &
Houwen, 2015). Asimismo, la obstruccidn del conducto pancredtico evita de igual
forma la secrecién de bicarbonato, necesario en una digestién normal ya que es el
principal agente del aumento del pH en la etapa intestinal. La accidn de las enzimas
pancreaticas se ve comprometida por el retraso en la neutralizacién del quimo 4acido
que llega del estémago y el menor pH general alcanzado en el intestino (Clarke et al.,
2001; Rowe et al.,, 2014). La IPE da lugar, de no ser tratada, a una excrecién
abundante, practicamente el 80%, de la grasa de la dieta en heces. Este hecho
conlleva problemas de maldigestion y malnutricion en general, y un retraso en el

crecimiento en niflos con FQ en particular (Stephenson et al., 2013).
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1.4.2. Terapia de Sustitucion Enzimatica

Actualmente, el tratamiento de la FQ se lleva a cabo mediante terapias de sustitucién
enzimatica (TSE) (Borowitz et al., 2002; Sinaasappel et al., 2002). La TSE consiste en la
administracién de suplementos enzimaticos formulados como microencapsulados
gastrorresistentes que posteriormente se disuelve en el pH duodenal que es alcalino,
de modo que en esa etapa del proceso de digestidn, las enzimas pueden ejercer su
funcién hidrolitica sobre los nutrientes (Fieker, Philpott, & Armand, 2011). Estas
capsulas aportan pancreatina porcina con actividad lipasa, amilasa y proteasa. Los
suplementos enzimaticos estan disponibles en diferentes dosis. La unidad para
cuantificar la dosis se refiere a la actividad enzimatica de la lipasa, es decir, las
unidades de lipasa (UL). Hay cuatro presentaciones disponibles en Europa: 5000,
10000, 25000 y 40000 UL. Los pacientes con FQ y/o insuficiencia pancreatica exocrina
deben ingerir los suplementos de enzimas en cada comida para lograr la correcta
digestion de los alimentos. El dietista o gastroenterdlogo que realiza el seguimiento
de los pacientes es el encargado de establecer la dosis recomendada, de acuerdo con
los sintomas y la evolucién. Actualmente, las asociaciones de enfermos de FQ vy
entidades clinicas han consensuado la dosificacidn en base al contenido graso en la
dieta y el peso (kg) corporal llegando a establecerse una dosis maxima de hasta 4000
UL/g grasa ingerida (Fieker et al., 2011). Aunque se ha evidenciado que este es un
grado muy bajo de recomendacién segun evidencia cientifica (Amin & Ratjen, 2014).

Las pautas de nutricion en la FQ también recomiendan que las enzimas se
complementen en el rango de 2000 a 4000 UL / g de grasa y comida, aunque
reconocen un grado muy bajo de evidencia cientifica para la recomendacién (Ramsey
et al., 1992). Ademas, estimar la cantidad de grasa que contiene un alimento o una
comida puede ser una tarea dificil para el paciente, lo que hace que la practica regular
se adhiera a la "dosis x en las comidas principales, x / 2 para medias mafianas o

medias tardes".
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Estas pautas de dosificacion parecen insuficientes para la eficiencia del tratamiento
no solo debido a que cada individuo puede presentar mutaciones particulares del gen
CFTR, sino también por factores individuales como el tiempo de vaciado gastrico,
condiciones de acidez, transito intestinal etc., asi como caracteristicas inherentes
a los alimentos como la matriz alimentaria y el tipo de grasa, que influyen en la
digestibilidad de las grasas (Borowitz, Gelfond, Maguiness, Heubi, & Ramsey, 2013;
Rovner et al., 2013). Asi, en los pacientes adscritos a las TSE siguen presentes las
deficiencias en la digestion de alimentos y absorcidn de nutrientes que no sélo
conducen al empeoramiento del estado nutricional y de la funcién pulmonar, sino que
también provocan manifestaciones marginales ocasionando dolor abdominal y
esteatorrea y en general empeoramiento de morbididad y la calidad de vida del
paciente de FQ.

Complementariamente a la TSE, los nutricionistas y dietistas de los centros
hospitalarios pautan a estos pacientes el seguir una dieta rica en grasas, y en especial
en lipidos saludables. En este sentido, la ingesta de alimentos grasos de origen vegetal
como frutos secos (almendras, cacahuetes, nueces,..), semillas (chia, sésamo, lino,...),
o frutos frescos (olivas, aguacate,...) entre otros, asi como cualquier alimento que
incluya estos o sus derivados en la formulacién (chocolates, productos de panaderia,

salsas y aderezos, bebidas,...) es especialmente recomendable.

1.5. Modelos de estudio de digestion in vitro de alimentos.

Se ha visto incrementado el interés del uso de modelos in vitro digestivos para evaluar
la efectividad del disefio de alimentos funcionales, la eficacia de un nutracéutico o de
sistemas de liberacién controlada, como es el caso de la encapsulacién (Mcclements,
Decker, & Park, 2009). Complementariamente los modelos in vitro también se estan
utilizando para evidenciar los cambios estructurales y quimicos que ocurren en los
diferentes alimentos en condiciones gastrointestinales especificas que reproduzcan
fielmente el entorno gastrointestinal de grupos poblacionales (Hur, Ou, Decker, &

Mcclements, 2011). Aunque los sistemas in vivo proporcionan resultados mas
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precisos, estos requieren de largos tiempos experimentales, son mas costosos y
representan ciertas limitaciones éticas por el empleo de animales o seres humanos
(Boisen & Eggum, 1991). En contra partida, los modelos in vitro presentan ventajas
dentro de las que podemos destacar: i) métodos rapidos, de menor coste y de facil
manipulacion, ii) posibilidad de toma de muestra en cualquier parte del tracto
gastrointestinal simulado, iii) mejor reproducibilidad que los estudios in vivo iv) no
supone limitaciones éticas. Los modelos in vitro tratan de imitar los procesos
fisioldgicos que ocurren durante la digestién humana (Minekus et al., 2014), teniendo
en cuenta varios factores como la aparicion y concentracién de enzimas digestivas, los
valores de pH en fases gastricas e intestinales, tiempo de digestién y concentraciones
de sal, entre otros factores. Como lo indican, Coles, Moughan, & Darragh, (2005), la
técnica de digestidn in vitro perfecta (i) deberia proporcionar resultados precisos en
poco tiempo y (ii) podria ayudar como herramienta para el andlisis rdpido de
alimentos o modelos de alimentos con diferentes composiciones y estructuras (Coles
et al., 2005; Fuller, 1991; Hur et al., 2011).

Si bien el primer articulo publicado en esta drea data de 1954 (DeBAUN & Connors,
1954), al que le siguieron una serie de articulos cada afio, se han realizado
importantes esfuerzos para simular el estdmago humano y el intestino delgado en las
Ultimas dos décadas, un periodo en el que han aparecido mas del 85% de los trabajos
publicados hasta la fecha. Lucas-gonzalez, Viuda-martos, Pérez-alvarez, & Fernandez-
I6pez (2018) indica que aunque los modelos de digestion in vitro se han aplicado a
todo tipo de alimentos, los alimentos mdas comunes evaluados han sido: verduras
(26%), productos lacteos (23%), productos de panaderia (17%), productos cdarnicos

(13 %), alimentos marinos (12%) y huevos (7%).
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1.5.1. Modelos de digestion in vitro estaticos y dindmicos

Se ha disefiado una amplia gama de modelos gastrointestinales para simular el
proceso de digestion de los alimentos, que van desde sistemas estaticos hasta
sistemas multicompartimentales y dindmicos. Los modelos de digestiéon in vitro
difieren entre si en varios parametros. Uno de estos es el numero y el tipo de etapas
incluidas en la digestion. Segun el propdsito del estudio, los modelos de digestidon
simulados pueden incluir las fases oral, gastrica y / o del intestino delgado, y en
algunos casos, la fermentacién intestinal en el colon (Polovic et al., 2009; Sek, Porter,
& Charman, 2001).

Otra variacion importante entre los modelos es la composicion quimica de las
soluciones digestivas utilizadas en cada fase, el tipo y las concentraciones de enzimas,
las sales y los tampones utilizados, los polimeros bioldgicos, los componentes tenso-
activos, etc. (Almaas et al., 2006; Boisen & Eggum, 1991; Chatterton, Heegaard, &
Sgrensen, 2004; Hur et al., 2011; Hur, Decker, & Mcclements, 2009; Kitabatake &
Kinekawa, 1998; Porter et al., 2004).

La mayoria de los simuladores in vitro utilizados son estaticos (89%). En estos se
simula la digestion gastrica y del intestino delgado, se imita en tres fases sucesivas
(oral, gastrica e intestino delgado). En cada fase, el producto alimenticio se incuba por
un tiempo especifico y a una temperatura especifica con saliva artificial simulada y
fluidos digestivos del intestino gastrico y del intestino delgado, mientras que el pH
generalmente se mantiene en un valor fijo utilizando un tampdn.

Si bien esto puede parecer un método simple, la falta de consenso con respecto a las
condiciones fisioldgicas aplicadas, ha conducido a diferentes modelos y, por lo tanto,
los resultados no pueden ser comparados entre los diferentes equipos de
investigacion. Para minimizar este problema, el grupo de trabajo (COST ACTION)
INFOGEST propuso en el 2014 un método de digestidon estatica para simular las

condiciones gastrointestinales de un adulto sano, estandarizadas y practicas (Minekus
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et al., 2014). El objetivo de este consorcio fue armonizar los sistemas estaticos in vitro
que simulan los procesos digestivos mediante la definicion de parametros vy
condiciones clave. La comunidad cientifica ha mostrado un gran interés en este
estudio, como se puede ver en las numerosas citas (1039) que ha recibido desde 2014
(afio de publicacidn). Este método armonizado de digestion in vitro estatico para
alimentos deberia contribuir a la produccién de datos mas comparables en el futuro
(Lucas-gonzalez et al., 2018).

Los modelos estaticos gastrointestinales in vitro tienen numerosas ventajas, el
propédsito principal es imitar los procesos bioquimicos que ocurren en el tracto
gastrointestinal y, normalmente, utilizar un conjunto Unico de condiciones iniciales
(pH, concentracién de enzimas, sales biliares, etc.) para cada parte del tracto
gastrointestinal. Sin embargo, este método con frecuencia no es una reproduccion
precisa de las condiciones in vivo mas complejas, donde el entorno bioquimico esta
cambiando continuamente y los pardmetros fisicos como el corte y las fuerzas de
molienda pueden tener un gran impacto en la descomposicién de particulas de
alimentos mas grandes y la liberaciéon de nutrientes (Golding & Wooster, 2010). La
geometria (alineacién vertical, alineacién horizontal o vaso) (Campbell, Arcand, &
Mainville, 2011; Tompkins, Mainville, & Arcand, 2011) la bioquimica (las diferentes
secreciones digestivas se agregan a los compartimentos del modelo a lo largo del
tiempo (Marciani, Gowland, Fillery-travis, et al., 2001) y las fuerzas fisicas (simuladas
mediante el uso de rodillos giratorios, discos flexibles o camisas de agua) son los tres
factores mas importantes que se han abordado de manera diferente en el disefio de
los modelos de digestién dindmica (Kong & Singh, 2010; Vardakou et al., 2011).
Algunos de los modelos de digestién dindmica mas avanzados cuentan con un disefio
para representar el fondo y el antro del estomago y / o el duodeno (Verhoeckx et al.,
2015). Estos disefios permiten la simulacion de las fuerzas fisicas ejercidas durante el
transito a través del tracto gastrointestinal, lo que a su vez comprende la naturaleza

heterogénea de la digestion y los entornos bioquimicos localizados de forma mas fiel
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al in vivo (Kong & Singh, 2010; Marciani, Gowland, Fillery-travis, et al., 2001; Marciani,
Gowland, Spiller, et al., 2001; Tompkins et al., 2011; Vardakou et al., 2011).
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2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1 Objetivos

La presente tesis doctoral tiene como objetivo general el estudio de los factores

mayormente involucrados en la digestibilidad de alimentos con lipidos alimentarios

de origen vegetal (chia, frutos secos, chocolate y productos de panaderia).

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos especificos

(Figura 2.1):

1.

Evaluar el efecto de ciertos factores inherentes al alimento tales como:
estructura matricial, composicién, tipo de procesado e interacciones entre
nutrientes sobre la digestibilidad lipidica.

Estudiar la influencia de los principales factores caracteristicos del individuo
tales como: nivel de masticacion, pH intestinal, concentracién de sales biliares
y concentracion de enzimas pancredticas en la digestion de las matrices
alimentarias seleccionadas.

Estudiar la influencia que tienen los factores inherentes a los alimentos y los
factores caracteristicos del individuo sobre la bioaccesibilidad de algunos
compuestos bioactivos de relevancia en las matrices estudiadas.
Correlacionar la extension de la lipodlisis alcanzada con la composicidn,
estructura y procesado de las matrices seleccionadas y con la dosis de

enzimas pancreaticos utilizada en la simulacién de la digestion in vitro.
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Figura 2. 1. Esquema de aplicacién de objetivos especificos planteados segin matrices alimentarias escogidas en el estudio.



2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO

2.1. Plan de trabajo

Con el fin de alcanzar los objetivos planteados, se llevaron a cabo las siguientes
tareas:

1. Revision bibliografica referente a las matrices alimentarias estudiadas,
metodologias de digestion in vitro en matrices alimentarias, asi como
también relacionados con las condiciones luminales intestinales
caracteristicas de pacientes con Fibrosis Quistica.

2. Seleccion de las matrices de origen vegetal objeto de estudio. Se
seleccionaron alimentos correspondientes a los siguientes grupos: semillas y
germinados de chia, frutos secos, chocolates y productos de panaderia. Esta
seleccidon se basd en el estudio europeo sobre habitos alimentarios y la
evaluacion dietética de los nifos con Fibrosis Quistica en los paises
participantes (Calvo-Lerma, J.et al., 2019; Calvo-Lerma, J.et al, 2017).

3. Andlisis de la influencia del pH, concentracion de sales biliares y
concentracion de suplemento de enzimas pancreaticos en la digestiéon de
semillas y germinados de chia.

3.1 Preparacion de la germinacién de las semillas de chia para los
ensayos correspondientes.

3.2 Ensayos de digestidn in vitro en condiciones gastrointestinales
estandar y alteradas en situaciones de insuficiencia pancreatica.

3.3 Determinaciones analiticas de extensién de la lipdlisis vy
bioaccesibilidad de polifenoles y capacidad antioxidante.

4. Anadlisis de la influencia del tamafio de particula, origen botéanico, vy
condiciones intestinales sobre la extensidn de la lipdlisis y protedlisis en
nueces y cacahuetes.

4.1 ldentificacién de tamanos medios de particula correspondientes a
distintos niveles de masticacidn para determinar su impacto en la
digestibilidad de lipidos y proteinas.
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4.2 Ensayos de digestion in vitro en condiciones gastrointestinales
estandar y alteradas propias de insuficiencia pancreatica.
4.3 Determinaciones analiticas para establecer la extensién de la
lipdlisis y protedlisis, asi como la evolucidn del perfil lipidico.
Andlisis de la influencia de la formulacién de chocolates y condiciones
intestinales en la digestibilidad lipidica y bioaccesibilidad de polifenoles.
5.1 Ensayos de digestion in vitro en condiciones gastrointestinales
estandar y alteradas de insuficiencia pancreatica.
5.2 Determinaciones analiticas de degradacion de la matriz, extension
de la lipdlisis y bioaccesibilidad de polifenoles.
Andlisis de la influencia del pH, concentracion de sales biliares vy
concentracién de suplemento de enzimas pancredticos en la digestibilidad
lipidicos de diferentes productos de panaderia.
6.1 Ensayos de digestién in vitro en condiciones gastrointestinales
estandar y alteradas en situaciones de insuficiencia pancreatica.
6.2 Determinaciones analiticas: degradacion de la matriz y extensién
de la lipélisis.
6.3 Modelizacién de la cinética de digestion de los lipidos de los
productos digeridos y estimacidn de la dosis Optima de
suplemento enzimatico requerida para su adecuada digestidn en

grupos de poblacidn con insuficiencia pancredtica.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Esta seccidn incluye los materiales y métodos utilizados en el desarrollo experimental
de la presente tesis doctoral. El proceso realizado y las determinaciones

correspondientes estan esquematizados a continuacion (Figura 3.1):

PROCESO DIGESTIVO

Preparacion de la muestra II

ETAPA ORAL: FluidoSalivalSimulado ETAPA GASTRICA: FluidoGastrico ETAPA INTESTINAL: Fluido Intestinal
120minutos 37°C
L"g
13 ) %.ng Y
E) () v,

pH 7 3 minutos 37°C Simulado Simulado

Seleccion y caracterizacion de matrices pH 3 120 minutos 37°C pH6/7 Bilis1/10mM
. . "' DETERMINACIONES ANALITICAS
Semillas y

germinados de Chia MNueces y Cacahuetes PRODUCTOS DE
CHIA FRUTOS SECOS CHOCOLATES PANADERIA
*Digestibilidad  *indice de *indice de *indice de
s Lipidica Degradacién de la Degradacion de la Degradacion de
. ’1 (Analisis AGL, Matriz Matriz. la Matriz.
ensayo *Digestibilidad *Polifencles Totales  *Digestibilidad
colorimétrico) Proteica *Digestibilidad Lipidica (Analisis
Chocolates Productos de *Contenido de  *Digestibilidad Lipidica (Analisis AGL, ensayo
Panaderia Polifencles Lipidica (Analisis AGL,  AGL, ensayo colorimétrico)
*Actividad ensayo colorimétrico)  colorimétrico)
Antioxidante *Cuantificacion de

Acidos grasos Libres
por Cromatografia
GM.

Figura 3. 1. Diagrama del plan experimental desarrollado en los estudios de digestion in vitro.

3.1.Seleccion de Matrices y preparacion de muestras

Se seleccionaron un total de 16 alimentos ricos en lipidos vegetales ya sea de forma
natural como es el caso de frutos secos y semillas de chia, o bien incorporados
mediante formulacién y procesado como es el caso de los chocolates y productos de

panaderia.
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3.1.1 Chia

Las semillas de chia fueron adquiridas en un supermercado local y el estudio se llevo a
cabo tanto en semillas como en sus brotes germinados. Las semillas se caracterizaron
y digirieron de dos formas: 1) enteras y 2) parcialmente desestructuradas (simulando
la masticacion) con ayuda de un molino mecanico (Taurus Aromatic SP-7407 50Hz,
disco de molienda de @ 80 mm, a 1480 rpm) aplicando 8 pulsos de molienda de 1s.
Posteriormente se pasaron por varios tamices metalicos para determinar los
diferentes tamafios obtenidos seglin masticacion previamente simulada.

Para la obtencién de germinados de chia se empled el germinador eléctrico Easygreen
EGL55, de Seed & Grain Technologies Inc., Nevada. EEUU, el cual incluye un
nebulizador temporizado (generador de niebla) que permite rociar y oxigenar en
periodos de tiempos ajustable a las condiciones deseadas para la germinacién de las
semillas (Figura 3.2). El proceso de germinacion se llevd a cabo de acuerdo con el
método publicado por Pajgk, Socha, Broniek, Krdlikowska, & Fortuna (2019) con
algunas modificaciones. Las semillas de chia se extendieron en bandejas estériles y se
rociaron con agua desionizada a través del sistema de niebla del equipo germinador
Unicamente dos veces al dia. El proceso de germinacién de las semillas se llevé a cabo
a una temperatura de 22 + 2 ° C 12/12 h dia / noche. Las semillas germinadas se
cosecharon después de 10 dias de crecimiento (Figura 3.3) y se sometieron al proceso
de digestidn in vitro previamente desestructurando los germinados simulando una
masticacién con la ayuda de un picador (con cuchillas) realizando 3 pulsaciones cada
una de un 1 segundo. Previo a la digestién de ambos productos (semillas vy
germinados), se determind humedad, proteinas y lipidos segin metodologias de

AOAC.
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Figura 3. 2. Equipo gern;nindor de semillas de chia y Termostato regulador de nebulizaciones

Figura 3. 3. Semillas de Chia Germinadas luego de 10 dias

3.1.2 Frutos Secos (Nueces y Cacahuetes)

Los frutos secos seleccionados fueron nueces (Juglans regia) y cacahuetes tostados
(Arachis hypogaea). Ambos frutos secos se compraron en un supermercado local. Las
nueces ya estaban peladas, mientras que los cacahuetes tostados fueron adquiridos
con su cascara, por lo que fueron pelados previamente a su digestion.

Las nueces y los cacahuetes se trituraron con ayuda de un molino mecénico (Taurus
Aromatic SP-7407 50Hz, disco de molienda de @ 80 mm, a 1480 rpm) aplicando pulsos
de molienda de 3 s durante 1 min y luego se pasaron por un tamiz metalico de 1.2
mm para separar fracciones de dos tamafos de particulas (grandes> 1.2 mm vy
pequefias <1.2 mm) para evaluar la influencia del tamafno de particula, entre otros

factores, sobre su digestibilidad.
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3.1.3 Chocolates

Se seleccionaron tres tipos de chocolate: chocolate negro, chocolate con leche y
chocolate blanco, todos del mismo fabricante y adquiridos en un supermercado local.
La Tabla 3.1 detalla los ingredientes de acuerdo a las etiquetas de los distintos

chocolates.

Tabla 3.1. Ingredientes segun informacion del etiquetado de los diferentes chocolates
estudiados.

Ingredientes (%) Negro Leche Blanco
Azucar 27.43 54.61 59
Pasta de Cacao 63 8 -
Manteca de Cacao 9 28 25
Crema de leche en polvo - 9 15
Emulsificantes 0.542 0.39° 0.99%
Extracto de Vainilla 0.03 0 0.01

a: Lecitinas b: Polirricinoleato de poliglicerol

Las muestras de chocolates se trituraron mecdnicamente con un mortero de mano
antes del inicio de la etapa oral de la digestidn hasta alcanzar un tamafio de 0.2 a 0.5

mm. La composicion nutricional de los distintos chocolates se detalla en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Informacién nutricional (por 100 g de producto) de los chocolates sometidos a
digestion in vitro.

Carbohidratos Grasa Proteina

ALIMENTO
(%) (%) (%)
Chocolate Negro 32 40 10.4
Chocolate con Leche 57 31 7
Chocolate Blanco 59 31 6

3.1.4 Productos de panaderia

Se seleccionaron 9 productos de panaderia comerciales: Pan integral, pan blanco,
galleta tipo Maria, galleta con pepitas de chocolate, pastel de chocolate, donuts,
gofre, croissant y magdalena del estudio europeo sobre habitos nutricionales en
nifios con FQ (Calvo-Lerma et al., 2019)

En funcidon del tipo de muestra (vitrea o gomosa) estas fueron desmigajadas o
trituradas antes de su incorporacién a la etapa oral del proceso de digestidn in vitro.
El pan blanco, pan integral, pastel de chocolate, donut, gofre, croissant y magdalena
fueron desmigajados manualmente, mientras que las galletas tipo Maria y las galletas
con pepitas de chocolate fueron trituradas con la ayuda de un mortero seleccionando
posteriormente mediante tamices la fraccidn de particulas correspondientes a
tamafos entre 0.25-0.5 mm.

Los ingredientes de los productos empleados se detallan en la siguiente tabla (Tabla

3.3):
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Tabla 3.3. Ingredientes, de acuerdo al etiquetado, de los distintos productos de panaderia
comerciales empleados en el estudio de digestidn in vitro.

PRODUCTO

INGREDIENTES

PAN INTEGRAL

PAN BLANCO

GALLETA TIPO MARIA

GALLETA CON PEPITAS
DE CHOCOLATE

Harina de trigo, agua, semillas de girasol (4,7 %), semillas de lino
(4,6 %), semillas de calabaza (4,2 %), levadura, azlucar, aceite
refinado de girasol (1,2 %), semilla de amapola (0,8 %), copo de
centeno, copo de avena, sal, gluten de trigo, harina de habas,
vinagre de vino, emulgentes (E - 471, E - 472e). corrector de la
acidez (E- 341 iii), antioxidante (E - 300), conservadores (E - 828,E -
200, E-202).

Harina de trigo, agua, levadura, azlcar, aceite refinado de girasol
(1 %), sal, vinagre de vino, harina de habas y emulgentes (E - 471, E
- 472e, E-481). corrector de la acidez (E- 341 iii), antioxidante (E -
300), conservadores (E - 828,E - 200, E-202).

Harina de trigo, azlcar, grasa vegetal (palma), jarabe de glucosa
y fructosa, lactosa (1 %), gasificantes: bicarbonato sdédico y
amonico, sal, emulgente: lecitina de soja, antioxidantes:

metabisulfito sddico.

Harina de trigo, azucar, grasa de palma, pasta de cacao,
gasificantes (carbonato acido de amonio, carbonato acido de
sodio, fosfato monocalcico), dextrosa, jarabe de glucosa vy
fructosa, sal, suero de leche en polvo, emulgentes (lecitina de

soja, lecitina de girasol), aroma.
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PRODUCTO

INGREDIENTES

PASTEL DE CHOCOLATE

DONUT

Harina de trigo, azucar, huevo liquido pasteurizado, aceite
refinado, azlcar, pasta de cacao, manteca de cacao, emulgente
(lecitina de soja), aroma de vainilla), agua, humectantes
(glicerina, sorbitol), cacao desgrasado en polvo, leche
desnatada en polvo, almidén de maiz modificado, gasificantes
(pirofosfato acido de sodio, bicarbonato sddico), sal,
conservador (acido soérbico), espesante (goma de xantana),

enzimas, aromas.

Harina de trigo 25%, azucar 25%, grasas y aceites vegetales
(palma, coco, girasol), agua, jarabe de glucosa y fructosa,
humectantes: sorbitoles y glicerina, levadura, huevo, dextrosa,
emulgentes: monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos-
ésteres monoecetil y diacetil tartdricos de monoglicéridos y
diglicéridos de acidos grasos-estearoil-2-lactato sédico- lecitinas
de girasol, sal, estabilizantes: celulosa-carboximetilcelulosa
sédica - goma guar, gluten de trigo, conservadores: sorbato
potasico y propionato calcico, aromas, harina de soja, agente de
tratamiento de la harina: acido ascorbico, acidulantes: acido

lactico y 4cido citrico.
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PRODUCTO

INGREDIENTES

GOFRE

CROISSANT

MAGDALENA

Harina de trigo, aceites y grasas vegetales no hidrogenadas
(girasol, palma y soja en proporciones variables), azucar, agua,
huevo liquido pasteurizado, levadura, emulgente (lecitina de
soja), leche desnatada en polvo, sal, conservador (E200), aroma

de vainilla

Harina de trigo, aceites y grasas vegetales (girasol, soja, palma),
agua, azlcar, aceite refinado de girasol, huevo liquido
pasteurizado, azucar invertido, levadura, fibra y gluten de trigo,
espesantes (carboximetilcelulosa, goma xantana), emulgentes
(lecitinas (girasol), sorbitol, E-471, E-472e, E-472c, E-481), sal,
proteinas de leche, conservador (acido sérbico, sorbato
potdsico, propionato calcico), aromas, corrector de acidez
(acido citrico), enzimas (alfa amilasas, xilanasas), colorante

(betacaroteno), antioxidante (acido ascérbico, E-304, E-307).

Azucar, harina de trigo, aceite refinado de girasol (20%), huevo
liquido pasteurizado, agua, sorbitol, sal, gasificantes (pirofosfato
acido de sodio, bicarbonato sddico), corrector de acidez (4cido
citrico), conservador (acido sdrbico), emulgentes (E-471, E-477,
E-470a, E-1520), espesante (goma xantana), colorante

(betacaroteno), aromas.
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Complementariamente, la composicién nutricional de los distintos productos de

panaderia se detalla en la Tabla 3.4

Tabla 3.4. Informacion nutricional de los productos de panaderia sometidos a digestion in
vitro.

Carbohidratos Grasa Proteina

ALIMENTO
(%) (%) (%)
Pan Integral 48.50 4.40 8.40
Pan blanco 52.00 1.50 9.50
Galletas tipo
76.30 11.50 6.70
Maria
Galletas con
chispas de 64.30 22.92 6.20
chocolate
Pastel de
39.60 21.90 6.50
chocolate
Donuts 42.00 24.40 6.00
Gofres 53.7 27.3 7.6
Croissant 55.00 17.20 7.50
Magdalena 39.90 22.40 6.10

3.2.Simulacion In vitro de la digestion gastrointestinal

Los experimentos de digestion in vitro se llevaron a cabo en un modelo estdtico
basado en el protocolo internacional armonizado publicado por Minekus et al., 2014 y
adaptado para simular y estudiar la digestién en las condiciones gastrointestinales
alteradas propias de la Insuficiencia Pancredtica Exocrina (IPE) (Asensio-Grau,
Peinado, et al., 2018; Peinado, Larrea, Heredia, & Andrés, 2018).

El disefio experimental utilizado en cada una de las matrices estudiadas conlleva la
ejecucion de 2 bloques de experimentos. El primero de ellos, esta orientado al estudio

de la influencia del pH intestinal y de la concentracidn de sales biliares, por lo que se
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fija la dosis de pancreatina en 2000 UL/g grasa y se establecen distintas
combinaciones de pH y concentracidn de sales biliares: pH6/10mM, pH7/1mM, y
pH7/10mM. El segundo bloque de experimentos estd orientado al estudio de la
influencia de la dosis de suplemento enzimatico en el resultado de la digestidn, para
lo que se fijan las condiciones intestinales en pH6/1mM (por ser estas condiciones las
mas desfavorables y representativas en pacientes de fibrosis quistica). (Asensio-Grau,
Calvo-Lerma, Heredia, & Andrés, 2018; Asensio-Grau, Peinado, et al.,, 2018; Calvo-
lerma et al., 2018; Gelfond et al., 2013; Harries, Muller, McCollum , LipsonRomaand
Norman, 1979; Paz-Yépez, Peinado, Heredia, & Andrés, 2019a, 2019b; Robinson,
Smith, & Sly, 1990).

Las principales alteraciones simuladas en el contexto de esta tesis son aquellas que se
derivan de la Insuficiencia Pancreatica Exocrina (IPE) y que fundamentalmente se
traduce en una disminucion del pH intestinal y una disminucién o ausencia de
enzimas pancreaticas. Adicionalmente, y en el contexto de la fibrosis quistica, la IPE
suele ir acompafnada de una obstruccidn del conducto biliar y pancreatico de ahi que
el disefio experimental incluya como condiciones una baja concentracién de sales
biliares en el medio de digestién.

Los fluidos digestivos simulados (Salival (FSS), gastrico (FGS) y el intestinal (FIS),
fueron preparados diariamente partiendo de las correspondientes disoluciones stock

previamente preparadas de acuerdo a Minekus et al. (2014) (Tabla 3.5).
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Tabla 3.5. Composicién de los fluidos simulados para la digestion in vitro.

Compuesto FSS FGS FIS
mmol/ L mmol/ L mmol/ L

KCl 15.1 6.9 6.8
KH2PO4 3.7 0.9 0.8
NaHCOs 13.6 25 85
NaCl - 47.2 38.4
MgCl2(H20)s 0.15 0.1 0.33
(NH4)2C03 0.06 0.5 -
CaClz 15 0.15 0.6

FSS: Fluido Salival Simulado; FGS: Fluido Gastrico Simulado; FIS: Fluido Intestinal

Simulado.

A continuacién, se describe con detalle el proceso de digestion in vitro simulado en
este estudio:

Etapa Oral: el fluido salival simulado (FSS) con a-amilasa de saliva humana (75 U/ mL)
(pH 7), fue afiadido al tubo falcon que contenia el alimento en una relacidn alimento:
FSS de 1:1 (p:v). Se mezcld y se incubd durante 2 minutos a 37 °C sin agitaciéon en una
camara incubadora termostatada Selecta (JP Selecta SA, Barcelona).

Etapa Gdstrica: después de la etapa oral, a cada tubo falcon que contenia el bolo
alimenticio se le afiadié el fluido gastrico simulado (FGS; pH 3) en una relacién bolo:
FGS de 1:1 (v/v). Al FGS se le afiadié pepsina para alcanzar una concentracién en la
mezcla géstrica de 2000 U / mL. El pH de la mezcla se ajusté con HCl (1N) a un valor
de pH 2.8 £ 0.1 y las muestras se mantuvieron en una agitacion constante a 55 rpm
durante 120 minutos a 37 °C usando un Intell-Mixer RM-2 (EImi Ltd, Riga , LV-1006,
Letonia) colocado en la cdmara incubadora termostatada (JP Selecta SA, Barcelona).

Etapa Intestinal: a cada tubo falcon que contenia el quimo gastrico, se le afiadié fluido

intestinal simulado (FIS; pH 7) que contenia sales biliares (1 o 10 mM) y pancreatina

(0, 1000, 2000, 3000 o 4000 UL / g de grasa) segun lo detallado en el disefio
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experimental para cada matriz alimentaria digerida e indicada en un esquema al inicio
de cada seccidn de resultados, en una relacion de quimo: FIS de 1:1 (v/v). El pH de la
mezcla se ajusté con NaOH (1N) al pH correspondiente de acuerdo con el disefio
experimental (6 + 0.1 o 7 + 0.1). Las muestras se mantuvieron en agitacién a 55 rpm
durante 120 minutos a 37 °C usando un Intell-Mixer RM-2 (Elmi Ltd, Riga, LV-1006,
Letonia) colocados en la camara incubadora termostatada (JP Selecta SA, Barcelona).
El pH se controlé durante el proceso de digestién intestinal y se reajustd si era
necesario, ya que un pH por debajo de 5.7 podria inactivar la actividad lipasa
(Gonzalez-Bacerio, Rodriguez Hernandez, & del Monte Martinez, 2010).

Las digestiones se llevaron a cabo por triplicado, en tubos falcon independientes para

cada condicién de simulacion.

3.3. Determinaciones Analiticas

Las muestras digeridas se colocaron en hielo durante 10 min antes de realizar las
determinaciones analiticas. Para separar la fraccidon sdélida (no digerida) de la fase
liguida (de ahora en adelante denominada "fase micelar") resultante del proceso de
digestidn, se centrifugd el contenido total del tubo falcon (4000 x g de fuerza durante
20 min 10 °C) y se filtrd la fase micelar mediante un tamiz metalico (malla de 1.6 mm
x 1.6 mm) para separarla de las particulas de alimentos no digeridas con el fin de
determinar el indice de degradacidon de la matriz. Del filtrado (fase micelar) se recogio
muestra para poder estimar el grado de lipdlisis y protedlisis. En el caso del andlisis
del perfil de acidos grasos libres por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM), la fase micelar filtrada restante se liofilizo (-40 ° C
y 1.25 mbar, Telstar, Terrassa, Espaina).

Para los analisis de polifenoles totales y capacidad antioxidante en la chia (valores
iniciales-no digeridas) y el chocolate, se liofilizaron (-40 °C y 1.25 mbar, Telstar,
Terrassa, Espafia) y se almacenaron en la oscuridad hasta realizar los analisis

posteriores.
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Todas las determinaciones analiticas se llevaron a cabo por triplicado.

3.3.1. indice de Degradacién de la Matriz (IDM (%))

El indice de degradacién de la matriz (IDM) en los digeridos, se determind segun el
método propuesto por Lamothe et al. (2012) a partir de la proporcién de sdélidos del
alimento dispersos en los fluidos de digestidn al final de la digestion in vitro. Las
particulas del alimento no digeridas (fraccion sodlida), previamente separadas
mediante centrifugacién, se transfirieron a un recipiente de aluminio previamente
pesado. Luego, los recipientes de aluminio con el residuo sélido se colocaron en una
estufa a 60 °C durante 48 horas y se pesaron nuevamente para determinar la materia
seca. El IDM corresponde a la proporcidn de sdlidos de los alimentos que pasan por el

tamiz metdlico y se calculd segun la ecuacién 1:

IDM (%) = “2==>x100  Ecuacién (1)

Donde CSo corresponde a la masa inicial del alimento antes de la digestién (masa del
alimento colocado en el tubo falcon para su digestion) y CSt corresponde a la masa de

particulas de sélidos del alimento que quedan después de la digestion.

3.3.2. Digestibilidad Proteica -Parametros cinéticos de la protedlisis.

El seguimiento de la protedlisis durante la etapa gastrica e intestinal se llevd a cabo
analizando la fraccidn de proteina soluble en acido tricloroacético (TCA).

Para ello, se extrajeron muestras a diferentes tiempos de digestién (0, 10, 20, 30, 45,
60 y 120 minutos de la etapa gastrica y 0, 10, 20, 30, 45, 60 y 120 min de la etapa
intestinal). Las muestras se colocaron inmediatamente en hielo, y tras diez minutos,
se afiadid acido tricloroacético (ATC) en una concentracion final del 12% (p/p), La

mezcla se agitd en vértex y se incubd durante 60 min. Posteriormente, se
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centrifugaron (1400 x g de fuerza durante 20 min). Transcurrido ese tiempo, se
mezclaron 80 plL del sobrenadante que contenia los péptidos hidrolizados (proteina
soluble en TCA) con 1.42 mL de tampdn de glicina (33 mM, pH 10.3) en una cubeta de
cuarzo y se midié la absorbancia (densidad dptica (OD)) a 280 nm, usando un
espectrofotometro (UV / vis, Beckman Coulter) en comparacién con un blanco
preparado con los fluidos de digestion apropiados. La fraccién de proteina soluble en
TCA al 12% esta compuesta de pequeiios péptidos y residuos de aminoacidos.

A partir de la curva de absorbancia en funcién del tiempo de digestion, se estimaron
dos parametros ODmax y AOD / h inicial (Bax et al.,, 2012, Gatellier & Santé-
Lhoutellier, 2009). ODmax representa la maxima protedlisis tedrica alcanzada en un
tiempo infinito de digestidn; este parametro se relacioné con el “tiempo medio”, que
representa el tiempo necesario para producir la mitad de cantidad de péptidos

hidrolizados en comparaciéon con ODmax.

La ecuacidn 2 muestra la relacién entre OD y el tiempo medio.

OD = 0D,y e(ﬁ) Ecuacion (2)
Donde B= Tiempo medio.
Ademas, para analizar mejor la dindmica de la digestibilidad de la proteina se calculd
la pendiente inicial de la curva (AOD / h) ya que este pardmetro proporciona
informacién relacionada con la cinética de la protedlisis al inicio de las etapas gastrica
e intestinal. La ecuacion 3 muestra la velocidad de la digestién calculada a partir de la

derivada de la ecuacién 2

ﬂ:&)'ODmax'B L - exp(— B

' W ) Ecuacion (3)

d(tiempo) tiempo
Donde B= Tiempo medio
La pendiente inicial (AOD/h) se calculé durante los primeros 20 minutos de la etapa

gastrica e intestinal (Bax et al., 2012).
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3.3.3. Andlisis de Acidos Grasos Libres (AGL)

Se emplearon dos tipos de métodos para medir los acidos grasos libre (AGL) en la fase
micelar del digerido: 1) un método espectrofotométrico que permite estimar los AGL
totales, y 2) un método cromatografico que permite determinar el perfil de AGL; este

ultimo se empled Unicamente en una seleccion de muestras.

3.3.3.1. Determinacion de dcidos grasos libres (AGL) mediante ensayo
colorimétrico

Los AGL totales liberados después de la digestién se midieron mediante un kit de
ensayo espectrofotométrico (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EE. UU.) en un
espectrofotometro (UV / vis, Beckman Coulter) (Lamothe et al., 2012).
El principio de la determinacién enzimatica se basa en el hecho de que los AGL se
convierten en acil-CoA por ATP y CoA en una reaccién catalizada por Acyl CS, que
produce AMP vy pirofosfato. Ademas, la acil-CoA reacciona con el oxigeno en una
reaccion catalizada por la acil-CoA oxidasa (ACID), produciendo 2,3-enoil-CoA. El
perdxido de hidrégeno resultante convierte el 4cido 2,4,6-tribromo-3-hidroxibenzoico
(TBHB) y la 4-aminoantipirina (4-AA) en un producto de color rojo en presencia de
peroxidasa (POD). La concentracion de dicho compuesto se mide en el rango de luz
visible a 546 nm.
La solubilizacidn de los AGL se logré mezclando 100 plL de fase micelar de las muestras
digeridas con una solucién hecha de 5.72% (p/p) de Triton X-100 y 4.80% (p/p) de
etanol en agua, lo que representa un total de 10 mL.
De acuerdo a la matriz analizada, se identifico el acido graso mayoritario, empleando
para estos analisis distintos estdndares de acidos grasos para la determinacion
cuantitativa de los AGL. Segun las matrices analizadas hemos empleado los siguientes
estandares de acidos grasos:

e Frutos Secos: Nueces: Acido Linoléico y en Cacahuetes: Acido Oleico

e Chocolate: Acido Oleico
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e Productos de Panaderia: Acido Linoléico

e Chia: Acido Alfa-Linolénico
El resultado fue expresado como mg AGL por gramo de grasa, o como extensién de la
lipolisis (%) la cual se estimd asumiendo la liberacion de 2 moles de acidos grasos por
1 mol de triglicéridos y considerando los pesos moleculares promedios de acidos
grasos mayoritarios en cada matriz (Lamothe, Azimy, Bazinet, Couillard, & Britten,

2014).

3.3.3.2.  Determinacidn de AGL por cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas (CG-EM)

Preparacion de la muestra: El perfil de AGL fue analizado por cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas (CG-EM), tras una transesterificacion a metil
esteres (FAMEs del inglés: fatty acid methyl esters) con una mezcla de BFs metanol
(14%metanol) a 20 °C de acuerdo al método estandarizado IUPAC (IUPAC, 1992; Yaich
et al., 2011).

La fraccidn lipidica digerida de las muestras se extrajo de la siguiente manera de la
fase micelar previamente liofilizada: se pesaron 60 mg cuando las muestras
presentaban un contenido de grasa superior al 30% o 100 mg con contenido de grasa
inferior al 30%. La extraccion fue realizada en tubos falcon de 15 mL afiadiendo a la
muestra 3 mL de hexano y manteniendo la mezcla en agitaciéon a 55 rpm durante 90
minutos usando un Intell-Mixer. RM-2 (EIlmi Ltd, Riga, LV-1006, Letonia). Transcurrido
ese tiempo, los tubos fueron centrifugados durante 5 minutos a 4000 x g-fuerza, y se
pipeted 1 mL del sobrenadante (que contenia la fraccién lipidica) llevdandolo a un vial
de reaccidn; el hexano se evapord bajo un flujo de nitrégeno y el residuo se sometié a
metilacion. Posteriormente, la fraccion lipidica se colocd en viales de reaccion de
vidrio de 2 mL. El patrén interno (50 pL de una solucién 1 mg /mL), el hexano (40 pL) y
el BF; (100 pL) se agregaron a los viales, se agitaron con vértex durante 15 segundos y

luego se calentaron a 70 °C durante 90 min. Después, se afiadié al medio de reaccion
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una disolucidén saturada de sal (100 pL, NaCl al 25% (w/v)), H2SO4 (40 uL, 10% (w/v)) y
hexano (0,7 mL), se agitd con vértex por 15 segundos y luego se dejaron reposar por
30 min. Transcurrido ese tiempo, se tomaron 400 uL de la capa superior y se
transfirieron al vial de inyeccion para su andlisis. El acido pentadecanoico se utilizé
como patrén interno.

Andlisis cromatogrdfico de AGL: Las muestras se analizaron con un cromatégrafo
Agilent 5977A GC equipado con un muestreador automatico Agilent 5977A y una
columna capilar HP-5MS Ul (30m x 0.25 mm, espesor de pelicula de 0.25 um).

La temperatura del horno se programé a 90 °C durante 2 minutos, y se incrementd a
222 °C a5 °C/ min durante 5 minutos, y posteriormente se incrementd hasta 280 °C a
20 °C / min durante 2 minutos. Las temperaturas del inyector y del detector se
establecieron a 250 °C. Los espectros de masas se registraron a 70 eV. Rango de masa
de m / z 30 a 650. El gas portador fue helio a un flujo constante de 1.0 mL / min (Split
ratio 10:1).

La identificacion y cuantificacion del analisis de datos de FAME se realizé al comparar
los tiempos de retencidn de los picos con los de los estandares puros (Supelco®37
Component FAMEs Mix, Sigma), los cuales fueron previamente analizados en las
mismas condiciones. Asimismo, también se realizd6 una comparacién con las
bibliotecas comerciales (Nis 11t, Nist_msms, mainlib, replib, wiley7n).

Los resultados se expresaron como mg de AGL/g de grasa identificados

individualmente en las muestras digeridas.

3.3.4. Contenido total de polifenoles

Los polifenoles totales fueron determinados de acuerdo al protocolo modificado de
Paz-Yépez et al. (2019b); Singleton, Orthofer, & Lamuela-Raventds (1998). La
extraccién de polifenoles se llevd a cabo en los liofilizados de las muestras digeridas

(50mg) usando metanol (1 mL, 30:70 solucion metanol-agua (v:v) para el caso de
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chocolates y 70:30 metanol-agua (v:v) para el caso de chia) por agitacién a 55 rpm,
durante 120 min a 25 °C utilizando un Intell-Mixer RM-2 (Elmi Ltd, Riga, LV-1006,
Letonia). La mezcla fue posteriormente centrifugada a 14.1 x g-fuerza por 20 min
(Eppendorf® Minispin®). Después de la centrifugacidn, el extracto metandlico (125 L)
se afiadié a una cubeta plastica de 4 mL, con agua destilada (0.5 mL) y el reactivo de
Folin-Ciocalteu (125 pL). Después de 5 minutos, se afiadié 1.25 mL de una disolucidn
de Na,COs (7% (p/v)) y agua destilada (1 mL), y se midié su absorbancia a 760 nm. La
curva patrdn se realizé utilizando acido Galico (0-700 umol de acido galico/ L) como
estandar. Los resultados fueron expresados como mg de 4cido gdlico (AG)

equivalentes por gramos de alimento o g de materia seca, segin producto.

3.3.5. Actividad antioxidante total

La determinacion de la capacidad antioxidante total se realizé
espectrofotométricamente haciendo uso del radical 2,2-difenil-1-pricrilhidrazil
generado (DPPH). En este caso, se evallua la capacidad que tiene un posible
antioxidante para neutralizar dicho radical (Antolovich et al., 2001).

La extraccion se llevd a cabo como se indica en la seccidn 3.3.4, en los liofilizados de
las muestras digeridas (50mg) usando metanol (1 mL, 70:30 metanol-agua (v: v)) por
agitacion a 55 rpm, durante 120 minutos a 25 °C utilizando un Intell-Mixer RM-2 (Elmi
Ltd, Riga, LV-1006, Letonia). La mezcla fue posteriormente centrifugada a 8000 rpm
por 20 minutos. Se midi6é la absorbancia a 515 nm de 3 mL del reactivo DPPH
(absorbancia a tiempo cero, Ag). A continuacién se afiadieron 30 uL del extracto y se
midié la absorbancia nuevamente a los 60 min, cuando la reaccién se habia
estabilizado (A ). Se calculd el porcentaje de inhibicion del DPPH en funcion de la

ecuacion (4)

Ao—Ago
Ao

Inhibicion del radical DPPH (%) = x100  Ecuacién (4)
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Los resultados se expresaron como mg de trolox equivalente (TE)/ g de producto en
base seca.
La Tabla 3.6 resume los analisis realizados en las distintas matrices digeridas.

Tabla 3.6. Resumen de las determinaciones analiticas realizadas en las matrices alimentarias
objeto de estudio.

Productos
Determinacion Frutos
Chia Chocolates de
Analitica Secos
Panaderia
indice de
Degradacion de la - v v v
Matriz (%)
Determinacion de
acidos grasos libres
Vv ' Vv Vv

(AGL) mediante
ensayo colorimétrico
Determinacién de
AGL por
cromatografia de
gases acoplada a
espectrometria de
masas (CG-EM)
Digestibilidad
Proteica: Parametros
cinéticos de la
protedlisis.
Contenido Total de
polifenoles
Actividad

Antioxidante
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La chia (Salvia hispdnica L.) es una planta herbacea, nativa del sur de México y del
norte de Guatemala, que ha sido consumida desde la antigliedad por las poblaciones
mesoamericanas (Capitani, Spotorno, Nolasco, & Tomas, 2012).

Las semillas de chia poseen una cantidad significativa de lipidos (alrededor del 40%
del peso total de la semilla), casi el 60% como acido linolénico (omega 3), por lo que
se trata de un producto muy apreciado por su potencial como ingrediente funcional
(Zettel & Hitzmann, 2018). Ademas, también contiene fibra dietética (mas del 30% del
peso total), proteinas de alto valor bioldgico (alrededor del 19% del peso total), calcio
y vitaminas de grupo B (Reyes-Caudillo, Tecante, & Valdivia-Lépez, 2008). Los
principales compuestos fendlicos presentes en las semillas de chia son el acido
clorogénico y acido cafeico, seguidos de miricetina, quercetina y kaempferol. El acido
cafeico y clorogénico protege contra los radicales libres e inhibe la peroxidacion de
grasas, proteinas y ADN; mientras que la quercetina se ha relacionado mas con efecto
cardioprotector (Mufioz, Cobos, Diaz, & Aguilera, 2013).

En este sentido, la comisién Europea en enero de 2013 (The European Commission,
2013) extendié el uso de chia como nuevo ingrediente alimentario en productos de
panaderia, cereales para el desayuno y mezclas de frutas, nueces y semillas, lo que ha
motivado la aparicién de numerosos estudios de caracterizacion e incorporacidn de
chia en distintas formulaciones. Asi por ejemplo, Costantini et al. (2014) y Huerta et
al. (2018) emplearon harina de semillas de chia en diferentes tipos de pan con el
objetivo de mejorar su valor nutricional al aumentar la cantidad de proteina (20%),
fibras dietéticas insolubles (74%) y acido alfa-linolénico (67.4%). En otro estudio
realizado por Inglett, Chen, Liu, & Lee (2014) mezclaron productos de avena (harina
de avena integral organica, concentrado de salvado de avena, y un preparado del
concentrado de salvado de avena sometido a coccién por vapor, tamizado y secado
en tambor) con chia molida concluyendo que, las semillas de chia solas no son
facilmente usadas en productos alimenticios debido a su tamafio pequefio y la

cubierta dura y baja cohesividad. Sin embargo, los productos avena-chia resultaron de
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interés por el alto contenido en fibra soluble aportado por la avena y los acidos
linolénico y linoleico de las semillas de chia. Ademas del interés de las semillas por su
contenido y perfil lipidico, cabe resaltar las propiedades de su capa de mucilago la
cual forma la testa (cascarilla) y se compone principalmente por polisacaridos. El
mucilago es una potencial fuente de hidrocoloides con diferentes propiedades
funcionales atractivas para la industria, tales como emulsificante, espesante,
estabilizante en la formacién de espumas, capacidad de retencién de agua, y elevada
solubilidad en agua fria y/o caliente. El mucilago de la chia ademas puede ser
incorporado en diferentes alimentos y formulaciones, pues tiene la capacidad de
formar peliculas comestibles, en combinacién con proteinas mejorando, las
propiedades mecanicas y funcionales de las mismas (Mufioz, Cobos, Diaz, & Aguilera,
2012). Un ejemplo del uso del mucilago de la chia se detalla en el estudio de
Fernandes & Salas-Mellado (2017) en el que se prepararon panes y pasteles de
chocolate con diferentes niveles de mucilago. La adicién del mucilago de chia afectd
ligeramente las caracteristicas tecnoldgicas de los panes pero redujo el valor caldrico
del pan y pasteles de chocolates como resultado del reemplazo de la grasa por el
mucilago. Asi, un reemplazo del 75% dio como resultado panes vy pasteles con un
36.7% y 51.6% menos de grasa, respectivamente. Al tratarse de semillas, estas
constan de una capa externa (cubierta seminal o testa) lo que puede dificultar la
hidrdlisis de lipidos y proteinas, asi como la liberacion y solubilidad de compuestos
bioactivos desde la matriz hacia los fluidos digestivos, limitando su bioaccesibilidad.
Alternativamente al consumo directo de la semillas de chia, estas pueden ser
sometidas a procesos como el remojado, germinado o fermentacién para aumentar
su digestibilidad. De entre estos procesos, el consumo de semillas germinadas, no
solo de chia, sino también de lino, onagra, phacelia, fenogreco, ha ganado mucha
popularidad. La germinacion es un método econdmico y simple que permite mejorar
el valor nutritivo de las semillas debido al incremento en proteinas, compuestos

fendlicos y minerales, en comparacion con sus homadlogos no germinados (Zielinski,
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Frias, Piskuta, Koztowska, & Vidal-Valverde, 2006). Segun Kylen, & McCready (1975),
el aumento de proteinas durante la germinacién, podria estar relacionado
parcialmente con una pérdida de azlcares, asi como con una sintesis de proteinas
novo en diversas partes de la plantula. Asimismo, tanto las semillas secas como sus
germinados contienen enzimas proteoliticas, capaces de hidrolizar la proteina de
almacenamiento de los cotiledones a aminoacidos libres y amidas, que a su vez son
utilizados por las diversas partes del germinado (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1982).

En cuanto a la evolucion de los lipidos, Kylen & McCready, 1975; Mostafa, Rahma, &
Rady, (1987) observaron una disminucién gradual de los mismos conforme
progresaba la germinacién debido a la accién de lipasas enddgenas. Los acidos grasos
resultantes de la accion de la lipasa se acumulan en pequefias cantidades en los
germinados dado que la mayor parte de los mismos son metabolizados por la planta
en una o varias rutas (Mayer & Poljakoff-Mayber, 1982). Por otro lado, Bau, Villaume,
Chandrasiri, Nicolas, & Mejean, (1994) analizaron el efecto de la germinacion sobre la
reduccidn de la actividad inhibitoria de la lipasa. Asi, comprobaron que si bien existia
un aumento de la actividad inhibitoria de la lipasa durante las primeras 24h, ésta
disminuia progresivamente a partir del primer dia, y conforme aumentaba el tiempo
de germinacidn hasta reducirse en un 18% a los 5 dias. Por lo tanto, la germinacién
presentaria un efecto positivo desde el punto de vista de la digestibilidad de las grasas
(Bauer, Jakob, & Mosenthin, 2005) por el efecto que la actividad inhibitoria de la
lipasa podria tener sobre las andlogas digestivas.

El brote también elimina antinutrientes, lo que hace que los brotes sean mads seguros
para el consumo humano (Mbithi, Van Camp, Rodriguez, & Huyghebaert, 2002). En el
entorno natural, los brotes de semillas sobreviven durante la germinacién al mejorar
sus respuestas defensivas a través de la biosintesis de compuestos fenélicos (Randhir,
Lin, & Shetty, 2004). Tanto en las semillas como en el germinado, una pequefia parte
de los acidos fendlicos y flavonoides existen como formas libres. La mayoria estan

unidos a componentes estructurales de la planta a través de enlaces éster, éter o
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acetal, dando lugar a complejos de mayor tamano molecular (Amin & Thakur 2014;
Pandey, & Rizvi, 2009; Robbins, 2003). Las actividades bioldgicas de estos
compuestos, incluida la actividad antioxidante, dependen tanto de las diferencias
estructurales como de los patrones de glicosilacion (Tsao, 2010).
Actualmente existe poca informacidn cientifica sobre estudios comparativos de
lipdlisis, compuestos fendlicos, y actividad antioxidante en semillas de chia y sus
germinados. En este contexto, en el presente estudio se planteé:
- analizar los cambios en el contenido lipidico y proteico como consecuencia de
la germinacion,
- comparar la digestibilidad de lipidos en semillas y germinados, y
- analizar el efecto de la digestion sobre el contenido total de compuestos
fendlicos y sobre la capacidad antioxidante de semillas y germinados.
Dado que el eje conductor de esta tesis es analizar la influencia de las condiciones
intestinales en la digestibilidad de distintas matrices alimentarias, la simulacion del
proceso de digestion se llevd a cabo tanto en condiciones intestinales
correspondientes a un modelo de adulto sano como en condiciones intestinales
alteradas caracteristicas de un paciente de Fibrosis Quistica.
A continuacidn, se presenta de forma esquematizada el plan experimental disefiado

para llevar a cabo este estudio (Figura 4.1):
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CHIA

SEMILLAS DE CHIA GERMINADOS DE CHIA

|
Enteras I
Determinacion Tamarios :
(Masticacion) I

10 dias de Germinacion
(condiciones indicadas en
seccion 3.1.4)

CARACTERIZACION DE LAS
MUESTRAS

|
: *Humedad |
| *Proteinas :
: *Lipidos |

Detallado en Seccién 3.2
Condiciones Intestinales:
*pH6YypH7
*Concentracion Biliar: 1 mM
y10 mM

*Pancreatina: 2000 UL/g

DETERMINACIONES
ANALITICAS

—_—————— e —— — — —

|

: Detallado en Seccién 3.3
I *Digestibilidad Lipidica

I (Analisis AGL por ensayo
: colorimétrico)

| *Contenido de Polifenoles
: *Actividad Antioxidante

|

Figura 4.1. Esquema del desarrollo del plan experimental para la evaluacién de la digestidn
lipidica y bioaccesibilidad de antioxidantes en semillas de chia y sus germinados.
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4.1.1. Caracterizacion de las semillas de chia antes y después de la

germinacion

Previa a la digestioén in vitro se determind la humedad, contenido en proteina, lipidos,
fenoles totales y actividad antioxidante tanto de semillas como de germinados de chia
(Tabla 4.1). Tal y como se puede observar, el proceso de germinacién modificé la
composicion en macronutrientes y micronutrientes de las semillas. Se produjo un
incremento del contenido en humedad y proteinas, y una disminucién del contenido
lipidico. Segun Kylen & McCready (1975), el aumento de proteinas durante la
germinacién puede estar relacionado con una pérdida de azlcares durante el proceso
de germinacién, asi como con la sintesis de proteinas. Durante la germinacién, los
acidos grasos resultantes después de la accion de la lipasa se acumulan en pequeiias
cantidades. Sin embargo, la mayor parte de los acidos grasos se descompone en una o
varias reacciones metabdlicas de B-oxidacién y de a-oxidacion. Todos los acidos
grasos se metabolizan aproximadamente a la misma velocidad. Sin embargo, los
acidos grasos saturados desaparecen algo mds rapido que los insaturados (Mayer &
Poljakoff-Mayber, 1982). En cuanto a los compuestos antioxidantes, los resultados
obtenidos evidencian un ligero aumento del contenido en fenoles totales, pero un
incremento sustancial de la capacidad antioxidante. La germinacién por tanto, daria
lugar a nuevos compuestos de caracter antioxidante diferentes a los fendlicos,
resultando en un aumento global de capacidad antioxidante como consecuencia de
los cambios biolégicos en las plantulas en desarrollo (Guzman-Ortiz, San Martin-
Martinez, Valverde, Rodriguez-Aza, Berrios,, & Mora-Escobedo, 2017). Asi, se
produce un aumento del contenido vitaminico ademas de activarse la clorofila, con
elevada capacidad antioxidante. Los resultados de la capacidad antioxidante
obtenidos en semillas de chia en este trabajo (4.49 +0.12 mg TROLOX /g ms) fueron
mayores a los registrados (0.76 mg TROLOX /g ms) en los estudios de Pajgk et al.
(2019). Sin embargo, los valores en los germinados (6.3 +1.7 mg TROLOX /g ms)
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fueron muy cercanos a los obtenidos en ese mismo estudio (8.3 mg TROLOX /g ms).
Estas diferencias se deben probablemente a que la sintesis de compuestos
antioxidantes durante la germinacién es muy dependiente del tipo de semillas y del
tiempo de germinacion. Por ultimo, cabe destacar que no se detecta un aumento
notable de los compuestos fendlicos en germinados en comparacidn con las semillas
ya que estos son empleados para el crecimiento de la planta conforme se van

generando (Pajak et al., 2019).

Tabla 4.1. Caracterizacién de semillas y germinados de chia en términos de contenido en
humedad, proteinas, lipidos, capacidad antioxidante, polifenoles totales y variacion neta de
masa y macronutrientes durante la germinacion.

MATRIZ ALIMENTARIA

Parametros
Semillas Germinados
Humedad (g / 100 g materia
6.110+ 0.013 90.86+1.1

seca)
Proteinas (g/ 100 g materia

18.55+0.7 22.59+1.14
seca)
Lipidos (g/ 100 g materia seca) 32.2+0.7 102
Polifenoles Totales (mg AG eq./g

2.48 £0.03 2.87 £0.06
materia seca)
Capacidad Antioxidante (mg

4,49 £0.12 6.3+1.7
TROLOX/g ms)
Variacion neta de masa (%) - 36
Variacion neta de lipidos (%) - -69
Variacion neta de Proteinas (%) - 22
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4.1.2. Distribucion del tamano de particula en semillas después de la
simulacion del proceso mecanico de masticacion de semillas de chia

Un método comun para estudiar la granulometria en el bolo alimenticio es el
tamizado manual utilizando varios tamices en un ambiente himedo o seco
(Mandalari et al., 2018; Woda et al., 2010). En el presente estudio, y previamente a
someter las semillas de chia al proceso de digestidn in vitro, se determind mediante
tamizado, la distribucién de tamaiios de particula generados en un bolo de semillas
de chia masticados por un adulto sano obteniéndose los resultados mostrados en la
Tabla 4.2. En base a este resultado, los experimentos de digestidn in vitro con semillas
de chia se llevaron a cabo en muestras parcialmente molidas y tamizadas con una

distribucién de tamafios equivalente a la obtenida in vivo.

Tabla 4.2. Distribucion de tamarios de particula (%) de semillas de chia obtenidos en la etapa
de desestructuracién previa a la digestion in vitro.

Distribucion de
Tamaiio particulas de
tamano de
semillas de chia
semillas de chia

(km)
(%)
T> 1000 (enteras) 70 £2
700 < T <1000 21.68 £1.07
500 < T<700 44+0.9
125 <T<500 47+13

Tal y como era posible observar, la desestructuracion de las semillas de chia fue
dificultosa lo que se refleja en el elevado porcentaje de las mismas (70%) que

presentaron integridad fisica tras el proceso de desestructuracion. Por otro lado, del
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restante 30% correspondientes a aquellas desestructuradas, casi la totalidad de las
mismas presentaron un tamafio de particula entre 700 y 1000 um. La distribucidn de
tamafios es uno de los factores que en gran medida condicionara la digestibilidad y
bioaccesibilidad de nutrientes. De igual manera, resulta util para estandarizar el

proceso de desestructuracidon previo a la digestion.

4.1.3. Influencia de la germinacion y de las condiciones intestinales en la

digestibilidad lipidica de la chia

Es importante mencionar, que tal y como era de esperar, la digestibilidad lipidica fue
nula (valores de lipdlisis igual a 0) en los digeridos de semillas enteras. Este resultado
confirma la inalterabilidad e impermeabilidad del pericarpio de las semillas durante el
proceso de digestion gastrica e intestinal (Inglett et al., 2014). Puede decirse por
tanto, que la ingesta de semillas enteras aporta Unicamente los beneficios derivados
del mucilago, cuya hidrataciéon y gelificacién permite un incremento de volumen de
las semillas aumentando la sensaciéon de saciedad. La digestibilidad de lipidos
saludables de semilla de chia exige por tanto, algun tipo de procesado previo a su
consumo o incorporacion como ingrediente en otras matrices alimentarias. La Figura
4.2 recoge los porcentajes de extension de la lipdlisis obtenidos tras la digestion de
particulas de semillas (con una distribuciéon de tamafios 700>T>125 segun Tabla 4.2)
y germinados de chia en condiciones intestinales estandar (pH 7 y concentracion biliar
10 mM) y en condiciones de insuficiencia pancredtica exocrina (pH 6 y concentracion
biliar 1 mM). Los resultados muestran una mayor desviacién estandar en los digeridos
de semillas que en los germinados probablemente debido a que resulta dificil
controlar la rotura de las semillas de manera reproducible. Por otro lado, resaltar que
Unicamente el 30.78% de las semillas se parten y subdividen, de manera que su
interior queda accesible a la penetracién de los fluidos de la digestién y a una mayor

difusién de las enzimas digestivas. Este rango de tamafos de particula puede generar
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variaciones entre las muestras digeridas lo que se refleja en la elevada desviacion

estandar de los resultados de lipdlisis en semillas.

bA
120 . ' bA
M Semillas Germinados
100 I
80

60 aB

LIPOLISIS (%)

40

20

pH6-Bilis 1ImM pH7-Bilis 10mM
Condiciones Intestinales

Figura 4.2. Extension de la lipdlisis (%) en semillas y germinados de chia sometidos a digestion
in vitro en condiciones intestinales subdptimas de fibrosis quistica (pH 6 y concentracién biliar
1 mM) y adulto sano (pH 7 y concentracién biliar 10Mm con dosis de suplemento enzimatico

2000 UL g grasa.

Letras en minuscula: relacionan las diferencias estadisticas obtenidos entre cada condicidn intestinal para cada chia
(semillas y germinadas). Letras mayusculas: relacionan las diferencias significativas entre semillas y germinados en
cada condicion.

En cuanto al efecto de las condiciones intestinales, pH del medio y concentracién
biliar, sobre la lipdlisis, éstas presentaron una influencia significativa en la extension
de la lipdlisis tanto en semillas como en germinados, aunque en mayor medida en
semillas. Asi, en condiciones estandar de adulto sano (pH 7 y concentracion biliar de
10 mM), se alcanzaron valores muy superiores de extension de la lipdlisis, pero
similares en semillas y germinados, que en condiciones intestinales subdptimas
propias de insuficiencia pancredtica exocrina (pH 6 y concentraciéon biliar 1 mM). En
estas Ultimas condiciones, en cambio, la extension de la lipdlisis fue mayor en
germinados que en semillas. Durante la germinacién, tiene lugar una generacién de
acidos grasos libres como consecuencia de la actividad lipasa enddgena. Si bien es

cierto que a medida que éstos son generados son metabolizados en el ciclo de Krebs,
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una cierta cantidad residual de los mismos se acumula en la planta. Por tanto, estos
acidos grasos con efecto emulsificante, conjuntamente con la lipasa enddgena vy la
reduccidon de la actividad inhibitoria lipasa que tiene lugar durante la germinacién
(Armand et al., 1996) podrian estar potenciando la digestibilidad lipidica en la etapa
intestinal. Este fendmeno parece ser mds relevante en condiciones intestinales
subdptimas de pH 6 y baja concentracion biliar que en condiciones éptimas de pH 7 y
concentracion biliar 10 mM. Asi, se puede concluir que si bien en condiciones
intestinales estdndar no se obtuvieron diferencias de digestibilidad lipidica entre
semillas y germinados, en condiciones subdptimas las diferencias son significativas,
siendo los lipidos de los germinados mas eficientemente digeridos que los lipidos de
las semillas. Aun asi y teniendo en cuenta la diferente concentracion de lipidos en
semillas y germinados, 32 y 10 % respectivamente, en individuos con fibrosis quistica
la ingesta de semillas groseramente desestructuradas resultaria en un aporte similar
de acidos grasos que la ingesta de germinados. En cambio, en condiciones no
alteradas de pH intestinal y concentracidn biliar estandares, la ingesta de las semillas
desestructuradas si conllevaria un aporte total de acidos grasos libres, superior al de

los germinados.

4.1.4. Influencia de las condiciones intestinales en la bioaccesibilidad de

fenoles totales v en la capacidad antioxidante de los digeridos de semillas v

germinados de chia.

Cualquier compuesto bioactivo puede considerarse potencialmente efectivo para la
salud humana, solo si se mantiene bioaccesible tras las fases involucradas en la
digestidn gastrointestinal (Rein, Renouf, Cruz-Hernandez, Actis-Goretta, Thakkar, &
da Silva Pinto, 2013). La literatura cientifica contiene contribuciones relacionadas con
el contenido de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante de las semillas de

chia. Sin embargo, son escasos los estudios que abordan los cambios experimentados
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por los compuestos fendlicos de las semillas o germinados de chia durante la
digestion gastrointestinal, y en ningln caso bajo condiciones intestinales alteradas.

La Tabla 4.3 muestra los resultados de polifenoles totales y capacidad antioxidante
obtenidos en los digeridos de semillas y germinados, tanto en condiciones estandares
como en condiciones subdptimo como las que se dan en la insuficiencia pancreatica
exocrina.

Tabla 4.3. Valores de polifenoles totales (mg acido galico (AG) eq./g materia seca) y capacidad
antioxidante (mg TROLOX eq./g materia seca) analizados en semillas y germinados de chia tras
la digestion gastrointestinal. Condiciones intestinales de fibrosis quistica (pH 6 y concentracién
biliar 1 Mm) y estandares de adulto sano (pH 7 y concentracidn biliar 10 mM) con dosis de
suplemento enzimatico 2000 UL/ g grasa. Valores de bioaccesibilidad (%) de compuesto
fendlicos entre paréntesis.

FENOLES TOTALES

mg AG eq./g materia seca

SEMILLAS GERMINADOS
INICIAL 2.48 +0.03bA 2.87 +0.06aB
pH7- Bilis 10 mM 1.7 0.2 aA (68.6 £0.8) 439 #0.5cB (153 + 3)
pH6 -Bilis 1 mM 1.9 +0.2aA (75.08 +0.96) 3.52 +0.17bB (123 #3)

CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

mg TROLOX eq./g materia seca

SEMILLAS GERMINADAS
INICIAL 4.49 *0.12cA 6.3 *1.7cA
pH7- Bilis 10 mM 1.17 +0.07bA 453 +1.14bB
pH6 -Bilis 1 mM 1.06 +0.09aA 2.9 10.7aB

Letras en minuscula: relacionan las diferencias estadisticas obtenidos en cada analisis (Fenoles Totales y capacidad
antioxidante) comparando los valores iniciales y las dos condiciones intestinales. Letras mayusculas: relacionan las
diferencias significativas entre semillas y germinados en cada condicidn (inicial, pH6 -Bilis 1 mM, pH7- Bilis 10 mM).

En relacion a los cambios experimentados por los compuestos fendlicos durante la
digestion y a la influencia de las condiciones intestinales sobre estos compuestos
(Tabla 4.3), se registré un aumento en el contenido de polifenoles en los germinados
digeridos, con respecto al contenido inicial, como consecuencia de su liberacion de la

matriz y solubilizacion favorecida por las condiciones gastrointestinales (Tagliazucchi,
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Verzelloni, Bertolini, & Conte, 2010). En el caso de las semillas digeridas, se produjo,
en cambio, una disminucion, lo que se refleja en una menor bioaccesibilidad de estos
compuestos en comparacion con los germinados (Tabla 4.3). Este hecho coincide con
la afirmacidn de que los nutrientes de los germinados suelen ser mas bioaccesibles y
biodisponibles en comparacidn con las semillas latentes (Pajgk et al.,2019). De igual
forma, Lucas-Gonzalez et al. (2016), obtuvieron un bajo grado de recuperacion de los
fenoles totales en extractos de bayas de Maqui después de la etapa intestinal. Las
condiciones de pH y concentracidon biliar resultaron clave en la liberacion vy
solubilizacion de estos antioxidantes Unicamente en la digestion de los germinados,
obteniéndose una mayor bioaccesibilidad en condiciones estandares de adulto sano
frente a condiciones de insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) tal y como muestran
los valores de bioaccesibilidad calculados. Por otro lado, se observa una interaccidn
negativa del contenido graso sobre la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos de
forma que a mayor contenido en grasa, menor bioaccesibilidad de estos compuestos.
Asi, el menor contenido lipidico de los germinados en comparacién con las semillas,
podria ser en parte responsable de la mayor bioaccesibilidad en germinados que en
semillas. Al parecer un mayor contenido de grasa en el producto, como ocurre en las
semillas, favoreceria la estabilidad y retencién de los compuestos fendlicos,
reduciendo su bioaccesibilidad final. Este hecho, ha sido observado por Ortega et al.,
(2009) en licor de cacao. De igual forma, el alto contenido en fibra en las semillas
(Reyes-Caudillo et al., 2008) podria ser también responsable de la menor
bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos. Argyri, Komaitis, & Kapsokefalou (2006)
y Saura-Calixto, Serrano, & Goii (2006) obtuvieron que la solubilidad y la
disponibilidad de los compuestos fendlicos estan influenciados por el pH y la
interaccion con otros componentes dietéticos, como el hierro, la fibra o las proteinas.
Las interacciones entre los compuestos fendlicos y otros constituyentes favorecen la
formacidn de complejos de baja solubilidad y elevado peso molecular, causando una

reduccidon en la concentracion de compuestos fendlicos (Rodriguez-Roque, Rojas-
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Grali, Elez-Martinez, & Martin-Belloso, 2013), y en su absorcién intestinal conforme
aumenta su peso molecular (Scalbert, & Williamson (2000).

En cuanto a los cambios experimentados por la capacidad antioxidante durante la
digestion, ésta disminuye tanto en semillas como germinados, siendo mayor, sin
embargo, en condiciones de individuo sano que en condiciones de IPE. Este hecho
podria estar relacionado con que en el presente estudio solo se ha considerado para
la determinacién de la actividad antioxidante, aquella fraccion de compuestos
bioactivos presentes en la fase liquida del digerido, pero no en la fase sélida no
digerida. Asi, en la fase sélida no digerida podrian quedar retenidas una cantidad
importante de especies quimicas de caracter antioxidante no bioaccesibles, ni
potencialmente absorbibles, al menos en las condiciones ensayadas. En cambio, en el
estudio de Pellegrini et al. (2018), se obtuvo un aumento de la capacidad antioxidante
de semillas de chia tras la etapa intestinal, asumiendo la totalidad de compuestos
presentes en todo el digerido (fase liquida y sdlida). Por ultimo, cabe destacar que la
capacidad antioxidante y contenido fendlico de los digeridos presentaron una buena
correlacién, (Figura 4.3.) de forma que, la capacidad antioxidante de la fraccion
bioaccesible podria ser atribuida fundamentalmente a los compuestos fendlicos
presentes en dicha fraccidon (Pellegrini et al. 2018). Por otro lado, la Figura 4.3
también muestra que la capacidad antioxidante puede estar atribuida a otras
sustancias antioxidantes, ademds de a los compuestos fendlicos, presentes en
semillas y germinados no digeridos ya que en esos casos no existe una buena

correlacién entre la capacidad antioxidante y el contenido en compuestos fendlicos.
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Figura 4.3. Correlacion entre el contenido de polifenoles totales y la capacidad antioxidante de
los digeridos de semillas y germinados de chia, asi como de las muestras no digeridas.
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4.1.5. Conclusiones

En relacién a los resultados obtenidos en este capitulo, se puede concluir que el
proceso de germinacidon de semillas de chia, disminuyd el contenido en lipidos y
aumenté el de proteinas, y su capacidad antioxidante, en comparacién con las
semillas.

En base a los resultados obtenidos, el proceso de germinacién mejora la digestibilidad
lipidica en comparaciéon con las semillas latentes, en especial en condiciones
intestinales subdptimas de insuficiencia pancredtica exocrina.

Los compuestos fendlicos de la chia son mas bioaccesibles en el producto germinado
que en las semillas, si bien la capacidad antioxidante de la fraccién bioaccesible
disminuyé en ambos casos en comparacidn a las muestras no digeridas. Existe, sin
embargo, una correlacién lineal entre el contenido en compuestos fendlicos de la
fraccién bioaccesible y su capacidad antioxidante de los digeridos. En este sentido,
podria resultar interesante llevar a cabo un estudio de identificacién de compuestos
fendlicos, y de otras especies antioxidantes en las semillas de chia, y sus germinados,
antes y después de la digestion gastrointestinal en condiciones intestinales variables.
Por ultimo, los resultados muestran que el germinado, asi como otros procesos y
tratamientos de las semillas, pueden modular la digestibilidad y bioaccesibilidad de
macro y micronutrientes, por lo que su impacto ha de ser evaluado para obtener
informacién sobre los beneficios derivados de la ingesta de semillas de chia y sus

derivados.
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Son numerosos los estudios epidemioldgicos que establecen la relacién entre la
ingesta regular de frutos secos y la reduccion en la incidencia de enfermedades
coronarias (Kris-Etherton, Hu, Ros, & Sabaté, 2008) y ciertos tipos de cdncer como de
prostata (Jain, Hislop, Howe, & Ghadirian, 1999) o colon rectal (Yeh, You, Chen, &
Sung, 2006). Asimismo, los ultimos estudios cientificos asocian positivamente la
ingesta de nueces con una mejora de la funcién cognitiva en personas de edad
avanzada (O’Brien et al., 2014).

Hay diferentes tipos de frutos secos. Las nueces (Juglans regia) se consideran uno de
los frutos secos de arbol comestible mas populares, junto con las almendras (Prunus
amigdalis), las avellanas (Corylus avellana) y los pistachos (Pistachia vera). Los
cacahuetes (Arachis hypogaea) son botanicamente leguminosas, pero se identifican
ampliamente como parte del grupo de frutos secos ya que su perfil nutricional es
comparable al de estos (Griel & Eissenstat, Juturu, Hsieh, Kris-Etherton, 2004).

Los frutos secos son ricos en energia debido a su alto contenido en proteinas y lipidos.
Su perfil de 4cidos grasos se caracteriza por un predominio de acidos insaturados. Los
principales acidos grasos que se encuentran en el aceite de nuez son los acidos oleico
(18: 1 n-9), linoleico (18: 2 n-6) y linolénico (18: 3 n-3) (Zwarts, Savage, & McNeil,
1999). Los acidos oleico (18: 1v 9) y linoleico (C18: 2v6) representan el 80% de los
acidos grasos de los cacahuetes; el acido palmitico (16: 0) representa entre un 5y
10% del contenido total de acidos grasos; y los acidos estedrico (18: 0), araquidico
(20: 0), eicosenoico (20: 1v9), behénico (22: 0) y lignocérico (24:0) representan entre
1 y 3% del perfil total (Andersen, Hill, Gorbet, & Brodbeck, 1998; Ozcan & Seven,
2003). Al mismo tiempo, los frutos secos se consideran alimentos nutricionalmente
densos ya que proporcionan fibra dietética, vitaminas (por ejemplo acido félico,
niacina y vitaminas E y B6), minerales (por ejemplo, cobre, magnesio, potasio, zinc) y
muchos otros compuestos bioactivos (Dreher, Maher, & Kearney, 1996). A pesar del
contenido lipidico de los frutos secos (entre 50 y 55%), un ensayo de meta-analisis

aleatorio controlado indicé que su consumo no produce un aumento del peso
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corporal o del indice de masa corporal (Flores-Mateo, Rojas-Rueda, Basora, Ros, &
Salas-Salvadd, 2013). Uno de los motivos atribuibles a este hecho podria ser la
inaccesibilidad de los lipidos por parte de los enzimas digestivos por el bajo grado de
desestructuracion de la matriz alcanzado durante la digestién (Hollis & Mattes, 2007).
En este sentido Novotny, Gebauer, & Baer (2012) indicaron que solo el 76% de la
energia de las almendras se metaboliza debido a que las paredes celulares intactas
protegen los lipidos encapsulados durante su paso a través del tracto gastrointestinal
(Ellis et al., 2004; Mandalari et al., 2008). Es por esto que la masticacién es un factor
clave que determina la naturaleza y el grado de fractura celular, y por tanto la
digestibilidad de los lipidos. Algunos estudios indican que la desestructuracién en fase
oral de nueces enteras conduce a una liberacién del 8-11% de las gotas de aceite,
aumentando asi la lipdlisis (Mandalari et al., 2014).

Las proteinas en la saliva humana (mucinas) son responsables de la floculacion de
algunas emulsiones, segun el tiempo de residencia en la boca (Gallier & Singh, 2012).
En el estdmago, el proceso enzimatico principal que sufren las almendras es la
protedlisis (38%) (Mandalari et al., 2008), mientras que la lipdlisis ocurre
principalmente en el duodeno y es altamente dependiente de las condiciones
intestinales (pH, pancreatina y secreciones biliares). El cambio abrupto de pH cuando
el quimo pasa a través del piloro provoca cambios en las propiedades fisico-quimicas
de los lipidos. Principalmente, los lipidos se ionizan parcialmente y contribuyen al
proceso de emulsificacion (Hernell et al., 1990). Simultdneamente, los lipidos biliares
excretados por la vesicula biliar en forma de micelas mixtas se diluyen rdpidamente
en el medio y juegan un papel fundamental en la digestidn y absorcion intestinal de
los lipidos de la dieta y las vitaminas liposolubles. Ademas, las sales biliares presentan
una alta capacidad para solubilizar los fosfolipidos y los productos de la lipdlisis
pancreatica (Reis, Holmberg, Watzke, Leser, & Miller, 2009). En consecuencia, cuando
las condiciones intestinales son subdptimas, como es el caso de algunos individuos

con patologias crdnicas, la hidrdlisis intestinal de las proteinas, y especialmente de las
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grasas, puede verse comprometida. Este es el caso de individuos que sufren de
insuficiencia pancreatica exocrina, como ya se ha descrito en la seccidn introductoria
de esta tesis.

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue evaluar, mediante un modelo
de digestion in vitro, el impacto que el tamano de particula generado en la digestion
oral, el pH intestinal, la concentracién biliar y la concentracién de enzimas
pancreaticas tienen sobre el indice de degradacién de la matriz, la protedlisis y la
lipdlisis de nueces y cacahuetes. El esquema del plan experimental se presenta a

continuacién (Figura 4.4).
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FRUTOS SECOS ! *Nueces

Preparacion de las
muestras en 2 tamafios:
Grande >1.2 mm
Pequeiio <1.2 mm

\ 4

DIGESTION IN VITRO

: Detallado en Seccion 3.2 :
I Condiciones Intestinales: :
: *pH:6y7 |
I *Concentracion Biliar: :
| 1y10mMm |
: *Dosis de Pancreatina: 0, |
| 1000, 2000, 3000 y 4000 :
: UL/g grasa :
' |
|

DETERMINACIONES
ANALITICAS

Detallado en seccién 3.3
*indice de Degradacién
de la Matriz
*Digestibilidad Proteica
*Digestibilidad Lipidica
(Analisis AGL, por ensayo
colorimétrico)
*Cuantificacion de Acidos
Grasos Libres por
Cromatografia GM

Figura 4.4. Esquema del desarrollo del plan experimental de frutos secos
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4.2.1 Influencia de las condiciones intestinales del individuo y del tamario de

particula sobre el indice de degradacion de la matriz.

La Tabla 4.4 muestra el efecto estadistico del pH intestinal, la concentracién biliar, el
tamafio de particula y sus interacciones sobre el indice de Degradacién de la Matriz
(IDM (%)) de nueces y cacahuetes digeridos a una concentracion fija de pancreatina
de 2000 UL / g de grasa. Como se puede observar, el tamafio de particula fue la
variable con el mayor efecto sobre el IDM de nueces y cacahuetes. Cabe recordar que
se digirieron frutos secos de tamafio de particula “grande” (>1.2 mm) y “pequefios”
(<1.2 mm).

Tabla 4.4. F-ratio y significancia estadistica obtenido del analisis ANOVA factorial para el indice
de degradacién de la matriz. Los factores para el andlisis fueron: pH, concentracion biliar,
tamafio de particula, y su interaccion.

EFECTOS Y SUS indice de Degradacion de la Matriz (%)
INTERACCIONES NUECES CACAHUETES
pH 1.37 ns 13.64**
Bilis 0.04 ns 3.85ns
Tamafio de particula 1554.79*** 3138.39%**
pH-Bilis 0.69 ns 2.59 ns
pH-Tamafio de particula 4.28 ns 2.00 ns
Bilis-Tamafio de particula 0.34ns 0.62 ns
pH-Bilis-Tamafio de 0.01ns 2.05ns
particula

ns: diferencias no-estadisticas (p >0.05). * p < 0.05. ** p <0.01. *** p< 0.001.

La Tabla 4.5 muestra el indice de Degradacién de la Matriz (IDM (%)) de las nueces y
cacahuetes correspondientes a dos tamafos de particula distintos, digeridos en

diferentes condiciones de pH y concentracién biliar y a una concentracién de enzima
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pancredtica fija de 2000 UL / g de grasa (valor promedio recomendado para EPI)
(Turck et al., 2016). También se incluyen los resultados de IDM obtenidos a distintas
concentraciones de pancreatina (0-4000 UL / g de grasa), en condiciones intestinales

fijas de pH 6 y concentracion biliar 1 mM.
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Tabla 4.5. indice de degradacidn de la matriz (IDM (%)) tras la digestion in vitro a diferentes condiciones intestinales pH (6 o 7), concentracion
biliar (1 0 10 mM) y dosis de pancreatina (0-4000 UL/g grasa) de nueces y cacahuetes con dos tamafios de particulas (grande o pequefio).

IDM (%)
Condiciones Intestinales
Concentra Nueces Grandes Nueces pequenas Cacahuetes grandes Cacahuetes pequenos
Pancreatina
pH cion biliar (>1.2 mm) (<1.2mm) (>1.2 mm) (<1.2mm)
(UL/g grasa)
(mM)
6 1 36+ 2(c)(B) 86 +7(a)(D) 25  +3(a)(A) 69 +2(a)(C)
2000 6 10 352 + 1.5(bc)(B) 84 +3(a)(D) 25.9 +1.2(a)(A) 74.046 +1.114(b)(C)
7 1 30.5 +0.2(a)(B) 86.3 +0.5(a)(D) 26.816 +1.007(a)(A) 76 +2(b)(C)
7 10 32.20 +1.15(ab)(B)  86.2 +0.4(a)(D) 27.7  +1.3(a)(A) 76  +2(b)(C)

0 30 +9(a)(A) 63 +3(a)(B) 19  +4(a)(A) 52  +7(a)(B)
1000 35.9 +0.4(a)(B) 72 +4(ab)(C) 26.7 +1.5(a)(A) 712  +1.5(b)(C)
2000 6 1 36 +2(a)(B) 86 *7(c)(D) 25 *3(a)(A) 69 *2(b)(C)
3000 36.0 +1.3(a)(A) 71  +7(ab)(B) 27  +6(a)(A) 71  +4(b)(B)
4000 33 *2(a)(A) 82 *6(bc)(B) 26.8 +0.9(a)(A) 81 +9(b)(B)

Letras a-c se refieren a los grupos homogéneos obtenidos de la aplicacion de ANOVA a los datos en las mismas columnas y provee informacién acerca del efecto de la
concentracion de pancreatina o de pH-concentracion biliar en el IDM (%). Letras A-D se refieren a los grupos homogéneos obtenidos del ANOVA comparando los datos en la
misma fila, provee informacidn relacionada con el efecto del tamafio de particula y del tipo de fruto seco, sobre el IDM (%) (p-value<0.05).
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Asi, el IDM oscild entre el 19 y el 36% (valores promedio) en los frutos secos de mayor
tamafio de particula (que simularian las particulas de frutos secos tras una
masticacién leve); mientras que este pardmetro alcanzé el 52-86% (valor promedio)
en muestras de particulas pequenas (que simulan una masticacién mas intensa). Cabe
sefialar que el valor minimo de los intervalos antes mencionados de IDM se observd
en los cacahuetes y el valor maximo en las nueces. Estos resultados confirmaron que
la masticacién es un factor clave que determina la degradacién de la matriz durante la
digestion en este tipo de productos. La primera transformacidn fisica de los alimentos
durante la ingesta ocurre en la boca, produciendo superficies fracturadas con algunas
células parenquimaticas rotas y particulas de menor tamafio. Este fendmeno aumenta
el area de la superficie de contacto de los nutrientes intracelulares con los fluidos
digestivos y aumentando por tanto su disponibilidad para la hidrdlisis enzimatica; en
definitiva puede decirse que la desestructuracién de la matriz alimentaria mejora la
eficiencia general de la digestidon (cuanto mayor es el IDM, mayor es la digestibilidad
de las proteinas y los lipidos) y la absorcién gastrointestinal de nutrientes (Mandalari,
Faulks, Rich, Lo Turco, Picout, Lo Curto, & Ellis, 2008; Parada & Aguilera, 2007).
Ademas del tamafo de particula generado durante la masticacion, la degradacion de
la matriz durante la digestién depende de su composicion y otros factores como la
naturaleza de los enlaces y la permeabilidad de la matriz a moléculas pequefias, la

dureza, la cohesidn y la elasticidad (Lamothe et al., 2012).

4.2.2 Influencia de las condiciones intestinales y del tamafio de particula de

los frutos secos en la digestibilidad de las proteinas

La proteina de la nuez es altamente digerible y tiene un buen equilibrio de
aminoacidos esenciales, siendo las glutelinas (=70%) la fraccidon proteica principal
seguidas de las globulinas (=18%), las albuminas (=7%) y las prolaminas (=5%)(Sze-Tao

& Sathe, 2000). Los cacahuetes son en realidad una leguminosa y su contenido en
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proteina es mayor que cualquier otro fruto seco. Las proteinas de los cacahuetes se
han clasificado habitualmente como albuminas o globulinas; las globulinas
representan en este caso el 87% de la proteina total y estdn compuestas por dos
proteinas principales, la araghina y la conaraghina (Arya, Salve, & Chauhan, 2016). En
este estudio, para caracterizar la digestibilidad de la proteina se utilizaron dos
parametros: la densidad éptica maxima (ODmax), que es un indicador indirecto de la
extensién de la protedlisis maxima, y la pendiente inicial de la curva de evolucién de
la OD con el tiempo (AOD / h) relacionada con la velocidad inicial de la reaccion
proteolitica (Bax et al., 2012). En la Tabla 4.6 se muestran los resultados del analisis
estadistico y que ilustran el efecto del pH intestinal, de la concentraciéon de sales
biliares y del tamafio de particula, asi como sus interacciones, sobre los parametros

caracteristicos de la protedlisis (ODmax y AOD / h).

Tabla 4.6. F-ratio obtenido del analisis de ANOVA factorial de los parametros de digestibilidad
proteica (ODmax, y pendiente inicial). Los factores del analisis fueron pH, concentracién biliar,

tamafio de particula, y sus interacciones.

PROTEOLISIS
EFECTOS E
NUECES CACAHUETES
INTERACCIONES

ODmax AOD/h ODmax AOD/h
pH 214.63*** 130.37*** 5.00 ns 0.32ns
Bilis 71.49%** 20.21** 35.32%** 6.53*
Tamafio de particula 3674.20%** 1279.06***  14540.68***  56.99***
pH-Bilis 56.87*** 84.70*** 155.07*** 0.39ns
pH-Tamafio de particula 637.51*** 460.31%** 33.75%** 1.48 ns
Bilis-Tamaiio de 165.19*** 128.97*** 0.29ns 4.17 ns
particula
pH-Bilis-Tamafio de 254.30*** 46.72%** 251.55%%** 243 ns
particula

ns: diferencias no-estadisticas (p >0.05). * p < 0.05. ** p <0.01. *** p< 0.001.
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En las nueces, las tres variables analizadas (pH intestinal, concentracién biliar y
tamafio de particula) influyeron significativamente en ambos pardmetros de
digestibilidad de la proteina, mientras que el pH intestinal no lo hizo en la protedlisis
del cacahuete. En el caso de las nueces, las interacciones entre las variables de
digestion también presentan una influencia significativa en la cinética (pendiente
inicial) y en la protedlisis maxima esperada (ODmax). Sin embargo, en el cacahuete, la
interaccion pH-bilis-tamafo de particula inicamente influyé de forma significativa en
el valor de extension maxima de la protedlisis (ODmax). Con respecto al efecto de las
condiciones intestinales (Figura 4.5), la cinética (AOD/h) y la extension maxima
(ODmax) de la protedlisis en nueces de tamaio de particula pequefio fueron los
pardmetros mas afectados. Asi, aumentd la hidrdlisis enzimatica conforme lo hizo
tanto el de pH intestinal como la concentracidn biliar (Figura 4.5). Asimismo, la
digestion proteica, en términos cinéticos, de los frutos secos de tamafio de particula
grande mejord ligeramente en condiciones de adulto sano estandar (pH 7 vy
concentracién biliar 10 mM) en comparacion con los condiciones subdptimas de pH 6

y concentracién biliar 1 mM (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Pardmetros de digestibilidad proteica (ODmaxy AOD/h) de nueces y cacahuetes
con tamafio de particula grande (> 1.2 mm) y pequefio (< 1.2 mm) digeridas a diferentes
condiciones intestinales pH (6 o 7), concentracion biliar (1 o 10 mM) usando una dosis fija de
enzima pancreatina (2000 UL/ g grasa equivalentes a 459 UP/g proteina en nueces y 247 UP/g

proteina en cacahuetes).

Letras a-d se refiere a los grupos homogéneos obtenidos por el ANOVA aplicado a los datos de cada fruto seco con el
mismo tamafio de particula y proporciona informacién sobre el efecto de las condiciones intestinales (pH-
concentracion biliar) en los pardmetros de digestibilidad de la proteina (p -valor <0.05). La linea indica el valor en la
etapa gastrica para el tamafio de particulas <1.2 mm, la linea segmentada indica los valores en la etapa gastrica para
el tamafio de particulas > 1.2 mm, la barra oscura indica los valores en la etapa intestinal para el tamafio de
particulas> 1.2 mm, la barra clara indica valores en la etapa intestinal para particulas de tamafio <1.2 mm.

Por otro lado, la Figura 4.6 muestra la protedlisis de ambas tipos de frutos secos
digeridas a distintas concentraciones de pancreatina (0 a 4000 UL / g de grasa que son
equivalentes a 0, 229, 459, 688, 918 UP / g de proteina en las nueces y 0,124, 247,

371, 494 UP / g de proteina en el cacahuete) y a pH intestinal de 6 y concentracion

biliar de 1 mM.
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Figura 4.6. Parametros de digestibilidad de proteinas (ODwmax y pendiente inicial AOD / h) de
nueces y cacahuetes con tamafios de particula grandes (> 1.2 mm) y pequefios (<1.2 mm)
digeridos en condiciones intestinales de pH 6 y concentracidn biliar 1 mM, con diferentes dosis
de pancreatina (0 -4000 UL / g de grasa equivalente a 0-229-459-688-918 UP / g de proteina

en las nueces, y de 0-124-247-371-494 PU / g de proteina en el cacahuete). Las letras a-d se
refieren a los grupos homogéneos obtenidos por el ANOVA aplicado a los datos de cada fruto seco del mismo tamafio
y proporciona informacion sobre el efecto de la concentracion de pancreatina en los parametros de digestibilidad de
la proteina (ODmax y pendiente inicial) (valor de p <0. 05). La linea indica el valor en la etapa gastrica para el tamafio
de particulas <1.2 mm, la linea segmentada indica los valores en la etapa gastrica para el tamafio de particulas >1.2
mm, la barra oscura indica los valores en la etapa intestinal para el tamafio de particula >1.2 mm, la barra clara indica
valores en la etapa intestinal para particulas de tamafio <1.2 mm.

Como se puede observar, independientemente de la dosis, la suplementacién con
pancreatina condujo a un aumento de tanto de la cinética como de la extensién
maxima de la protedlisis, siendo mas acusado su efecto en nueces que en cacahuetes.
Asi, la simple suplementacién con 129 o 224 UP/ g proteina (1000 UL/ g grasa) para
cacahuetes y nueces respectivamente, fue suficiente para mejorar la protedlisis;

mientras que una dosis de 494 UP/ g proteina para cacahuetes o de 918 UP/ g
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proteina para nueces (4000 UL / g de grasa) fue necesaria para lograr un aumento
significativo, con respecto a dosis inferiores, en ambos frutos secos. Por otro lado, es
importante tener en cuenta que los parametros de protedlisis mostrados en la Figura
4.5, no son directamente comparables debido a las diferentes unidades de proteasas
por gramo de proteina utilizadas en los estudios de digestion de nueces (459 UP / g
proteina) y cacahuetes (247 UP / g proteina). A pesar de este hecho, la mayor afinidad
de las proteasas a las proteinas de la nuez que a las de los cacahuetes, queda
confirmada de nuevo a los valores de la pendiente inicial (AOD / h) y la extensién
potencial de la protedlisis (ODmax) para nueces y cacahuetes en unidades de
proteasas similares a través de la Figura 4.6. Concretamente, serian comparables los
valores de los parametros alcanzados a una dosis de 1000 UL / g grasa equivalente a
229 UP / g proteina en nueces y de 2000 UL / g grasa equivalente a 247 UP / g
proteina en cacahuetes. Las diferencias, en cuanto a la digestibilidad de las proteinas,
observadas entre los dos tipos de frutos secos podrian deberse a su diferente
composicion aminoacidica. Los valores mas bajos de protedlisis en el cacahuete
también podrian estar relacionados con los cambios estructurales de proteinas que
ocurren durante el tostado. Estudios previos indican que el tostado de cacahuete a
160 °C durante 30 min, afecta negativamente a la calidad de las proteinas y lipidos en
los granos de cacahuete (Damame, Chavan, & Kadam, 1990). Tras un tostado por aire
caliente, se observan dafos significativos en la epidermis y el tejido celular, lo que
resulta en una separacion celular, la destruccidn de la red endoplasmica, la alteracién
de los cuerpos proteicos y el aumento del tamafo de los cuerpos oleosos (Altan,
McCarthy, Tikekar, McCarthy, & Nitin, 2011; Perren & Escher, 2013). La estructura
nativa de las proteinas se desnaturaliza con un despliegue inicial de una molécula de
proteina, la pérdida de la estructura secundaria y terciaria, la formacidon de
interacciones covalentes y no covalentes intra y/o intermoleculares (Davis & Williams,
1998; Rahaman, Vasiljevic, & Ramchandran, 2016). El tratamiento térmico también

puede alterar la susceptibilidad de las proteinas a la digestidn gastrointestinal. Tras el
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tostado, la proteina del cacahuete, como la Ara hl, forma polimeros compactos
mediante interacciones hidrofébicas. Esta agregacién hace que la proteina sea
inaccesible, en cierta medida, para la proteasas digestivas (Rahaman et al., 2016).
Ademads, a partir de la comparacién de los valores de las pendiente iniciales en la
etapa gastrica (nueces > 1.2 mm = 0.196 AOD / h nueces <1.2mm = 0.521 AOD / h;
cacahuetes> 1.2mm = 0.178 AOD / h cacahuetes <1.2mm = 0.169 A OD / h) y etapas
intestinales (Figura 4.5 y Figura 4.6), es posible afirmar que la cinética de la protedlisis
es mas rapido en el intestino delgado que en el estdmago, y especialmente en nueces.
En base a estos resultados es posible afirmar que las proteinas de la nuez son mas
facilmente digeribles que las de cacahuete bajo las mismas condiciones ensayadas. De
igual forma, el tamafo de particula modula tanto la velocidad (AOD/h) como la
extensidon maxima (ODmax) de la protedlisis en frutos secos y especialmente en
nueces (Tabla 4.7) (Figuras 4.5 y 4.6). Se puede evidenciar el impacto en la protedlisis
con el mayor acceso de las enzimas proteoliticas a las proteinas favorecido por la gran
area de superficie en las muestras con tamafio de particula pequefio. Las particulas
mas pequefias maximizan la exposicion de la superficie de la proteina a zonas
hidréfilas, promoviendo asi el acceso de las enzimas a los sitios de unidn. Las enzimas
proteoliticas, la pepsina en el estdmago y la tripsina en el duodeno, se unen a
aminoacidos aromaticos hidréfobos como la alanina, leucina, isoleucina, prolina y
valina, que son predominantes en la composicidén de los frutos secos y especialmente

en nueces (Sze-Tao & Sathe, 2000).

4.2.3 Influencia de las condiciones intestinales y del tamarfio de particula de

las nueces sobre la digestibilidad lipidica

En los frutos secos, los lipidos son el principal componente de almacenamiento y la
mayor proporcién de energia disponible, que comprende aproximadamente el 50%

del peso total del grano y se encuentra en cuerpos de aceite intracelulares en forma

98



4. RESULTADOS

de triacilglicerol (TAG) (Ellis et al., 2004). Los cuerpos oleosos tienen un didametro
promedio de 2-3 um, aproximadamente, y estdn rodeados por una sola capa de
fosfolipidos en los que se encuentran incrustadas proteinas, principalmente oleosinas
(Beisson, Ferté, Voultoury, & Arondel, 2001). El mecanismo por el cual se liberan los
lipidos intracelulares, y otros nutrientes, dependera de las propiedades fisicoquimicas
del tejido del fruto seco en la luz intestinal. Por lo tanto, un factor critico serd si las
paredes celulares se rompen durante el procesamiento oral (masticacion) y el transito
adicional a lo largo del tracto gastrointestinal (Ellis et al., 2004; Guo et al., 2017). El
presente estudio analizé el efecto de la masticacidon (tamafio de particula) y las
condiciones intestinales (pH, bilis y concentracién de pancreatina) en la extension de
la lipdlisis lograda después de la digestion in vitro de cacahuetes y nueces. La Tabla
4.7 muestra el efecto estadistico del pH, la concentraciéon biliar, el tamafio de las
particulas y sus interacciones en la lipdlisis (mg de AGL / g de grasa) de nueces y
cacahuetes digeridos a una concentracion fija de pancreatina de 2000 UL / g de grasa.
El pH y el tamafio de particula, y su interaccién, fueron las variables con el mayor
efecto en la digestion de los lipidos del cacahuete, mientras que solo el pH intestinal
parecio influir en la hidrdlisis de la grasa en nueces. Asi, una reduccién en el tamafio
de particula en cacahuetes fue esencial para lograr una mejora significativa de la

lipdlisis en cualquier de las condiciones intestinales ensayadas.
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Tabla 4.7. F-ratio y significancia estadistica obtenidos del ANOVA factorial aplicado a la lipdlisis
(mg Acidos Grasos Libres (AGL)/g grasa) alcanzada en nueces y cacahuetes digeridos. Los
factores para el analisis fueron pH, concentracion biliar, tamafio de particula, y su interaccion.

Lipolisis
EFECTOS E INTERACCIONES (mg AGL/ g grasa)
NUECES CACAHUETES

pH 16.73** 130.09%**
Bilis 0.01ns 0.01ns
Tamafio de particula 0.18 ns 431.81%**
pH-Bilis 13.51%** 8.96*
pH-Tamarfio de particula 0.01ns 115.15%**
Bilis-Tamafio de particula 0.01ns 8.74*
pH-Bilis-Tamafio de 0.03 ns 0.05 ns
particula

ns: diferencias no estadisticas (p >0.05). * p < 0.05. ** p <0.01. *** p< 0.001.

La mayor concentracidon de acidos grasos libres (AGL) por gramo de grasa registrada
en cacahuetes digeridos de tamafio de particula pequefio, en comparacién con los de
mayor tamafio (Tabla 4.9), puede ser atribuida al mayor numero de células de ruptura
y, por lo tanto, a un aumento en la bioaccesibilidad de los lipidos (Ellis et al., 2004;
Grassby et al., 2014; Grundy, Wilde, Butterworth, Gray, & Ellis, 2015; Mandalari et al.,
2014). De hecho, los valores de lipdlisis en cacahuete con tamafio de particula grande
fueron los menores de entre todos los obtenidos en los frutos secos digeridos,
incluso en condiciones estandares de pH y concentracion biliar (7/10).
Aparentemente, las paredes celulares que se mantienen intactas tras la masticacion
podrian reducir significativamente la velocidad y la extensidn de la lipdlisis durante la
digestion en semillas leguminosas (Edwards, Warren, Milligan, Butterworth y Ellis,
2014; Tovar, De Francisco, Bjork, & Asp, 1991). Un estudio in vivo en humanos

sometidos a una dieta suplementada con cacahuetes durante 6 dias apoya esta
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afirmacion al evidenciar que los lipidos no digeridos son transportados a los sitios mas
distales del tracto gastrointestinal para finalmente ser excretados (Levine, 1980). De
manera similar, estudios mas recientes indicaron que cantidades significativas de
lipidos eran excretadas por sujetos que seguian dietas ricas en almendras y nueces
(Sabaté, 2003). Sin embargo, los resultados de esta tesis doctoral muestran que
existen diferencias significativas en cuanto a la digestibilidad de los lipidos, y también
de proteinas, en funcién del tipo de fruto seco y de su procesado, siendo mas efectiva
en nueces crudas que en cacahuetes tostados. De hecho, diferencias importantes se
han registrado en cuanto a la lipdlisis de almendra cruda y tostada, donde la
distribucién de lipidos es desigual debido a la coalescencia parcial de los lipidos
inducida por el calor (Mandalari et al., 2014). Paralelamente, es posible que el
proceso de tostado resulte en un aumento de la porosidad de la pared celular, lo que
permite un mayor acceso de los fluidos digestivos, pero sin un aumento de la lipdlisis
intracelular debido a la presencia de lipidos fusionados (es decir, baja relacion area de
superficie: volumen) (Grundy et al., 2015).

En cuanto al efecto de la suplementacién con pancreatina (a 4000 UL/ g grasa) (Tabla
4.8), se produjo un incremento significativo de la lipdlisis bajo la presencia de lipasa
pancreatica hasta alcanzarse un maximo a partir del cual un aumento en la dosis no
supuso una mayor lipdlisis. Concretamente, los resultados indicaron que la
concentraciéon de pancreatina que maximiza la lipdlisis, bajo digestidn in vitro con pH
intestinal 6 y concentracion biliar de 1 mM, es de 2000 UL / g de grasa para las nueces
y cacahuetes de tamafio de particula pequefio y de 3000 UL / g de grasa para

cacahuete de tamafio de particula grande.
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Tabla 4.8. Lipdlisis (mg acidos grasos libres (AGL)/g grasa) alcanzada en nueces y cacahuetes digeridos con dos tamarios de particula (grande (>
1.2 mm) o pequefio (< 1.2 mm)) y bajo diferentes condiciones intestinales de pH (6 o 7), concentracidn biliar (1 o 10 m M) y dosis de
pancreatina (0-4000 UL/ g grasa)

Lipdlisis (mg AGL/ g grasa)
Condiciones Intestinales

Nuez Nuez Cacahuete Cacahuete
Pancreatina Bilis grande pequeia grande pequeio
(LU/g grasa) PH (mM) (<1.2mm) (>1.2mm) (<1.2mm) (>1.2mm)
6 1 567 +61(ab)(C) 585 +63(ab)(C) 134 +30(a)(A) 398 +25(a)(B)
6 10 459 +70(a)(B) 460 +70(a)(B) 135 +20(a)(A) 273  +35(a)(A)
2000 7 1 582 +44(ab)(B) 596 *45(ab)/(B) 92 +28(a)(A) 777 1 86(b)(C)
7 10 689 65(b)(B) 708 +68(b)(B) 205 *1 (b)(A) 780 +35(b)(B)
0 29 +8(a)(A) 44  +12(a)(A) 26 +4(a)(A) 41  +4(a)(A)
1000 342 +57(b)(B) 348 +58(b)(B) 179 +24(bc)(A) 156 +37(b)(A)
2000 6 1 567 61(c)(C) 585 % 63(c)(C) 134  +30(b)(A) 398 +25(c)(B)
3000 615 +35(c)(C) 661 +28(c)(C) 255  +25(d)(A) 415  +8(c)(B)
4000 586 4(c)(C) 591 4(c)(C) 198 +20(c)(A) 437 +12(c)(B)

Las letras (a-d "minusculas") se refieren a los grupos homogéneos obtenidos por ANOVA que comparan diferentes concentraciones de lipasa o condiciones intestinales en el
mismo fruto seco, y las letras (A-C "letras mayusculas”) se refieren al grupo homogéneo que compara diferentes frutos secos y tamafios de particula en cada condicién
experimental (valor de p <0.05).
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Complementariamente, se analizd el perfil de acidos grasos libres en las muestras de
frutos secos de tamafio de particula pequefio, por ser en estos donde se registra una
mayor lipdlisis en cacahuetes. Cabe recordar que en el caso de nueces no existe
efecto significativo del tamafio de particula sobre la lipdlisis (Figura 4.7).
Primeramente, los acidos grasos libres registrados en nueces fueron: acido palmitico,
acido estearico, acido linoleico; y para cacahuetes: acido palmitico, acido estearico,
acido oleico, acido linoleico, acido araquidico, acido behénico. En cuanto al perfil
lipidico de las nueces, Unicamente se produjo una mayor liberacion del acido linoleico
(acido graso w-6) en condiciones estandares y optimas de pH intestinal 7 vy
concentracién biliar 10 mM siendo este el mayoritario (Sze-Tao y Sathe, 2000);
mientras que no se observd ninglun efecto de pH y concentracién biliar sobre los
acidos palmitico y estearico. En el caso de los cacahuetes, el analisis del perfil de
acidos grasos libres reveld una influencia significativa no sélo del pH intestinal, sino
también de la concentracién biliar, sobre la liberacién de casi todos los acidos grasos y
no solo para el acido graso predominante, que en este caso es el oleico. La influencia
demostrada de las sales biliares estd relacionada con sus propiedades surfactantes,
las cuales desempefian un papel crucial en la digestién de lipidos (Maldonado-
Valderrama et al., 2011) al promover la colipasa y posterior absorcién de la lipasa en
la interfaz de los glébulos grasos. Las sales biliares también son necesarias para
eliminar los productos resultantes de la lipélisis acumulada en la interfaz y prevenir
las inhibiciones de la lipasa (Grundy et al., 2015). Cabe resaltar, que si bien no existié
una diferencia estadisticamente significativa entre los valores de la extensién de la
lipdlisis a partir de 2000 UL/ g grasa nueces de pequefio tamafio de particula (Tabla
4.8), si se registrd una mayor liberacidn de los acidos libres a una dosis de 3000 UL/ g
grasa. En cuanto a los cacahuetes de pequefio tamanio, los valores mas altos de acidos
grasos libres se detectaron a una dosis de 2000 UL/ g grasa, coincidiendo con la dosis

a la que se alcanza el maximo de lipdlisis total (Tabla 4.8).
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Figura 4.7. Perfil de acidos grasos libres en nueces y cacahuetes digeridos. A y B representan los digeridos in vitro con una concentracion de
pancreatina fija (2000 UL / g de grasa) y diferentes combinaciones de pH intestinal y concentracion de bilis (pH 6 o 7, concentracién de sales
biliares de 1 0 10 mM); Cy D representan los digeridos in vitro en condiciones intestinales fijas (pH 6 y concentracion biliar 1 mM) y diferentes
concentraciones de pancreatina (0-4000 UL / g de grasa). Las letras a-e se refieren a los grupos homogéneos obtenidos por el ANOVA aplicado
a los datos en cada liberacién individual de acidos grasos libres bajo diferentes concentraciones de pH-bilis o dosis de pancreatina.
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4.2.4 Conclusiones

Del presente estudio se puede concluir que el tipo de fruto seco, su procesado asi
como el tamaiio de particula, son factores determinantes en la digestibilidad vy
bioaccesibilidad de proteinas y lipidos. Los resultados revelaron que el indice de
degradacion de la matriz se vio afectado por el tamafio de particula en ambas frutos
secos, independientemente de las condiciones intestinales y la dosis de
suplementacién enzimatica con pancreatina. Asi, los valores mas elevados se
obtuvieron en particulas pequefias 52-86% (valor promedio) frente a 19-36 % (valor
promedio) en particulas grandes. Este parametro proporciona informacién sobre la
relevancia de la masticacién en el acceso efectivo de las enzimas digestivas a los
macronutrientes.

Los resultados de la digestién in vitro que simulaban las condiciones intestinales
alteradas permitieron cuantificar las diferencias en la digestién de macronutrientes de
frutos secos en condiciones sanas y de insuficiencia pancreatica exocrina (IPE). Las
proteinas de nueces crudas, y en especial aquellas de menor tamafio de particula
inicial, presentaron una mayor digestibilidad en términos cinéticos y de extensién de
la protedlisis que los cacahuetes tostados, con independencia de su tamafo de
particula y de las condiciones intestinales ensayadas. La suplementaciéon con
pancreatina mejord sustancialmente la protedlisis, sobretodo en el caso de las
nueces. Con respecto a la lipdlisis, los resultados revelan un papel esencial del tamafo
de particula en la digestibilidad lipidica de cacahuetes, pero no en nueces. Asimismo,
cabe destacar que los valores de lipdlisis alcanzados en cacahuetes de pequefio
tamafio de particula en condiciones intestinal de pH7 fueron incluso superiores a los
registrados en las nueces. Por otro lado, las nueces presentaron valores de lipdlisis
muy superiores a los de cacahuetes en condiciones de IPE, por lo que su ingesta seria

mas recomendable por parte de individuos con esta afeccién. Finalmente, la lipdlisis
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en ambos frutos secos, aumenté conforme lo hizo la suplementacién hasta alcanzar
un valor maximo. De acuerdo con los resultados obtenidos, la dosis recomendada de
pancreatina en condiciones de IPE seria de 2000 UL/g de grasa para nueces en ambos
tamafios y cacahuetes de pequefio tamafio de particula, y 3000 UL/g para cacahuetes

de elevado tamaio de particula.
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4.3 Influencia de las condiciones intestinales
en la digestibilidad lipidica y liberacion de
polifenoles en distintos tipos de chocolate
(negro, con leche y blanco)
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El chocolate es una matriz grasa continua dentro de la cual hay particulas de polvo de
cacao, azucar y, en el caso del chocolate con leche, leche en polvo. A pesar de su
elevado contenido graso, que en general supera el 30%, presenta propiedades
lipidicas y antioxidantes de interés para la salud humana, derivadas de la presencia
del cacao como principal ingrediente. La manteca de cacao, tiene un perfil lipidico
caracterizado principalmente por los acidos oleico, estearico (x34% p/p) y palmitico
(=27% p/p), seguido de pequefias fracciones de 4&cido linoleico, araquidico,
palmitoleico, margdrico, a-linoleico y miristico. Ademas, el cacao es un producto rico
en polifenoles, siendo una de las fuentes alimentarias conocidas mas importantes de
flavan-3-oles, principalmente epi-catequina, catequina y en particular procianidinas
(Beckett, 2008; Jalil & Ismail, 2008). En los ultimos afios, son numerosos los estudios
gue han demostrado una estrecha relacion entre el consumo de productos a base de
cacao, especialmente de chocolate negro, y la prevencidn de ciertas enfermedades
cardiovasculares y degenerativas. Almoosawi et al. (2012) evidencian los beneficios
metabdlicos derivados del chocolate negro concluyendo que la importancia de los
polifenoles en el chocolate puede radicar en su capacidad para evitar los efectos
adversos en comparacién al consumo de chocolate deficiente en polifenoles. Cooper
et al., (2008) detalla los cambios producidos en diferentes biomarcadores
relacionados con el estado oxidativo y / o la funcidén vascular tras el consumo de
cacao, asi como la relacion existente entre la ingesta de cacao durante largos
periodos de tiempo y una menor mortalidad general y cardiovascular en hombres de
edad avanzada. En su articulo de revisién Keen et al., (2005) indican que existe una
notable evidencia cientifica que apoya la capacidad de los flavanoles y las
procianidinas del cacao para actuar como antioxidantes in vivo. Estos compuestos
influirian en el sistema cardiovascular al mejorar la funcién vascular y disminuir la
reactividad plaquetaria, reduciendo asi el riesgo cardiovascular. Otro estudio llevado

a cabo con un cohorte de mujeres postmenopdusicas encontrd una asociacién inversa
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entre la ingesta de chocolate y la mortalidad derivada de enfermedades de
vascularizacién cerebral.

En relacion a los efectos saludables descritos, es importante sefialar que las
operaciones unitarias a las que esta sometido el grano del cacao durante su
procesado (fermentacidon del grano, tostado, molienda, alcalinizacién, templado,
moldeado o envoltura, enfriamiento y/o envasado) (Beckett, 2008; Ortega et al.,
2009; Wollgast & Anklam, 2000), pueden modificar las propiedades quimicas de los
compuestos polifendlicos, y por lo tanto sus efectos en la salud. Asi, durante la
fermentacién de los granos de cacao, los polifenoles se oxidan a taninos condensados
de alto peso molecular, en su mayoria insolubles. La aparicién de reacciones de
condensacién se ve confirmada por la fuerte disminucién del contenido de
epicatequina, entre un 80 y 90%, entre el segundo y el tercer dia de fermentacion.
Asimismo, las antocianinas se hidrolizan a antocianidinas, y hasta ultimas a su vez
puede polimerizarse, junto con catequinas simples, para formar taninos complejos.
Otra alteracién a nivel del contenido de polifenoles se genera en el tostado. A medida
que la temperatura de tostado aumenta de 127 a 181°C, el nivel de polifenoles totales
disminuye de 24618 a 12786 ug / g y el de procianidina de 1953 a 425 ug / g
(Wollgast & Anklam, 2000).

Resulta importante también tener en cuenta cédmo los polifenoles pueden
interaccionar con otros macro o microcomponente de la matriz alimentaria (en este
caso chocolate), ya que dichas interacciones pueden aumentar o disminuir su
bioaccesibilidad y biodisponibilidad (Jakobek, 2015). En este sentido, el estudio
llevado a cabo por Ortega et al. (2009) sugiere un efecto protector de la grasa sobre
los polifenoles presentes en el licor de cacao al aumentar la micelarizacion vy
estabilidad de éstos durante la digestion gastrointestinal. Por otro lado y a la inversa,
también ha sido demostrado el efecto de los polifenoles sobre la digestibilidad de las
grasas. Su presencia parece afectar el mecanismo de emulsificacion del glébulo graso

por parte de las sales biliares en el intestino delgado, al inducir un aumento del
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tamafio de gota, y por tanto una reduccion del area superficial y disminucién de la
actividad lipasa (Shishikura, Khokhar, & Murray, 2006; Sugiyama et al.,, 2007,
Uchiyama, Taniguchi, Saka, Yoshida, & Yajima, 2011). La bioaccesibilidad de los macro
y micronutrientes depende por tanto, de diferentes factores inherentes al alimento,
como son la composicion del alimento, su estructura matricial, el tipo de nutrientes y
condiciones de procesado, entre otros (Granado-Lorencio et al., 2007; Nimalaratne,
Savard, Gauthier, Schieber, & Wu, 2015; Pineda-Vadillo et al., 2017; Ryan, O’Connell,
O’Sullivan, Aherne, & O’Brien, 2008). Y a su vez de las condiciones fisioldgicas del
entorno digestivo, o factores individuales, bajo las cuales tiene lugar la digestién (pH,
secrecién y composicion de los fluidos digestivos, tiempo de transito...). Estas
condiciones modulan la cinética y extensién de liberacién de nutrientes en la matriz
alimentaria (Ryan et al.,, 2008; Whitcomb et al., 2010). En base a lo expuesto
anteriormente, resulta de interés analizar en qué medida no solo la matriz
alimentaria, sino otros factores del entorno digestivo pueden modificar la estabilidad
y bioaccesibilidad final de los compuestos polifendlicos, y estos a su vez modular la
lipdlisis en alimentos grasos y ricos en estos antioxidantes, como lo son los
chocolates. Por tanto, el objetivo del presente estudio es evaluar las diferencias entre
el chocolate negro, chocolate con leche y el chocolate blanco en términos del indice
de degradacidn de la matriz, digestibilidad lipidica y bioaccesibilidad de los polifenoles
totales en diferentes condiciones intestinales (pH, concentracion de bilis y distintas
dosis de enzimas pancreaticas). Asimismo, se pretende evidenciar la efectividad de la
suplementacion enzimdtica con pancreatina sobre la lipdlisis en condiciones
intestinales subdptimas caracteristicas de la insuficiencia pancrdtica exocrina en
funcidén del tipo de chocolate.

A continuacidn, se presenta de forma esquematizada el plan experimental disefiado

para llevar a cabo este estudio (Figura 4.8):
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_____________________

| |
| |
i *Chocolate Negro i
| *Chocolate con Leche !
I I
| |
| |

CHOCOLATES >

*Chocolate Blanco
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! |
i Detallado en Seccién 3.2 i
i Condiciones Intestinales: i
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Detallado en Seccién
3.3
*Indice de Degradacion
de la Matriz.
*Polifenoles Totales
*Digestibilidad Lipidica
(Analisis AGL por
ensayo colorimétrico)

Figura 4.8. Esquema del desarrollo del plan experimental para la evaluacion de la digestion
lipidica y bioaccesibilidad de antioxidantes en chocolates.
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4.3.1 Efecto de las condiciones intestinales sobre el indice de degradacion de

la matriz (IDM) en los chocolates digeridos

El indice de degradacién de la matriz (IDM) corresponde al porcentaje de particulas
digeridas y proporciona informacidn global sobre el alcance de los diferentes procesos
(solubilizacién, ruptura mecdnica, reacciones quimicas y enzimaticas) que
experimenta la matriz alimentaria durante las etapas oral, gastrica e intestinal.
Durante la digestidn, los alimentos absorben una cantidad significativa de agua que,
junto con la accién de las enzimas digestivas, promueve el ablandamiento de la matriz
y la reduccidon de las fuerzas cohesivas. Dependiendo de la composicion y estructura
de la matriz alimentaria, resultard en un grado de degradacién diferente (Kong &
Singh, 2009). Ademds, en productos de grasa continua como el chocolate, el
ablandamiento y la rotura de la matriz se deben principalmente a la fusion de la grasa
a la temperatura fisioldgica de 37°C aprox. La Tabla 4.9 muestra los resultados del
IDM (%) de los diferentes tipos de chocolates (negro, con leche y blanco) digeridos
bajo diferentes concentraciones intestinales de pH (6 o 7) y concentracion biliar (1 y
10 mM) y concentracién fija de 2000 UL/g grasa de suplementacién enzimatica con
pancreatina; asi como a concentracidn creciente del suplemento (0-3000 UL/ g grasa)

y condiciones fijas intestinales de pH 6 y concentracidn biliar 1 mM.
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Tabla 4.9. indice de degradacién de la matriz (IDM (%)) de chocolate negro, con leche y blanco
digerido in vitro bajo diferentes condiciones intestinales de pH (6 o 7), concentracidn biliar (1 o
10 mM) y distintas dosis de pancreatina (0-3000 UL/g grasa).

IDM (%)
Condiciones Intestinales
Chocolate con Chocolate
Pancreatina pH Concentracion Chocolate Negro Leche
Blanco
biliar
(UL/g grasa)
(mM)
6 1 71.21 +1.08aA 89.5 +0.4abB 92.0 +0.8aB
6 10 75 +2bA 92.17 +1.14bB 92.3 +0.6aB
2000
7 1 71.0 +0.2aA 89.3 t1.4aB 929 +0.9aC
7 10 70.6 +0.4aA 89.7 +0.7abB 92.7 +0.6aC
0 54 *6aA 87.92 +0.03aB 90 +3aB
1000 63 +7abA 92.1 +0.8aB 93 +t1aB
6 1
2000 71.21 +1.08bA 89.5 +0.4aB 92.0 +0.8aB
3000 69.2 *1.2bA 90 +3aB 91.7 +0.2aB

Las letras en minuscula se refieren a los grupos homogéneos obtenidos por la prueba post-hoc de Fisher LSD después
de que el ANOVA se aplicara a los datos a cada tipo de chocolate. Letras en mayuscula se refieren a los grupos
homogéneos obtenidos por la prueba post-hoc de Fisher LSD después de la aplicaciéon del ANOVA a los datos entre
todos los tipos de chocolates para cada condicidn intestinal y cada concentracion de pancreatina individual; por lo
tanto, proporcionan informacion relacionada con el efecto del tipo de chocolate (valor de p <0. 05).

El IDM oscil6 entre el 50 y 75% (valor promedio) en chocolate negro, y entre el 87 y
94% (valor promedio) en los otros dos tipos de chocolates (leche y chocolate blanco),
siendo el tipo de chocolate la Unica variable que afectd significativamente a este
pardmetro (p <0,001) y no las condiciones de la digestion estudiadas. La
microestructura del chocolate es el resultado de muchos factores que incluyen el

tamafio de las particulas, la cantidad y la distribucion de la grasa, el tipo y la cantidad
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de emulsionante (lecitina u otros) y particulas sélidas (Afoakwa, Paterson, Fowler, &
Vieira, 2009). Entre los principales componentes del chocolate, el mas soluble es el
azucar, lo que podria explicar la mayor degradacion registrada en los chocolates que
contienen un alto contenido de este ingrediente. Ademas, la cantidad de grasa afecta
las interacciones entre particulas, relacionadas con la distancia y distribucién de las
mismas en la matriz alimenticia (Glicerina, Balestra, Dalla Rosa, & Romani, 2016). En
su estudio, Glicerina et al. (2016) compararon las propiedades microestructurales y
reoldgicas de chocolate negro, con leche y blanco. Concretamente, el chocolate negro
presentd una estructura mds agregada, con menor distancia entre particulas y menor
numero de espacios abiertos (rellenos con grasas), que las muestras de chocolate con
leche. Estas propiedades microestructurales también podrian explicar el IDM mas
bajo obtenido en chocolate negro digerido en comparacién al resto (Tabla 4.9). Los
valores de IDM del chocolate blanco fueron los mas altos, aunque muy similares a los
valores obtenidos para las muestras de chocolate con leche, probablemente debido a
la cantidad similar de grasa de ambos alimentos (Tabla 3.2 en seccion metodologia
experimental). Sin embargo, la microestructura altamente agregada debido a la
presencia de particulas de cacao entre las azlcares en el chocolate con leche,
explicaria los valores ligeramente inferiores de IDM, en comparacion con el chocolate

blanco.

4.3.2 Efecto de las condiciones intestinales en la liberacién y bioaccesibilidad

final de polifenoles de chocolate

La Figura 4.9 muestra la evolucion del contenido de polifenoles solubles (mg
equivalente de acido géalico/ g de chocolate) tras las distintas etapas de la digestién in
vitro (oral, gastrica e intestinal) para los tres chocolates del estudio: negro, con leche
y blanco. Cabe recordar que, si bien las condiciones de la etapa oral y gastrica fueron

similares en todos los experimentos, no lo fueron en la etapa intestinal.
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Adicionalmente, y tal y como se describe en metodologia experimental
(Determinaciones analiticas 3.3.4), el contenido de polifenoles totales fue
determinado espectrofotométricamente tanto en la fase liquida digerida como en el
residuo sélido no digerido.

Como se puede observar, la cantidad inicial de polifenoles estd directamente
relacionada con el contenido de cacao en el producto. Asi, el chocolate negro con un
contenido cinco veces superior de cacao que el chocolate con leche y siete veces que
el blanco, presenté el mayor contenido en polifenoles totales. Ademas, es importante
destacar que si bien el chocolate blanco y con leche estan hechos principalmente de
manteca de cacao extraida a partir del licor de cacao, el chocolate negro se formula
directamente con el licor, lo cual influye tanto en la cantidad como en las
caracteristicas quimicas de los compuestos fendlicos presentes.

En cuanto a los cambios observados durante la digestidn, la etapa oral caracterizada
por la masticacién simulada y la hidrdlisis primaria de los gltucidos por la a-amilasa,
resultdé en una baja solubilizacion de los compuestos polifendlicos debido
principalmente a la corta duracion de esta etapa. Consecuentemente, la mayoria de
los polifenoles permanecieron en la fase sélida no digerida tras la masticacion

simulada.
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Figura 4.9.Contenido de polifenoles (mg de acido gélico eq / g de chocolate) tras la digestidn oral, gastrica e intestinal de los diferentes tipos
de chocolates (negro, leche y blanco). Las condiciones intestinales han sido de pH 6, concentracion biliar de 1 o 10 mM y cantidad de enzima
pancreatica de 2000 UL / g de grasa. El contenido de polifenoles se ha medido en el chocolate antes de la digestidn (linea discontinua) y en las

fases liquida y sélida en el chocolate digerido. Las letras a-e se refieren a los grupos homogéneos obtenidos por la prueba post-hoc de Fisher LSD después de la
aplicacion del ANOVA a los datos de cada tipo de chocolate, estos brindan informacidn sobre el efecto de las diferentes etapas de digestion en la liberacidn de polifenoles
bioaccesibles (valor de p <0.05).
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En la sucesiva etapa gastrica, el pH acido, junto con la hidrdlisis enzimatica llevada a
cabo por la pepsina sobre las proteinas del chocolate (6, 7 y 10.4% en blanco, leche y
chocolate negro, respectivamente) y la degradacién mecanica durante los 120
minutos que dura esta etapa, resultd en un aumento del contenido total de
polifenoles. Es importante indicar que el método analitico para la determinacién de
polifenoles sélo cuantifica las especies solubles. Seglin estos resultados, los
compuestos fendlicos participantes en moléculas complejas en el alimento no
digerido, serian liberados de la estructura alimentaria y solubilizados en los fluidos
digestivos en las etapas gastricas e intestinales. Este hecho se ve reflejado en un
aumento de la concentracion total de estos compuestos y en particular en la fase
liguida digerida. En los alimentos, los polifenoles se encuentran principalmente
formando ésteres, glucésidos y polimeros los cuales, generalmente, no son
absorbibles. Por ello, han de ser solubilizados en presencia de las diferentes enzimas
digestivas al pH de cada etapa o/y metabolizados por la microflora intestinal, para
poder ser absorbidos. Los polifenoles representan un grupo heterogéneo de
compuestos con diferentes propiedades quimicas, los cuales se ven afectados de
distintas formas por las condiciones de las etapas de digestién. En el cacao se pueden
distinguir tres grupos de polifenoles: catequinas o flavan-3-ols (37%), antocianinas
(4%) y proantocianidinas (58%). La catequina principal es (-) —epicatequina (Wollgast
& Anklam, 2000). Asi, los oligdmeros de flavonoides son hidrolizados a moléculas de
menor tamafio molecular debido al bajo pH en el estémago. Algunos subgrupos como
los flavon-3-ols, en cambio, llegan intactos al duodeno en forma de agliconas. En el
intestino delgado, tienen lugar diferentes reacciones de desglicosilacion,
glucuronidacién, metilacion, sulfonacion y/o hidroxilacién de flavonoides, dando lugar
finalmente, a la absorcidon de acidos fendlicos libres en el intestino delgado. Las
subfamilias de polifenoles no digeridas llegan al intestino grueso, donde la microflora
coldnica es la encargada de metabolizarlas igualmente a acidos fendlicos, siendo estos

absorbidos en el colon (Tarko, Duda-Chodak, & Zajac, 2013). Por tanto, es posible
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afirmar que son diversos los factores que contribuyen positivamente a la liberacion
fisico-quimica de los compuestos fendlicos, lo que resulta en un aumento del
contenido total soluble a lo largo de la digestion. En base a los resultados obtenidos,
la mayoria de los polifenoles se encontraron presentes en la fase liquida (fluidos
digestivos), y no en la fase sélida no digerida tras las etapas gastrica e intestinal, y por
lo tanto serian mas bioaccesibles y potencialmente absorbibles en comparacién con
los polifenoles presentes en el alimento sin digerir. Cabe destacar que la solubilizacion
y liberacién de polifenoles en el chocolate blanco digerido alcanzé su valor maximo
durante la etapa intestinal, siendo sus valores comparables al chocolate con leche, a
pesar de su bajo contenido inicial en polifenoles en el producto no digerido. En
cuanto al efecto del pH intestinal y concentracién biliar sobre la liberacidon de
polifenoles, si bien un aumento del pH de 6 a 7 favorecié la solubilizaciéon de estos
compuestos a baja concentracidn biliar (1 mM), este efecto no se reprodujo a la
concentracion biliar estandar de 10 mM. Asimismo, la contribucién de las sales
biliares (incremento de 1 a 10 mM) a la liberacidn de polifenoles solo fue significativa
a bajo pH intestinal (6). Este hecho presenta similitud con lo obtenido en estudios
previos en cuanto a la relevancia variable de la concentracidn biliar en funcion del pH
intestinal. Asi, Peinado, Larrea, Heredia, & Andrés, (2018) evidenciaron un efecto mas
marcado de la concentracién biliar a pH 6, que a 7 u 8. A pH intestinal subdptimo,
resulta mas crucial que las sales biliares motiven el transporte de productos de la
lipolisis (principalmente acidos grasos libres y monoglicéridos) desde la superficie de
los lipidos hasta el fluido intestinal, y su posterior micelacién, facilitando asi la
solubilizacion de otros productos de la digestion como son los antioxidantes
(Maldonado-Valderrama et al., 2011).

La Figura 4.10 muestra la liberacién y solubilizacion de compuestos fendlicos (mg
equivalentes de AG / g chocolate) en funcién de diferentes concentraciones
pancredticas (0-3000 LU / g de grasa), y pH 6 y concentracion biliar 1 mM. El primer

resultado destacable es la influencia positiva de la presencia de suplemento
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enzimdtico sobre la concentracidn de polifenoles en la fase liquida digerida (1000,

2000 o0 3000 UL/ g grasa), frente a la ausencia del mismo (0 UL/ g grasa).
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Figura 4.10. Contenido de polifenoles (mg eq. de acido gélico / g de chocolate) después de la digestion in vitro de diferentes tipos de
chocolates (negro, leche y blanco) digeridos en condiciones intestinales fijas de pH 6 y concentracién biliar 1 mM pero variables de
concentracién de pancreatina (0- 3000 UL / g de grasa). (A) Valores de la fase liquida (B) de la fase sélida.

Las letras en minuscula a-c se refieren a los grupos homogéneos obtenidos por la prueba post-hoc de Fisher LSD después de que el ANOVA se aplicara a los datos a cada tipo de
chocolate y dan informacion sobre la liberacion de polifenoles a diferentes concentraciones de pancreatina. Letras en mayuscula A-C se refieren a los grupos homogéneos
obtenidos por la prueba post-hoc de Fisher LSD después de la aplicacion del ANOVA a los datos entre todos los tipos de chocolates para cada concentracion de pancreatina
individual; por lo tanto, proporcionan informacidon relacionada con el efecto del tipo de chocolate en la liberacién de polifenoles (valor de p <0. 05).
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De acuerdo con estos resultados, la suplementacion oral con pancreatina encapsulada
mejoria significativamente la liberacion de estos compuestos antioxidantes en
patologias que cursan insuficiencia pancredtica exocrina. La dosis de suplementacién,
sin embargo, solo presentd un efecto estadisticamente significativo en la liberacion
de los compuestos polifendlicos de chocolate negro. Cabe destacar que este efecto de
la dosis de pancreatina se vio reflejada tanto en el contenido de polifenoles de la fase
liquida como en la fase sélida no digerida. Este hecho podria estar vinculado a una
mayor digestibilidad de los macronutrientes del producto, y concretamente de
lipidos, en presencia del suplemento. Este hecho favoreceria la incorporacién de
fenoles de cacao a la fase lipidica ( Ortega, Reguant, Romero, Macia, & Motilva, 2009).
Por otro lado, las posibles interacciones de los polifenoles con otros compuestos
presenten en la formulacién de los chocolates, también es un factor a tener en cuanta
en relacion a la posible influencia que estas interacciones pueden ejercer en la
bioaccesibilidad. De hecho, la ausencia de compuestos de origen lacteo en el
chocolate negro parece ser favorable a la bioaccesibilidad de los compuestos
antioxidantes, pues se ha descrito un efecto negativo de las caseinas sobre la
liberacidon de polifenoles (Keogh, Mclnerney, & Clifton, 2007). Concretamente, su
caracter antioxidante parece estar comprometido en productos con presencia de
compuestos lacteos por la interaccién quimica que la a-caseina (Bourassa, Coté,
Hutchandani, Samson, & Tajmir-Riahi, 2013) y B-lactoglobulinas ejercen sobre los
compuestos fendlicos (Kanakis et al., 2011; Kilmartin & Hsu, 2003; O’Connell, Fox,
Tan-Kintia, & Fox, 1998). Fendmeno que podria darse tanto en chocolate con leche
como blanco.

Por ultimo, algunos estudios han destacado una correlacién positiva entre el
porcentaje de cacao del etiquetado y la concentracion en polifenoles (Vinson &
Motisi, 2015). Esta informacion podria permitir a los consumidores identificar
aquellos chocolates con mayor biodisponibilidad de antioxidantes en funcion del

contenido de cacao puro de los productos. También es importante mencionar que el
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consumo de chocolate negro ha sido relacionado con un efecto antioxidante y
antiinflamatoria post-pandrial en estudios in vivo llevados a cabo en humanos, pese a

su alto contenido en grasas y azlcares (Keen et al., 2005; Ortega et al., 2009).

4.3.3 Afectacidon de la extension de la lipdlisis por el tipo de chocolate y las
condiciones intestinales.

Durante la digestién, el chocolate se mezcla con fluidos digestivos y, por lo tanto, se
produce la hidratacién de la matriz, lo que lleva a la solubilizacion de algunos
componentes como los azlcares, junto con la fusién y emulsificacion de la grasa.
Ademas, la actividad de las enzimas digestivas es responsable de la hidrélisis de los
macronutrientes, y debido al alto contenido de grasa de los chocolates, es importante
analizar la extensién de la lipdlisis en estos productos. Dado que la digestién de las
grasas se realiza principalmente en el duodeno, y debido a que puede verse afectada
por el pH, la concentracidn biliar y la actividad de la enzima pancredtica en el caso de
insuficiencia pancreatica exocrina, se analizaron diferentes condiciones. La Figura
4.11A muestra la concentracion de acidos grasos libres (AGL) /g de grasa en las
muestras digeridas en diferentes condiciones intestinales. Estos resultados indican
que el efecto del pH intestinal y la concentracién biliar varia en funcién del tipo de
chocolate. Si bien la lipdlisis en chocolate con leche no fue dependiente del pH
intestinal o concentracidon biliar, si se encontré una influencia estadisticamente
significativa de ambos factores en la lipdlisis alcanzada en chocolate blanco y negro,

siendo mas significativa en el caso del chocolate blanco.
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Figura 4.11. A) Lipdlisis (mg de acido grasos libres (AGL)/ g de grasa) después de la digestion in vitro con una concentracion de pancreatina fija
(2000 UL / g de grasa) y diferentes combinaciones de pH intestinal y concentraciones de bilis (pH 6 o 7 concentracion de sales biliares 1 0 10
mM); B) Lipdlisis (mg de AGL / g de grasa) después de la digestidn in vitro en condiciones intestinales fijas (pH 6 y concentracion biliar 1 mM) y

diferentes concentraciones de pancreatina (0-3000 UL / g de grasa).

Las letras (a-b "minusculas") se refieren a los grupos homogéneos obtenidos por la prueba post-hoc de Fisher LSD después de la aplicaciéon del ANOVA en comparacién con
diferentes concentraciones de lipasa o condiciones intestinales dentro del mismo tipo de chocolate, y las letras (A-C "mayusculas") se refieren a los grupos homogéneos obtenidos
por la prueba post-hoc de Fisher LSD después de que se aplicé el ANOVA comparando los diferentes tipos de chocolates para cada condicion experimental (valor de p <0.05).
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Pese a los contenidos de grasa de los tres chocolates evaluados (40, 31 y 31%, para
chocolate negro, con leche y blanco, respectivamente) resulta interesante observar
los factores que influyen en la digestibilidad lipidica de estas matrices. Los resultados
de lipdlisis estdn relacionados con los factores mencionados anteriormente y que
afectan a su vez al IDM vy la liberacién de polifenoles. Los lipidos de los alimentos
deben ser accesibles a las enzimas digestivas y especialmente a la lipasa pancreatica,
por lo que seria de esperar que las muestras con un IDM mads bajo fueran las que
presentan una menor extension de la lipdlisis. Asi, el chocolate negro fue el que
presentd los valores mas bajos de AGL/g de grasa tras la digestion en todas las
condiciones intestinales ensayadas. La estructura de este tipo de chocolate es mas
agregada, dificultando no solo la desestructuracidon de la matriz alimentaria, sino
también la digestién de las grasas. Por el contrario, en el chocolate con leche, que
presenta una estructura menos agregada con mas espacios abiertos (llenos de grasas)
que el chocolate negro, se obtuvieron valores mas altos de lipdlisis. Ademas, las
proteinas de la leche que caracterizan al chocolate con leche son principalmente 80%
caseinas y el 20% proteinas de suero. La fraccidén de caseina actla como surfactante
reduciendo la viscosidad del chocolate (Afoakwa, Paterson, & Fowler, 2007) y ésta,
disminucién de la viscosidad, mejora la digestibilidad de los lipidos (Guo et al., 2017).
Asi, el efecto de las sales biliares y el pH intestinal no resulté ser tan importante en el
chocolate con leche como en el caso de los otros dos tipos.

Con el fin de analizar la influencia de la concentracién de enzimas pancredticas en la
extension de la lipdlisis, las muestras de chocolate se digirieron in vitro en presencia
de diferentes UL/ por g de grasa (0-3000 UL/ g grasa). Se aplicaron las condiciones
intestinales mas criticas, mimetizando la situacion fisiolégica de insuficiencia
pancreatica exocrina (pH 6 y bilis 1 mM) (Figura 4.11 B). De acuerdo a los resultados
obtenidos, es posible afirmar que no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la extensidn de la lipdlisis registrada a dosis por encima o

por debajo de la recomendacion médica (2000 UL / g de grasa). Sin embargo, se
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evidencid una tendencia al alza a 3000 UL/ g grasa en chocolate negro, a pesar de no
ser significativa por la elevada desviacién de los datos a este nivel de dosificacién. Es
de destacar que el chocolate blanco alcanzé valores de lipdlisis inferiores a los
registrados en chocolate con leche, a pesar de presentar mayores valores tanto del
indice de degradacion de la matriz (IDM) como de leche en su formulacién. Este
hecho podria ser explicado en base a la diferencia en términos de la formulacién de
ambos chocolates, y especialmente a los ingredientes que actdan como
emulsionantes, ya que generalmente desempefian un papel clave durante la digestion
de los lipidos. El efecto de las moléculas interfaciales en la lipdlisis ha sido
ampliamente descrito en la literatura cientifica. Borgstrom & Erlanson (1973) y
Borgstrom & Erlanson (1978) describieron que una alta concentracion de surfactante
inhibia la lipdlisis incluso en presencia de colipasa. La baja concentracién de bilis
utilizada en este trabajo junto con la presencia de ciertos emulsionantes explicaria los
resultados obtenidos. E476 es una grasa vegetal sintética obtenida mediante una
combinacion de poliglicerol y aceite de ricino, que segun se ha descrito en la
literatura, puede retrasar la lipdlisis (Shima, Tanaka, Kimura, Adachi, & Matsuno,
2004). Cabe sefialar que el polirricinoleato de poliglicerol (E476) se encuentra entre
los emulsionantes incluidos en la formulacién del chocolate blanco, mientras que no
estd incluido en el chocolate negro ni en el con leche. En el caso del chocolate negro,
también es importante resaltar el efecto de los antioxidantes en la digestibilidad de
los lipidos. Los polifenoles afectan al mecanismo de emulsificacién que ocurre
durante el transito digestivo, aumentando el tamafo de particula y disminuyendo el
area de superficie especifica, y actividad enzimatica de las lipasas (Sugiyama et al.,
2007; Uchiyama et al., 2011). Por lo tanto, pequenas diferencias en la formulacion de
los chocolates, especialmente aquellos con ingredientes con propiedades
emulsificantes, puede tener un impacto significativo en la digestion de grasas,

especialmente en condiciones anormales de secrecion biliar.
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4.3.4 Conclusiones

En base a los resultados obtenidos, es posible concluir que el tipo de chocolate es el
principal factor que afecta al indice de degradacidn de la matriz durante la digestion.
Los diferentes ingredientes que conforman la matriz alimenticia, como la grasa, los
emulsionantes o la lactosa, presentan un impacto significativo en la estructura y, en
consecuencia, en la degradacion estructural durante la digestion.

En cuanto a la bioaccesibilidad de los compuestos polifenélicos, se confirmd que la
presencia de ingredientes lacteos interacciona negativamente con los compuestos
fendlicos del cacao limitando su liberacién de la matriz y solubilizacién en los fluidos
digestivos. En base al elevado contenido de estos compuestos en el chocolate negroy
por la ausencia de leche en su formulacidn, seria recomendable el consumo de éste
tipo de chocolate si el aporte bioaccesible de compuestos fendlicos es el principal
objetivo. Sin embargo, y desde el punto de vista de la maximizar la lipdlisis en
individuos con insuficiencia pancreatica, es preferible el consumo de chocolates que
contengan aditivos emulsionantes en su formulacién y baja presencia de
antioxidantes, por la interaccidn negativa de estos uUltimos sobre la lipdlisis. Asimismo,
los resultados muestran la importancia de la suplementacidon oral con pancreatina
tanto para mejorar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos, y en especial en
chocolate negro, como para alcanzar una extensién elevada de la lipdlisis en
chocolate negro y blanco. No se observaron, sin embargo, diferencias significativas en
la extensidn de la lipdlisis alcanzada a diferentes dosis.

En resumen, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que no solo
los factores relacionados con los alimentos, como la formulacidn, interacciones en la
matriz alimentaria y estructura entre otros, sino también los parametros fisioldgicos
de los individuos (pH intestinal y concentracion biliar) pueden afectar la liberacion de
nutrientes y su bioaccesibilidad en chocolates. Sin embargo, se recomienda que se

realicen estudios in vivo para complementar estos hallazgos y ayudar a la industria
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alimentaria a desarrollar productos alimenticios a base de cacao y de acuerdo a las

necesidades nutricionales especificas de cada grupo poblacional.
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El término “productos de panaderia”, se aplica a una amplia gama de productos que
incluye panes, pasteles, masas o bollerias y galletas. La caracteristica mas
frecuentemente utilizada para su identificacién es que se realizan con recetas basadas
en harina de trigo. Esta definicién debe ser ampliada para incluir a productos de
panaderia como los sin gluten, o el pan de centeno, que a pesar de ser fabricados con
cereales diferentes siguen considerdndose dentro de esta categoria. Los productos de
panaderia pueden ser también definidos como aquellos sometidos a un proceso de
calentamiento (horneado o fritura), el cual produce en ellos cambios en su forma y
estructura (Cauvain, Young, Garcia Nogueiras & Galiano Gutiérrez, 2008).

Para la formulacion de estos productos, se incorporan hidratos de carbono complejos
y simples (harinas y azlcares), grasa, levadura, sal, leche y huevos, asi como una
variedad de aditivos alimentarios con funcion emulsionante, estabilizante, colorante o
aromatica. Los productos de panaderia son estructuras porosas con una importante
fase gaseosa atrapada en el interior y cuya extensién y tamafio de poros dependen,
tanto de los ingredientes como del tipo de procesado. De este modo, los azucares,
junto con otros ingredientes, ayudan al desarrollo de la estructura durante el
horneado o la fritura, y mas especificamente a la retencién de las burbujas de aire en
el sistema, prolongando el periodo de expansion, lo que contribuye a un incremento
del volumen en la mayoria de estos productos. En particular, el almidén juega un
papel importante en la formacién de la estructura, ya que determina la viscosidad de
la masa durante el calentamiento, ayudando a retener los gases en expansion: didxido
de carbono (del impulsor), el aire (que se captura durante el batido) y el vapor (del
agua anadida). La grasa también ayuda a incorporar aire durante la mezcla de la
masa. Asimismo, la grasa contribuye a que el producto alcance una textura tierna,
humeda y suave, aumenta la palatabilidad del producto y mejora su masticabilidad
(Corke, De Leyn, Nip, & Cross, 2008; Lai y Lin, 2006; Stauffer, 2005).

Tanto el pan como las galletas, bolleria y pasteleria son alimentos demandados por un

gran porcentaje de consumidores apareciendo frecuentemente en su consumo diario.
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Durante los ultimos afios, se ha producido una proliferaciéon de nuevas variedades en
este conjunto de productos y, por tanto, la heterogeneidad es una caracteristica
intrinseca a la gran oferta de panes, galletas, y demas productos de bolleria y
pasteleria (Cerdefio, 2008).

La elevada ingesta caldrica, el tipo y la cantidad de grasa y azucar utilizados en su
formulacion, han provocado un cierto rechazo entre muchos consumidores por las
consecuencias que estos representan para la salud humana, y especialmente para la
poblacién infantil. A pesar de su "mala reputacion”, y segun el informe del 2017 del
consumo alimentario en Espafia, el consumo de pan fue aproximadamente de 32.54
Kg /persona/afio. En cuanto a los productos de bolleria y pasteleria, galletas, cereales,
se consumen de media 13.45 kg por persona y afio. La bolleria y pasteleria, asi como
las galletas son los productos mas importantes dentro de esta categoria con 5.88 kg
por persona y afno y 5.21 kg por persona y afio, respectivamente (MAPA, 2017). El
mayor consumo de panaderia se realiza durante el desayuno, aunque entre la
poblacién infantil también se extiende a la merienda. Debido a la creciente incidencia
de la obesidad infantil, actualmente existe una tendencia creciente a reducir el
contenido de grasas y azucares de alto indice glucémico en este tipo de alimentos y/o
reemplazarlos con otros ingredientes mas saludables (Gémez, 2015).

Sin embargo, eliminar completamente las grasas de la dieta no es apropiado ni
saludable, ya que son esenciales para el organismo humano. De hecho, en la mayoria
de las dietas personalizadas destinadas a perder peso, se sugiere consumir al menos
la cantidad minima requerida de este macronutriente (de 20 a 35 % de la energia
diaria requerida) (Latham, 2002; WHO & FAQ, 2008). La grasa dietética contribuye al
metabolismo energético, suministra los acidos grasos esenciales al organismo vy
favorece la biodisponibilidad de los micronutrientes solubles en grasa, como ciertas
vitaminas, entre otras funciones (Lamothe et al., 2012). Adicionalmente, la
recomendacién de reducir la ingesta de grasas no es extensiva a todas las condiciones

nutricionales. Este seria el caso de los pacientes de fibrosis quistica, a los que se les
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recomienda la ingesta de alimentos con alto contenido de grasa porque favorece el
estado nutricional del paciente ya que la eficiencia en la digestibilidad de la grasa se
ve comprometida.

Partiendo del estudio europeo de habitos nutricionales en niflos con Fibrosis Quistica
desarrollado en el marco del proyecto MyCyFAPP, se ha obtenido un registro del
consumo de alimentos de las ciudades participantes (Lisboa, Madrid, Valencia, Milan,
Leuven y Rotterdam). El detalle de los grupos y subgrupos de alimentos mas
consumidos se han registrado en el articulo de Calvo-Lerma, et al. (2019). En él se
enlistan los alimentos de panaderia seleccionados para el presente estudio.

Asi, este estudio tiene como objetivo el andlisis de la influencia de los factores
relacionados con el individuo (pH intestinal, concentracion de sales biliares y del
suplemento enzimatico de pancreatina) sobre la digestibilidad lipidica. Es asi como
partiendo de los resultados de lipdlisis obtenidos, se generara un modelo que
describa la cinética de digestién de los lipidos para estimar la dosis 6ptima del
suplemento enzimatico necesaria para la adecuada digestion de productos de
panaderia en pacientes con insuficiencia pancreatica. A continuacién, se presenta, de
forma esquematizada, el plan experimental disefiado para llevar a cabo este estudio

(Figura 4.12):
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PRODUCTOS DE I SELECCION: Pan
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v galleta con pepitas de

|
|
|
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|
|
|
|
|

chocolate, donut,
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OPTIMA DE SUPLEMENTO ENZIMATICO

A4

MODELIZACION: CORRELACION DE LA
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ENZIMATICO CON LA COMPOSICION.

Figura 4.12. Esquema del desarrollo del plan experimental para la evaluacién de la digestién
lipidica de productos de panaderia.
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4.4.1. Influencia de las condiciones intestinales del individuo sobre el indice
de degradacién de la matriz y porcentaje de lipdlisis en productos

panaderia

4.4.1.1 Influencia de distintas condiciones intestinales sobre el indice de
Degradacion de la Matriz

La Tabla 4.10 detalla las diferencias en el indice de degradacidn de la matriz (IDM (%))
para distintos productos de panaderia: pan integral, pan blanco, galleta tipo Maria,
galleta con pepitas de chocolate, pastel de chocolate, donut, gofre, croissant y
magdalena (ingredientes y composicion en secciéon 3.1.4) tras ser digeridos en
distintas condiciones intestinales de pH (6 y 7) y concentracion biliar (1 y 10 mM).

Las caracteristicas de textura y reoldgicas de los alimentos, la presencia de otros
componentes como proteinas, lipidos y polisacdridos que no son almiddn, y los
cambios e interacciones que ocurren en ellos durante el procesamiento de los
alimentos afectan en gran medida la digestibilidad de este tipo de matrices (Singh,
Dartois, & Kaur, 2010). El resultado global de todos estos factores influye en el grado
de desestructuracién del alimento y por tanto en el indice de degradacién de la matriz
(IDM (%)). Los productos de panaderia son productos con una estructura viscoelastica
de facil desestructuracion fisica, como lo indican los elevados valores del IDM
registrados (%). Asi, el IDM alcanzado en la digestién de los productos de panaderia
estudiados fue superior al 80% en casi todos los casos independientemente de las
condiciones intestinales, a excepcidon de tres productos: pan integral, pan blanco y
galletas para los que no superd el 64%. Los valores registrados en estos productos
pueden explicarse si se tienen en cuenta su composicidn y caracteristicas. La grasa por
ejemplo, que es uno de los ingredientes que ayuda en la incorporacidn de aire a la
masa (Corke, De Leyn, Nip, & Cross, 2008; Lai y Lin, 2006; Stauffer, 2005) se encuentra
en menor cantidad en el pan y en la galleta (pan integral: 4.4%, pan blanco: 1.5%
galletas tipo Maria: 11.5%). El papel primordial de la grasa en las galletas es limitar la

capacidad de las proteinas de la harina de trigo a formar redes de gluten. La
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interaccion de la grasa con las proteinas durante el proceso de mezclado, limita la
captacién de agua de éstas. La hidratacidn de las proteinas con agua es justamente
uno de los factores principales que contribuyen en la formacién de la estructura del
gluten y juega un papel fundamental en el desarrollo de las estructuras alveolares
(Cauvain, Young, Garcia, & Galiano Gutiérrez, 2008). Estos fendmenos que
repercuten directamente en la menor cantidad de gas carbdnico en las matrices (pan
integral, pan blanco y galletas), podrian explicar el menor IDM de panes y galletas
regular en comparaciéon con matrices con mayor cantidad de estructuras alveolares.
La mayor degradacion del resto de productos podria estar relacionada con la
presencia de otro tipo de ingredientes que no suelen formar parte de la formulacién
de panes y de este tipo de galletas. Asi por ejemplo, la leche en polvo actia como
surfactante reduciendo la viscosidad y mejorando su digestibilidad (Afoakwa et al.,
2007; Guo et al., 2017).

En el caso del pan integral también influye la fibra, cuya influencia en la viscosidad asi
como su interaccion con los lipidos, disminuye la digestibilidad global lo que se

traduce en un menor indice de degradacion de la matriz (Pasquier et al. 1996).
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Tabla 4.10. indice de degradacién de la matriz (IDM (%)) tras la digestién in vitro de productos
de panaderia digeridos a diferentes condiciones intestinales pH (6 o 7), concentracion biliar (1
0 10 mM) y pancreatina 2000 UL/g grasa.

indice de degradacién de la matrix (%)

Productos de

Panaderia pH6 pH®6 pH7 pH7
Bilis 1 mM Bilis 10 mM Bilis 1 mM Bilis 10 mM

Pan Integral (%) 58.4+0.9aA  64.19 +0.98 bB 59.7 +0.8 aA 64 +2 bB
Pan blanco (%) 59 +2 aA 60.7 £0.7 abA 61.6 £0.2 abA 63.3 +1.3 bAB
Galleta tipo

60 £3 aA 61.0 £1.5 aA 59.8 0.9 aA 60.3 0.7 aA
Maria (%)
Galleta con
pepitas de 81+2dB 81.9+0.6 aC 78.8 +0.7 aB 79.0 £0.5 aC

chocolate (%)

Pastel de

84.9 +0.4 aB 88.3+0.6 aD 8512 aC 87.0+1.4aD
chocolate (%)

87.270
Donut (%) 85.7 +1.3aB 89.6 +0.7aD 85 +2aC
+1.004aD

Gofre (%) 87 +4aBC 92.2 +0.7aE 87.2+1.9aC 91.0 +0.4aE
Croissant (%) 86 t5 aB 88.7 0.4 aD 85.2 1.8 aC 87 +3aD
Magdalena (%) 92 +3 aB 92.37 £0.08 aE 90.90 +0.04 aD 92.54 +1.08 aE

Letra minuscula: relacionan las diferencias estadisticas obtenidos entre las condiciones intestinales evaluadas para
cada producto. Letras mayusculas: relacionan las diferencias significativas por cada condicidn intestinal entre todos los
productos digeridos.

4.4.1.2 Influencia de las condiciones intestinales en la digestibilidad de los
lipidos.

La extensidon de la lipdlisis (%) de diferentes productos de panaderia bajo distintas
condiciones intestinales de pH y concentracion biliar, y una dosis fija de suplemento
de 2000 UL/g grasa, se muestra en la Figura 4.13. En relacién al efecto del pH

intestinal y la concentracién biliar; los resultados muestran que un aumento en la
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concentracién biliar de 1 a 10 mM, asi como en el pH, produjeron, por lo general, un
incremento en el porcentaje de la lipdlisis independientemente del pH intestinal.

Una excepcidn a este comportamiento, se observé sin embargo en ciertos productos
como croissant, donut, gofre y magdalena. En cuanto a gofre y croissant, se obtuvo la
misma extension de la lipdlisis a pH 6 y concentracién biliar 10 mM que a pH 7 y
concentracion biliar 10 mM. En donut, a pH 7, un incremento de la concentracidn
biliar no supuso una mejoria en la extension de la lipdlisis. En la magdalena, la
digestibilidad de los lipidos no se vio afectada por las condiciones intestinales, con
una lipdlisis de entorno al 85% a 2000 UL/g de grasa independientemente del pH vy la
concentracién biliar. Este resultado apoya el hecho de que este producto sea una de
los mas recomendados para pacientes con FQ. La lipdlisis alcanzada en las
magdalenas podria estar relacionada con el tipo y la cantidad de grasa utilizada en su
formulacion. El aceite de girasol es un aceite liquido poliinsaturado, que facilita su
digestion en comparacién a otros lipidos como el aceite de soja, que contiene menos
proporcién de acidos poliinsaturados, o palma y coco, que tienen una mayor
proporcién de acidos saturados y monoinsaturados (Giang et al., 2016; Voituriez,
1997). Es importante recordar que las sales biliares actian sobre el glébulo graso,
emulsionandolo y desplazando los componentes ubicados en la superficie interfacial,
proteinas entre otras, favoreciendo asi el acceso de lipasa y co-lipasa a la misma para
qgue se pueda iniciar la lipdlisis. Una vez que las enzimas han iniciado la hidrdlisis
lipidica, las sales biliares ayudan a transportar los productos de la lipdlisis
(principalmente acidos grasos libres y monoglicéridos) desde la superficie interfacial a
la fase acuosa circundante (fluido digestivo). Por ultimo, pero no menos importante,
promueven la micela de los acidos grasos libres y los monoglicéridos para su
absorcion efectiva en la mucosa intestinal (Maldonado-Valderrama et al., 2011).

En un estudio realizado por Calvo-lerma, Fornés-Ferrer, Heredia, & Andrés, (2018) se
observd que cuando los alimentos evaluados tenian un contenido relativamente bajo

de grasa, la combinacidn con una matriz rica en carbohidratos conduce a una
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disminucion significativa de la extension de la lipdlisis. Estos resultados son
coherentes con los valores de lipdlisis en condiciones de FQ (pH 6 bilis 1 mM)
registrados en los dos panes evaluados cuyo contenido de grasa es menor al de los

otros productos (4.4% pan integral 1.5% pan blanco).
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Figura 4.13. Lipdlisis (%) después de la digestidn in vitro con una concentracion de pancreatina fija (2000 UL / g de grasa) y diferentes
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4.4.2. Estimacién de la Dosis Optima Tedrica (DOT) del suplemento
enzimatico para una adecuada digestion de los productos de panaderia.

Los resultados derivados de los estudios de digestidn in vitro ponen de manifiesto que
la dosis de suplemento enzimatico que optimiza la digestién de las grasas en
condiciones intestinales FQ dependen no solo de la cantidad de grasa en el medio de
digestion sino también de otros factores inherentes a los alimentos que influyen en
los procesos de emulsificacién, accesibilidad y actividad de las enzimas digestivas y de
la liberacién de acidos grasos. Es por ello que el objetivo final de este estudio, es
utilizar los resultados experimentales para determinar la dosis dptima tedrica (DOT)
para la seleccion de alimentos estudiados.

La Figura 4.14 muestra los resultados de extensidn de la lipdlisis obtenida a diferentes
dosis de enzima (0, 1000, 2000, 3000 y 4000 UL / g de grasa) y en condiciones
intestinales FQ (pH6 y 1 mM). En la Figura 4.14 muestra que, la mayoria de productos
presenta una relacién dosis dependiente, en los que se alcanza un valor maximo de
lipolisis (forma asintética) a partir del cual no se obtienen mejores resultados con un
aumento de la dosis de pancreatina (Donut, Gofres, Croissant, Magdalena). Sin
embargo, hay productos (como es el caso de las galletas) en los que, al menos en el
intervalo ensayado, la extension de la lipdlisis aumenta de manera lineal y no se llega
a alcanzar un valor asintdtico. Asimismo, llama la atencién el caso del pan (integral y
blanco) que son productos con bajo porcentaje de grasa, y en los que se obtiene un

porcentaje de lipdlisis bajo independientemente de la dosis de pancreatina empleada.
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En base a la naturaleza de los datos experimentales, los resultados para cada alimento
se ajustaron a un modelo de dosis-respuesta asintética con dos parametros mediante

métodos estadisticos bayesianos utilizando la siguiente funcidn asintética:

X

fx)=d*x(1 - 6_7) Ecuacidn (5)
donde,
f (x)= extensidn de la lipdlisis (%)
d=representa el valor asintético, es decir al valor maximo "f (x)" (extensién de lipdlisis
(%)). Corresponde al limite de la funcién o punto de saturacién.
g= representa la concentracién enzimatica de saturacion. Cuanto mayor es el valor de
"g", menor es la velocidad de saturacion.
x= representa la dosis de suplementacidn enzimatica (UL / g grasa)

Los dos parametros (g y d) estimados para cada producto de panaderia estudiado se

muestran en la Tabla 4.11

Tabla 4.11. Pardmetros d y g del modelo propuesto

PARAMETROS DEL MODELO

ALIMENTO a ’
(concentracién
(Asintota)
enzimatica de saturacion)
Pan Integral 45.4 2791.7
Pan blanco 214 2784.6
Galleta tipo Maria 81.2 2063.4
Galleta con pepitas de chocolate 60.2 1800.4
Pastel de chocolate 63.8 1739.3
Donut 82.2 1548.5
Gofre 75.8 1250.5
Croissant 69.2 610.8
Magdalena 94.2 973.0
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4.4.2.1 Criterios para establecer la Dosis Optima Tedrica (DOT).

Si bien a partir de los pardmetros obtenidos podria predecirse la dosis de enzimas
necesaria para alcanzar un determinado valor de lipdlisis, la dosis éptima tedrica
(DOT) se llevd a cabo utilizando los valores predichos por la ecuacién 5 y aplicando los
siguientes criterios clinicos:

1. La TOD asignada sera 2000 en lugar de 1000 si la diferencia entre el porcentaje de
lipodlisis utilizando 1000 y 2000 aumenta > 10% en relacidn al valor maximo (asintota,
valor de d)

2. La TOD asignada serd 3000 en lugar de 2000 si la diferencia entre el porcentaje de
lipdlisis utilizando 2000 y 3000 aumenta entre un 5 y un 10% en relacién al valor
maximo (asintota, valor de d).

3. La TOD asignada sera 4000 en lugar de 3000 si la diferencia entre el porcentaje de
lipdlisis utilizando 3000 y 4000 aumenta entre un 5-10% en relacién con la asintota
(d). Si el alimento tiene alta contenido de grasa, y solo si el valor asintdtico de la
lipdlisis no se alcanza a 4000 LU / g de grasa.

La Tabla 4.12 resume los valores de lipdlisis predichos por el modelo para cada una de
las dosis de suplemento, asi como los incrementos de lipdlisis y la correspondiente
DOT (UL/g producto) finalmente asignada como resultado de aplicacién de los

criterios clinicos.
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Tabla 4.12. Pardmetros del modelo de prediccion de lipdlisis en productos de panaderia y
Dosis Optima Tedrica estimada por aplicacion de criterios clinicos.

Aplicacion de

Lipolisis estimada a criterios clinicos:
diferentes dosis Incremento de
enzimatica (UL/g grasa) Lipalisis (%)
Parametros del modelo

g o o o

d i6 S .8 .8 DOT
(concentracion § § § § s § = § s g

(asintota) enzimiticade = N ) < § = § N g, 0 (UL/g

s 2 2 &

Alimento saturacién) a [ a producto )
Pan Integral 45.4 2791.7 143 23.2 29.6 342 196 141 10.2 88
Pan Blanco 21.4 2784.6 6.5 10.7 13.8 15.8 19.8 145 9.6 30
Galletas tipo

81.2 2063.4 319 503 620 69.1 226 144 8.7 345
Maria
Galletas
pepitas 60.2 1800.4 26.7 403 48.2 52.8 225 13.2 7.6 458.4
chocolate
Pastel de

63.8 1739.3 29.1 435 519 56.8 226 13.1 7.7 438
Chocolate
Donut 82.2 1548.5 39.2 595 70.2 75.8 24.7 13.0 6.8 488
Gofre 75.8 1250.5 423 60.2 684 72.2 236 10.8 5.1 819
Croissant 69.2 610.8 55.7 66.2 686 69.2 152 3.5 0.8 344
Magdalena 94.2 973.0 60.7 82.0 89.6 92,5 226 8.1 3.0 448

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto que mas alla del contenido en grasa, el
resto de componentes, es decir su composicion global en macronutrientes, presenta
un impacto significativo sobre la digestidon de un alimento. De ahi, que la dosis éptima
tedrica de suplemento enzimdtico que maximiza la extensién de la lipdlisis sea

diferente incluso para alimentos con el mismo contenido de lipidico.
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4.4.3. Correlaciéon de la Dosis Optima Tedrica (DOT) de pancreatina con la

composicion de los productos de panaderia.

Con el objetivo de correlacionar la dosis éptima estimada para cada alimento con sus
caracteristicas composicionales, se aplic6 un modelo de regresion lineal mixta
incluyendo como variables del estudio los porcentajes de grasa, proteina vy
carbohidratos como variables continuas, y la estructura de la matriz alimentaria
como variable categérica con dos niveles (1 = gomosa y 0 = vitreo) (Tala 4.13). La
Tabla 4.14 resume los factores considerados con su estimacion para la obtencién de

la ecuacion predictiva de la DOT.

Tabla 4.13. Variables consideradas en el modelo de correlacién de la DOT con la composicion y
estructura.

DOT DOT
Carbohidratos Grasa  Proteina
ALIMENTO Estructura (UL/g (UL/g
(%) (%) (%)
grasa) producto)
Pan Integral 48.50 4.40 8.40 gomosa (1) 2000 88
Pan blanco 52.00 1.50 9.50 gomosa (1) 2000 30
Galleta 76.30 11.50 6.70 vitreo (0) 3000 345
Galleta con
chispas de 64.30 22.92 6.20 vitreo (0) 2000 458.4
chocolate
Pastel de
39.60 21.90 6.50 gomosa (1) 2000 438
chocolate
Donut 42.00 24.40 6.00 gomosa (1) 2000 488
Gofre 53.7 27.3 7.6 gomosa (1) 3000 819
Croissant 55.00 17.20 7.50 gomosa (1) 2000 344
Magdalena 39.90 22.40 6.10 gomosa (1) 2000 448
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Tabla 4. 14. Coeficientes del modelo de regresidon mixta lineal y p-valor

Factores coeficiente p-valor
Término Independiente 8.13 0.001
Carbohidratos -0.035 0.058
Grasa -0.134 0.19
Proteina -0.253 0.128
Factor (estructura de la matriz)

-0.443 0.071
gomosa
Carbohidratos:grasa 0.001 0.193
Grasa:proteina 0.022 <0.001
R? 0.9416
Ajuste R? 0.9295

En base a estos pardmetros, el modelo de regresidon mixta lineal para la prediccién de

la DOT en productos de panaderia se expresa segun la siguiente ecuacién:

In DOT =8.13 — 0.035 - Carbohidratos (%) - 0.134 - Grasa (%) - 0.253 - Proteina(%) +

(0.001 - carbohidratos - grasa) — (0.022 - grasa - proteina) — 0.443 - estructura

Posteriormente a la obtencidon de los pardmetros del modelo se procedié a la pre-
validacién del mismo mediante la herramienta Boostrap de R2. Boostrap es un tipo de
enfoque estadistico que permite generar muchos datos aleatorios para probar una
ecuacion predictiva de un modelo. Luego, estos datos se utilizan para hacer
predicciones con la ecuaciéon del modelo. Si el modelo es adecuado para nuevos
conjuntos de datos, se obtendria un Boostrap R? altamente validado. Por el contrario,
los modelos que solo son precisos para los datos utilizados para su modelado, se
sobreestiman y el Boostrap de R? validado es bajo. En otras palabras, el Boostrap de
R? validado indica si el modelo es adecuado para hacer buenas predicciones cuando
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se usan datos distintos a los utilizados para crear el modelo. EI R? del modelo
obtenido fue de 0.85, lo que indica que el modelo obtenido resulta una herramienta
util para estimar la DOT de productos de esta categoria siempre y cuando se conozca
su composicion. La Figura 4.15 muestra la correlacién entre los datos experimentales

y los datos predichos.

8004 Boostrap validado R-cuadrado=0.85

600+

Pan Integral

PanEBlanco

Galletas

Galletas con Pepitas de chocolate
Pasteldechocolae

Donut

Gofre

Croissant

Magdalena

400

DOTmodelizado (UL/g producto)

2001

0 250 500 750
DOT Inicial (UL/g producto)

Figura 4.15. Correlacion entre los valores experimentales de DOT expresados en UL / g de
producto versus los valores pronosticados de DOT por el modelo para productos de panaderia.

Finalmente y a modo de ejemplo, en la Tabla 4.15 se muestra la aplicacién del
modelo a tres productos de panaderia distintos a los estudiados mediante simulacién
de la digestion in vitro. Concretamente, se han seleccionado productos comerciales
con tres contenidos diferentes de grasa: bajo (pan de centeno), medio (rosquillas) y
alto (ensaimada). La informacién nutricional de los tres productos se obtuvo de la
Base de datos espafiola de composicidn de los alimentos: http://bedca.net/bdpub/.
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Tabla 4.15. Aplicacidn del modelo para la obtencién de DOT en una seleccidn de productos de

panaderia.

Prediccion en otros alimentos

Pan de
Rosquilla Ensaimada

Centeno
CH (%) 45.8 49.3 38.4
Grasa (%) 1 13.2 31.3
Proteina (%) 6.21 7.8 5.7
Estructura 1 0 1
DOT (UL/g

95.7 264.6 341.6

producto)
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4.4.4. Conclusiones:

La facil desestructuracion matricial durante la digestion de los productos de
panaderia influye positivamente en una mayor digestibilidad.

En condiciones intestinales alteradas, se observa una mayor digestibilidad lipidica en
aquellos formulados con aceite de girasol probablemente por presentar un perfil mas
insaturado en comparacién con otras grasas. Este hecho se ha observado en el caso
de la magdalena, formulada exclusivamente con aceite de girasol (20%). En ese
sentido, los productos formulados con este tipo de grasa serian los mas
recomendables para pacientes con fibrosis quistica.

Ha sido posible desarrollar, a partir de los datos experimentales un modelo predictivo
de la dosis 6ptima de suplemento enzimatico para productos de panaderia en funcion
de la composicién nutricional y estructura matricial. La validez estadistica de este
modelo, avala su aplicacién para estimar la dosis dptima en productos de la misma

categoria.
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El modelo de digestidn in vitro desarrollado en este estudio ha permitido
analizar tanto la influencia de los factores inherentes a las matrices
seleccionadas como de las condiciones intestinales sobre la digestibilidad
de nutrientes. Tanto la composicion nutricional, propiedades
fisicoquimicas, e interacciones entre macro y micronutrientes juegan un
papel determinante en la digestibilidad lipidica y en la bioaccesibilidad de
compuestos bioactivos. Los factores fisiolégicos que afectan en mayor
medida a la lipdlisis, son el pH intestinal y la concentracién de sales
biliares, siendo su papel mas o menos determinante segln la matriz
alimentaria y sus caracteristicas. Los resultados obtenidos sugieren revisar
los criterios actualmente utilizados en la terapia de sustitucion enzimatica
que, en el mejor de los casos, Unicamente considera el contenido de grasa
de los alimentos. Las evidencias cientificas generadas contribuyen, por un
lado, a la generacién de conocimiento sobre la digestién de alimentos y
por otro, aportan informacién util de facil aplicacién en la terapia de
sustitucion enzimatica en pacientes de fibrosis quistica. Asimismo, la
metodologia desarrollada, validada en un estudio in vivo como parte del
proyecto en el que se enmarca esta tesis, puede resultar util para abordar
el tratamiento de otras enfermedades que cursen insuficiencia pancreatica
exocrina.

Por ultimo promover el consumo de alimentos fuente de lipidos
saludables, resulta de vital importancia dentro del marco del tratamiento
de estos pacientes; por lo que no solo la eleccién de los alimentos en base
a su contenido calérico sino también el conocimiento sobre cémo se
digieren resulta esencial para la prevencién de las complicaciones

relacionadas con la salud nutricional del individuo.
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Asimismo, conocer las caracteristicas matriciales de los alimentos y su
comportamiento bajo diferentes condiciones gastrointestinales, son sin
duda factores a tener en cuenta para el disefio de nuevos alimentos que
se ajusten a las necesidades nutricionales especificas de individuos que

cursan patologias en las que se encuentra comprometida la digestidn.
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