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RESUMEN:

Con la finalidad de disminuir la generacion de residuos y afiadir valor a la produccion
primaria de la Comunidad Valenciana se ha estudiado el proceso de obtencion de polvos
funcionales con interés para la industria alimentaria a partir de excedentes de caqui. Las
propiedades funcionales de estos ingredientes estaran condicionadas en gran medida por la
matriz alimentaria a la que se afiadan. El objetivo del presente trabajo es determinar el efecto
de utilizar una matriz de soporte grasa sobre la digestion gastrointestinal y la fermentacion
colénica in vitro de un polvo obtenido a partir de excedentes de caqui, evaluando las
propiedades antioxidantes (fenoles totales, flavonoides y capacidad antirradical) ademas de
los cambios en la microbiota tras la fermentacion coldnica.

Los resultados mostraron que la matriz grasa permite una mayor bioaccesibilidad de los
compuestos bioactivos tras la digestion gastrointestinal. Una mayor concentracion de aceite
permite un incremento en la liberacion de compuesto con capacidad antirradical. En cuanto
a la microbiota intestinal, se ha determinado que una mezcla de polvo de caqui y aceite de
oliva promueve el crecimiento de una microbiota con abundantes géneros bacterianos
productores de compuestos beneficiosos, como los acidos grasos de cadena corta.
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1. INTRODUCCION

1.1. Aprovechamiento de subproductos alimentarios

Los procesos industriales generan mas de un millén de toneladas de alimentos que se pierden o
desperdician, tanto en la postcosecha, como durante el almacenamiento, el transporte, el procesado,
la distribucion o el consumo en los hogares (Preciado-Saldaiia et al., 2022). La demanda global de
alimentos crece anualmente debido al incremento constante de la poblacion humana (Lau et al.,
2021). Muchas de estas pérdidas podrian utilizarse para alimentar a aproximadamente 2 millones de
personas (FAO, 2019). Ademas, este desperdicio de alimentos es considerado la segunda causa de
emision de gases de efecto invernadero (FAO, sf).

El deber del sector es garantizar un consumo y produccion sostenibles, reduciendo, reutilizando o
reciclando los residuos generados y contribuyendo a la economia circular, alineandose asi con los
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de las Naciones Unidas (Lau et al., 2021).

La mayor parte de estas pérdidas corresponde al sector de las frutas y hortalizas, en el que se
desperdicia entre un 40 y un 50% de la produccion. Alimentos como el pescado, los cereales, la carne
y los productos lacteos también son desechados en una gran proporcion (35-20%) (Granados, 2020).
Ciertos subproductos de la industria alimentaria presentan un alto valor nutricional y podrian ser una
buena fuente de compuestos bioactivos, convirtiéndolos asi en ingredientes funcionales para la
industria alimentaria (Mamata, 2010).

1.1.1. Caqui

El caqui o Diospyros kaki L. pertenece a la familia Ebenaceae y es un fruto de color rojizo o amarillo
con pulpa de color rojo anaranjado. Es una fruta muy popular en el continente asiatico y en Europa.
Su produccion se limita a la proximidad del mar Mediterraneo (Izuchi et al., 2011) y se concentra en
otofo y principios de invierno (Giordani, 2001).

Esta fruta tiene una concentracién elevada de nutrientes y otros componentes funcionales,
determindndose una mayor cantidad de estos en la piel que en la pulpa del fruto. Azucares, almidon,
acidos grasos, carotenoides, flavonoides, proteinas o vitaminas A, B6, B12, C y D son algunos de
ellos (Direito et al., 2021). Sin embargo, la piel del caqui suele ser desechada por el consumidor
(Gorinstein et al., 2001).

Segun el tipo de astringencia del caqui en la maduracion se pueden dar diversas variedades de esta
fruta. La astringencia estd causada por la presencia de taninos solubles en el momento de la
maduracion. Los taninos solubles se pueden unir a las proteinas salivales y provocan su precipitacion
0 agregacion, generando una sensacion entre sequedad intensa y amargor en la boca. Cuanto mayor
es el grado de astringencia hay una mayor necesidad de aplicar un tratamiento posterior para
eliminarla (Yamada et al., 2011).

En Espaiia, la principal variedad es la “Rojo Brillante”, que es agronémicamente superior al resto de
variedades autoctonas. Es una variedad astringente que requiere de tratamiento posterior y presenta
una piel delicada y una pulpa més dura que el resto de las variedades. El caqui “Rojo Brillante” es
cultivado en la Comunidad Valenciana, mas concretamente en la Ribera del Xuquer (Diaz et al.,
2020).

En 2022, en Espaiia, se cultivaron 16.426 hectareas de caqui, de las cuales un 89% pertenecieron a
la Comunidad Valenciana Un 93% de la produccion de caqui en Espafia corresponde a la Comunidad
Valenciana igualmente (Figura 1) (Generalitat Valenciana, 2023).



GRAFICO 1.- EVOLUCION DE LA SUPERFICIE Y PRODUCCION DE KAKI
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Figura 1: Superficie y produccion de caqui en la Comunidad Valenciana (Generalitat Valenciana, 2023)

1.2. Matrices alimentarias de interés

La matriz alimentaria esta constituida por el conjunto de todos los componentes organizados y
estructurados en las distintas fases que forman un alimento. Las caracteristicas de la matriz
alimentaria condicionan la absorcion de los nutrientes y compuestos bioactivos durante el tracto
gastrointestinal. Por esta razon, es esencial conocer como evoluciona dicha matriz y los componentes
que la conforman durante el proceso de digestion (Capuano & Janssen, 2021). En este trabajo se va
a estudiar el efecto del aceite de oliva y del aceite de girasol en la absorcion de los componentes
bioactivos de los polvos de caqui.

1.2.1. Aceite de oliva

El aceite de oliva es un alimento fundamental en la dieta mediterranea (Kalogiouri et al., 2018).
Presenta un alto contenido en 4cidos grasos monoinsaturados, aproximadamente un 80% de su
composicion lipidica total. Sus propiedades beneficiosas se han atribuido tradicionalmente a estos
componentes, sin embargo, se ha demostrado que otros compuestos también contribuyen a sus
beneficios sobre la salud (Tripoli et al., 2005).

En cuanto a su perfil nutricional, el aceite de oliva estd formado por una fraccion saponificable
correspondiente a su perfil de acidos grasos, mayoritariamente compuesta por acido oleico.
Asimismo, contiene en un 2% componentes menores que se encuentran divididos en fracciones
insaponificables y solubles (Covas et al., 2015). Mas de 200 compuestos quimicos diferentes se han
encontrado en el aceite de oliva, entre ellos esteroles, carotenoides, alcoholes triterpénicos, vitamina
E y compuestos fenodlicos. Estos tltimos representan la fuente principal de antioxidantes del aceite,
conteniendo tanto fenoles hidrofilicos como lipofilicos (Angeloni et al., 2017).

Entre los compuestos fendlicos se encuentran los alcoholes fendlicos, los acidos fenolicos, los
flavonoides, los lignanos y los secoiridoides (Bendini et al., 2007). El principal fenol del aceite de
oliva es el hidroxitirosol (HT), un compuesto con actividad antiinflamatoria y antiteratogénica, que
mejora el perfil lipidico, reduce el estrés oxidativo y activa las células inflamatorias (Foscolou et al.,
2018).



La calidad y las propiedades organolépticas del aceite de oliva dependen de diferentes factores tales
como el origen geografico, las condiciones climaticas, el cultivo o las técnicas agrondémicas y de
procesado. Estos factores condicionan la composicion de acidos grasos y la concentracion de
compuestos bioactivos (De Santis et al., 2019). Dependiendo de los métodos de procesado, existen
diversas variedades de aceite de oliva: refinado, comiin, virgen (AOV) o virgen extra (AOVE). Los
dos ultimos son obtenidos por prensado directo o centrifugacion de la oliva y presentan una alta
concentracion de compuestos fenolicos (Almanza-Aguilera et al., 2023). La composicion de acidos
grasos y la alta concentraciéon en antirradicales son responsables de la estabilidad del aceite al
calentarse, contrarrestando la generacion de moléculas procancerigenas derivadas de la oxidacion
(Allouche et al., 2007).

El consumo de AOVE se ha asociado con una mayor biodiversidad en la microbiota intestinal. Se ha
demostrado que su composicion lipidica influye en la relacion entre Firmicutes y Bacteroidetes
(Hidalgo et al., 2017). También se ha observado un incremento de uno de los principales grupos
anaerdbicos estrictos del intestino, el género Clostridium X1Va, que es responsable de la produccion
de butirato, un acido graso de cadena corta que reduce el colesterol total y promueve la actividad
antiinflamatoria (Deiana et al., 2018).

En Espaiia, el sector del aceite de oliva es un pilar fundamental dentro del sector agroalimentario. El
pais presenta una gran tradicion olivarera y una industria tecnolégicamente avanzada y profesional
que posiciona a Espana como lider mundial en superficie, produccion y comercio exterior en el
sector. Un 70% de la produccion de aceite de oliva de la UE y un 45% de la produccién mundial
proviene del territorio espafiol. Concretamente, en el territorio andaluz se produce el 80% del aceite
de oliva de origen nacional (Aceite de Oliva, s. f.).

1.2.2. Aceite de girasol

El girasol (Helianthus annuus) es una planta que posee entre un 15% y un 21% de proteina y un 50%
de contenido en aceite (Khan et al., 2015). El aceite de girasol presenta un alto valor nutricional y
contiene aproximadamente un 69% de 4cido linoleico, un 20% de 4cido oleico y un 11% de acidos
grasos saturados (Nandha, 2014). Ademas, posee vitamina E que fortalece el sistema de defensa
contra las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Hamilton, 1995).

La alta concentracion de acidos grasos poliinsaturados contribuye a reducir el colesterol y el riesgo
de enfermedades cardiacas. No obstante, estos acidos grasos son objeto de rapidos procesos
oxidativos, sobre todo en presencia de oxigeno y luz (Ghendov-Mosanu et al., 2023).

Las condiciones climéaticas de crecimiento del cultivo tienen un gran impacto en la organizacion de
los acidos grasos del aceite de girasol. Unas condiciones mas calidas generan una mayor
concentracion de acido oleico y menos acido linoleico en comparacion con las condiciones climaticas
mas frias (Hamilton, 1995).

En Espafia se producen cerca de 700.000 toneladas de aceite de girasol al afio, que no solo se consume
directamente en hogares u hosteleria, sino que se destinan grandes cantidades a la industria
alimentaria. En cuanto a regiones espafiolas, el cultivo de girasol se ha centrado principalmente en
Andalucia, Castilla La Mancha y Castilla y Leon (Marketinet, 2022).

1.3. Digestion in vitro

La digestion de los alimentos es un fendémeno complejo pero esencial para preservar la salud y el
bienestar de los seres humanos. Los nutrientes son extraidos de la matriz alimentaria ingerida
mediante transformaciones enzimaticas, quimicas y mecanicas durante el proceso de digestion
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(Singh et al., 2015). Los componentes nutricionales que son liberados durante la digestion estan tan
determinados por las propiedades iniciales de los alimentos como por las diversas transformaciones
que sufren durante el tracto digestivo (Somaratne et al., 2020).

Conocer los diferentes mecanismos e identificar los parametros clave que determinan la liberacion
de los nutrientes de los alimentos en este proceso es esencial para predecir con precision el perfil de
biodisponibilidad de los nutrientes. Durante las Gltimas décadas, se ha investigado en profundidad el
sistema de desintegracion de alimentos solidos durante la digestion gastrointestinal, obteniendo
varios modelos de digestion in vitro € in vivo para imitar las modificaciones fisicoquimicas de dicho
proceso (Bornhorst & Singh, 2014).

El modelado estatico de la digestion gastrica se utiliza para evaluar el efecto de la estructura y
composicion de los alimentos y valorar la influencia de los factores dietéticos, el procesado y las
condiciones fisioldgicas sobre la bioaccesibilidad de los nutrientes y compuestos bioactivos. Los
resultados pueden contribuir a establecer el valor nutricional de los alimentos y asi poder
perfeccionar el disefio de estos (Alminger et al., 2014).

INFOGEST publicé un protocolo de digestion gastrointestinal estatica in vitro que hace uso de
proporciones constantes de comida y fluidos digestivos, ademas de un pH constante en cada paso del
proceso (Brodkorb et al., 2019). Con este método, los alimentos se someten a una digestion oral,
gastrica e intestinal secuencialmente. Los parametros como los electrolitos, los enzimas, la bilis, el
pH o el tiempo de digestion se basan en los datos fisiologicos que se encuentran disponibles. Sin
embargo, aunque este procedimiento es sencillo de usar, no es completamente adecuado para simular
la cinética de la digestion (Egger et al., 2017).

Los diversos modelos coldnicos in vitro abarcan desde incubaciones fecales por lotes utilizando una
microbiota fecal densa y anaerobia estricta hasta modelos continuos mas complejos que simulan
diferentes partes del colon humano (Gross et al., 2010). Los obstaculos de estos modelos in vitro
incluyen la limitacion de no poder representar completamente la microbiota presente en la luz y la
mucosa del colon, y la ausencia de las tasas combinadas de catabolismo y absorcion que suceden in
vivo (Wojtunik-Kulesza et al., 2020).

1.4. Bioaccesibilidad, biodisponibilidad v matriz alimentaria

En la nutricidn, la biodisponibilidad es definida como la fraccién del compuesto bioactivo ingerido
que se encuentra disponible ya sea para su uso o almacenamiento. En cambio, cuando se habla de
bioaccesibilidad, se hace referencia a la fraccion del compuesto que se libera de su matriz en el tracto
gastrointestinal, permitiendo que se encuentre disponible para la absorcion intestinal (Fernandez-
Garcia et al., 2009). Una vez liberados de la matriz, los compuestos bioactivos pueden sufrir diversos
cambios estructurales por la influencia de diferentes factores fisicoquimicos, como el pH, las
actividades enzimaticas o la temperatura, y de factores mecanicos, tales como la trituracion o la
mezcla. Estos cambios causan efecto en la bioaccesibilidad. Dependiendo de la estructura quimica
de los compuestos, estos pueden ser parcialmente absorbidos en el intestino delgado o incluso llegar
sin ser absorbidos al colon con apenas modificaciones (Fernandez Jalao, 2021).

Por otra parte, la bioaccesibilidad puede estar condicionada por otros factores como la matriz
alimentaria en la que se encuentran los compuestos bioactivos o por el tipo de procesado al que ha
estado sometido el alimento (Bohn, 2014). Por este motivo, conocer la bioaccesibilidad de los
componentes de un alimento permite determinar el valor nutricional del mismo y relacionarlo con
las condiciones de proceso. Modificando la matriz (caracteristicas estructurales, propiedades fisico-
quimicas o contenido en otros compuestos) se puede mejorar la bioaccesibilidad de los compuestos
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bioactivos, aumentando el valor nutricional del alimento. Junto con todos estos factores, la influencia
de la fisiopatologia particular del consumidor es un aspecto importante a tener en cuenta (Fernandez-
Garcia et al., 2009).

La matriz alimentaria tiene un gran efecto sobre la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los
polifenoles dandose interacciones directas entre estos compuestos y algunos componentes de los
alimentos, como las proteinas y los polisacaridos. Este tipo de interaccion podria afectar al proceso
de absorcién de los polifenoles (Manach et al.,, 2004). Determinados fenoles se encuentran
fuertemente unidos a carbohidratos presentes en las paredes celulares como las pectinas, celulosas o
fibra dietética, lo que hace el proceso de extraccion mas complejo durante la digestion (Quiros-
Sauceda et al., 2014). La fibra dietética influye en el tiempo de transito intestinal y los compuestos
unidos pueden llegar directamente al intestino grueso donde, mediante diferentes enzimas, los
compuestos fendlicos son liberados y metabolizados por la microbiota intestinal (Bohn, 2014). Otros
compuestos estan presentes en las vacuolas de las células vegetales y solo interactian con los
carbohidratos durante el procesado o masticacion (Jakobek, 2015). Asimismo, la presencia de
determinados micronutrientes o agentes xenobioticos puede afectar a los enzimas o a las proteinas
transportadoras que participan en la absorcidon y metabolismo de polifenoles (Manach et al., 2004).

La presencia de proteinas o grasas ya sea en la propia matriz alimentaria o en los alimentos que se
ingieren en la dieta, puede influir también en la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos. Se ha
detectado que los compuestos fendlicos con mayor peso molecular, con un elevado contenido en
grupos hidroxilo, con alta capacidad de flexibilidad estructural y con una mayor concentracion de
prolina, disponen de una mayor capacidad para enlazarse con las proteinas, cuyas uniones son
hidro6fobas no covalentes (Ribas-Agusti et al., 2018). Estas interacciones tienden a romperse por la
intervencion de enzimas digestivas y del pH gastrico. En cambio, los lipidos influyen en menor
medida en la absorcion de los polifenoles, excepto si aparecen pequeias gotas de grasa que atrapan
estos compuestos favoreciendo su absorcion (Jakobek, 2015).

La bioaccesibilidad parece mejorar gracias a una dosis fisioldgica adecuada y al menor tamafio de
las particulas y el calentamiento, que facilitan la liberacion desde la matriz. La ingesta simultanea de
micronutrientes antioxidantes como las vitaminas C y E puede reducir en cierta medida la
degradacion gastrointestinal de los polifenoles. Por ultimo, la presencia de polifenoles adicionales
puede aumentar su disponibilidad al influir en los transportadores de eflujo (Bohn, 2014).

1.5. Microbiota humana v dieta

La microbiota del colon humano estd formada por mas de 100 billones de microorganismos
incluyendo bacterias, virus, hongos y parasitos de los cuales se han identificado aproximadamente
1000 especies bacterianas (Beam et al., 2021). Estos microorganismos participan en la salud humana
aportando las enzimas que no estan codificadas en el genoma humano y llevando a cabo la biosintesis
de vitaminas y aminodcidos esenciales. Asi, permite la generacion de importantes subproductos
metabdlicos a partir de componentes dietéticos que el intestino delgado no digiere (BaCkhed et al.,
2005).

Los grupos bacterianos predominantes en la microbiota, generalmente, son Firmicutes gram
positivos y Bacteroidetes gram negativos (Flint et al., 2007). Se ha demostrado que la microbiota
humana puede dividirse en diferentes enterotipos con géneros bacterianos determinados. Sin
embargo, existe una uniformidad funcional que es independiente de varias propiedades del huésped,
tales como el sexo, la edad y el indice de masa corporal (Singh et al., 2017).



Diversos estudios han demostrado que la dieta participa en la configuracion de la diversidad de la
microbiota intestinal, lo que puede traducirse en importantes efectos sobre la salud (Singh et al.,
2017). La composicion del microbioma evoluciona a lo largo de la vida y cambia en funcion de
factores genéticos, del entorno y de la dieta (Fernandez Jalao, 2021). Los patrones dietéticos
habituales del individuo son fundamentales en la composicion de la microbiota, pero cambios
significativos en la ingesta de macronutrientes y fibra también pueden inducir cambios rapidamente
(Holscher, 2017).

Una dieta rica en proteina animal incrementa la presencia de Bacteroides spp., Alistipes spp. y
Bilophila spp., sin embargo, disminuye el contenido de otras bacterias beneficiosas como
Lactobacillus spp., Roseburia spp. y E. rectale, modificando la diversidad bacteriana intestinal (Karl
et al., 2017). Adicionalmente, lo que se conoce como dieta occidental, una dieta alta en grasas
animales y saturadas, puede alterar también el microbioma al aumentar los niveles de
lipopolisacaridos (LPS) y de N-oxido de trimetilamina (TMAOQO), y al reducir la concentracion de
acidos grasos de cadena corta (SCFA) (Singh et al., 2017). Los LPS bacterianos permean a través de
las paredes del intestino llegando al sistema linfatico y el torrente sanguineo, lo que puede
desencadenar una inflamacion de bajo grado, pero sistémica. No se conocen los mecanismos por los
que se absorben los LPS, pero podrian relacionarse con la absorcion de grasas, lo que aumenta la
filtracion de LPS plasmatico en la linfa (Cani et al., 2007).

Los altos niveles de especies de Prevotella se han asociado con dieta basadas en plantas, sobre todo
se ha observado un alto enriquecimiento de esta especie en personas vegetarianas (Tomova et al.,
2019). Se trata de dictas bajas en grasas y ricas en fibra, que pueden alterar positivamente la
composicion de la microbiota promoviendo, ademas de Prevotella, otras bacterias beneficiosas como
Bacteroides y reduciendo otras como Firmicutes (Matijasi¢ et al., 2013).

La dieta mediterranea, que se centra en alimentos de origen vegetal, es rica en fibra y acidos grasos
omega-3, y baja en proteinas animales y grasas saturadas. Seguir esta dieta esta asociada con mayores
niveles de SCFA, de Prevotella y Firmicutes, los cuales degradan la fibra. En un estudio llevado a
cabo por De Filippis et al. (2015), se encontrdé que la proporcion de Prevotella a Bacteroides era
mayor en aquellos sujetos con adherencia a la dieta mediterranea. Esto indica que una dieta rica en
fibra natural y almidén resistente altera positivamente la composicion bacteriana del intestino (De
Filippis et al., 2015). Ademas, se descubrid que la microbiota de los sujetos con dieta mediterrdnea
era significativamente mas diversa en comparacion con el microbioma de los que seguian una dieta
occidental, incrementando en gran medida la concentracion de bacterias como Lactobacillus,
Clostridium, Faecalibacterium 'y Oscillospira (Nagpal et al., 2018).

Cuando se habla de fibra dietética se hace referencia a los carbohidratos no digeribles y a la lignina
que se encuentran intactos e intrinsecos en las plantas. La fibra difiere en estructura quimica,
solubilidad en agua, viscosidad y fermentabilidad. Generalmente se trata de polimeros de
carbohidratos que contienen tres o mas unidades monoméricas que son resistentes a las enzimas
digestivas, lo que impide que se hidrolicen y absorban en el intestino delgado. Existen fibras
insolubles y solubles, y estas ultimas son metabolizadas por las bacterias colonicas, mayoritariamente
Firmicutes y Actinobacteria, produciendo SCFA (Makki et al., 2018).

Los polifenoles parecen tener también efectos positivos sobre la microbiota intestinal, aumentando
la presencia de Bifidobacterium y Lactobacillus (Vendrame et al., 2011). En cuanto a los flavonoides,
que se encuentran presentes en frutas, verduras, legumbres y semillas, se ha descubierto que pueden
aumentar la produccion de SCFA y reducir la concentracion de LPS (Beam et al., 2021).



Este trabajo se centra en el estudio del grupo poblacional de mujeres postmenopausicas. En el
contexto del esfuerzo global para promover la salud de la mujer en cada una de las etapas de la vida,
y con el envejecimiento de la poblacion, la mujer postmenopausica representa un importante grupo
a tener en cuenta en las estrategias de salud. La menopausia se asocia con una serie de cambios fisicos
atribuibles a la pérdida de estrogenos, como sofocos, desmineralizacion 6sea, sequedad vaginal e
inflamacion cronica. Ademas, se han detectado perfiles composicionales y funcionales alterados de
la microbiota intestinal en mujeres postmenopausicas (Mayneris-Perxachs et al., 2020; Zhao et al.,
2019).

Recientemente, estudios in vivo e in vitro han demostrado que la suplementacion dietética con
isoflavonas de soja modula la microbiota de la mujer menopausica, aumentando las bacterias
involucradas en la produccion de acidos grasos de cadena corta (SCFA) (Guadamuro et al., 2017,
2021). En un trabajo reciente, se ha determinado mediante un sistema de digestion/fermentacion in
vitro que una combinacion de polifenoles, como los taninos, y alimentos ricos en fibra favorece el
crecimiento de bacterias beneficiosas para la salud como los géneros Akkermansia, Bifidobacterium
o Faecalibacterium ademas de inducir la sintesis de SCFA como el acido butirico (Molino et al.,
2021).

En definitiva, promover el uso de subproductos agrarios en forma de polvo puede ayudar tanto a
reducir las pérdidas de la industria agroalimentaria como a generar productos de alto valor nutricional
al combinarlos con una matriz alimentaria que fomente la absorcion de sus compuestos bioactivos.
Ademas, la relacion que existe entre la ingesta dietética y la diversidad de la microbiota intestinal,
hay que tenerla en cuenta a la hora de investigar sobre su efecto en la salud humana y concretamente
sobre las alteraciones asociadas a un periodo importante de la vida de la mujer como la
postmenopausia.



2. OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo fue determinar el efecto de utilizar una matriz de soporte grasa sobre
las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de un polvo obtenido a partir de excedentes de caqui,
de las matrices grasas ensayadas, y de mezclas polvo-matriz grasa, antes y durante la digestion
gastrointestinal simulada in vitro. Asimismo, se plantea evaluar los cambios producidos en la
microbiota intestinal tras la fermentacion coldnica in vitro de las muestras digeridas.



3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Materia prima

Como materias primas se utilizaron polvo de caqui, aceite de oliva virgen extra y aceite de girasol.

Para la preparacion del polvo de caqui, se trabajo con excedentes de caqui procedentes de agricultura
ecologica y proporcionados por la cooperativa “La Vall de la Casella Coop. V” (Alzira, Valéncia).
Las frutas enteras se trituraron en un procesador domestico (Thermomix®, Vorwerk, Spain) a 10,000
rpm durante 5 s incluyendo piel y pedunculo. El puré resultante se secoé con aire a 70 °C y una
velocidad de 10 m/s en un secador de bandejas (Poleko Aparatura, Katowice, Poland). Las muestras
secas se trituraron de nuevo en un procesador domestico (Thermomix®, Vorwerk, Spain) a 10,000
rpm durante 40 s en intervalos de 20 s. El polvo obtenido se almacen6 a temperatura ambiente en
botes de vidrio protegidos de la luz.

El aceite de oliva virgen extra (AOVE), de produccién ecologica y obtenido a partir de las variedades
Oliana y Koroneiki, fue suministrado por la cooperativa “Campoenguera” (Enguera, Valéncia). El
aceite de girasol fue adquirido en un supermercado local de la ciudad de Valéncia.

Se prepararon cuatro suspensiones de polvo de caqui en aceite, dos de ellas utilizando como matriz
de soporte grasa el AOVE y las otras dos con el aceite de girasol. Una de las suspensiones preparada
con cada aceite, incluy6 el polvo de caqui en la proporcion de 2,7 g de polvo de caqui/g de aceite y
la otra en la proporcion de 1,3 g de polvo/g de aceite. Las suspensiones se prepararon en el momento
en el que iban a ser utilizadas.

3.2. Determinaciones analiticas
3.2.1. Propiedades fisicoquimicas

En los polvos del caqui se determinaron la humedad, los solidos solubles, la actividad del agua, el
color y el tamafio de particula.

= Humedad (xv)

Se determind la humedad mediante secado en estufa de vacio a 60 °C a -0,4 ba siguiendo el método
recomendado por la AOAC (AOAC, 1996).

Debido a que el método de secado en estufa puede resultar impreciso en muestras con muy bajo
contenido en agua, se determind también el contenido en agua utilizando una estufa automatica de
infrarrojos (KERN DBS 60-3). La lampara de la estufa emite radiacion infrarroja de entre 3000 y
3500 nm, radiaciéon que es absorbida por los enlaces de las moléculas de agua que se calientan y
evaporan. La estufa calienta y pesa la muestra de forma sucesiva y automatica hasta que ya no se
produzca variacion de peso. La diferencia de peso inicial y final corresponde al agua eliminada.

= Solidos solubles (Xss)

Los s6lidos solubles totales del polvo de caqui se determinaron a partir de los grados Brix, medidos
con un refractometro termostatado a 20 °C (ABBE ATAGO 3-T, Japén). Para ello se realizo la
extraccion de los solidos solubles con agua y polvo de caqui en una proporcion 2:15 (m/v).



A partir de los grados Brix de la disolucion, se calculd la fraccion masica de solidos solubles del
polvo (xss) utilizando la ecuacion:

. xSS
QBTlx = X 100 (1)

m
Xgs + Xy + (Ww)

Donde x,, representa la fraccidbn masica de agua o humedad del polvo considerado, y m,,
corresponde a la masa de agua afiadida en la preparacion de la extraccion.

= Actividad del agua (aw)

La actividad de agua se determiné en el polvo de caqui utilizando un higrometro de punto de rocio
(Aqualab 4TE; Decagon Devices Inc., Pullman WA, USA) con una precision de £0,003 a una
temperatura de 25 °C.

= Color

El color se midio del caqui en polvo con un espectrocolorimetro (MINOLTA, CM-3600D). Se
obtuvieron las coordenadas de color en el espacio de color CIEL*a*b*, donde L* representa la
luminosidad, a* la componente rojo-verde y b* la componente amarillo-azul. La saturacion y el
croma se calcularon con las ecuaciones (2) y (3).

Cop =T 557 @
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= Tamafio de particula

El tamafio de particula se determind utilizando un equipo de difraccion laser (Malvern Mastersizer-
modelo 2000, Malvern Instruments Kimited Worcestershire, Reino Unido), tanto por via seca como
por via himeda. Este dispositivo puede medir particulas en un rango de tamafio de 0,2 a 200 um. Se
emplearon indices de refraccion de 1,53 para la muestra y 1,35 para la fase dispersa. Para la medicion
por via seca, se utilizo aire seco como agente dispersante a una presion de 2,5 bares y una agitacion
del 60%; mientras que para la mediciéon por via himeda se us6 agua desionizada como agente
dispersante, con un indice de absorcion de 0,1.

Los parametros utilizados para determinar el tamafio de particula incluyen D[4,3], D[3,2], d10, d50
y d90. EL DJ[4,3] es el didmetro medio volumétrico o didmetro volumen equivalente, es decir, el
diametro de la esfera con el mismo volumen que la particula, siguiendo la ecuacion (4). Mientras que
el D[3,2] es el didmetro medio superficial o diametro superficie equivalente, es decir el didmetro de
la esfera con una superficie equivalente a la particula, siguiendo la relaciéon descrita en la ecuacion
(5). Por otro lado, d10, d50 y d90 representan los tamafos de particula por debajo de los cuales se
encuentra el 10%, 50% y 90% de la distribucion, respectivamente.

_ Yindy
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3.2.2. Propiedades de interaccion con el agua y con el aceite.

Se realizaron las determinaciones de las propiedades de interaccion con el agua y el aceite del caqui
en polvo. Concretamente, se determinaron la solubilidad, la higroscopicidad, capacidad de absorcion
de agua (WHC), capacidad de retencion de agua (WRC), la capacidad de hinchamiento, la capacidad
de retencion del aceite y la capacidad y estabilidad emulsionante.

* Solubilidad

La solubilidad (%) se calcul6 a partir del cociente entre los s6lidos solubles (SS) y los sélidos totales
(TS).

Para medir los SS y TS, se prepard una disolucion madre con 3 g de muestra en 150 mL de agua
destilada, la cual se agit6 hasta su total homogeneizacion. Después, para SS, se agregaron 20 mL de
esta solucion a un tubo graduado y se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. A
continuacion, el liquido sobrenadante se transfirio a otro recipiente y se sec6 a 60 °C durante 24 horas
a presion atmosférica, seguido de 48 horas adicionales a presion de vacio. En cuanto a TS, la masa
seca se midi6 directamente en 20 mL de la solucion madre (Mimouni et al., 2009).

» Higroscopicidad

Se introdujeron 0.5 g de muestra en polvo junto a una disolucion saturada de Na2SO4 durante 7 dias
en una camara hermética a 20 °C. Se determiné el aumento de peso experimentado por el polvo, y la
higroscopicidad se expresdé como gramos de agua ganados por cada 100 g de muestra (Cai & Corke,
2000).

= (Capacidad de absorcion de agua (WHC)

Esta propiedad se define como la cantidad de agua que es capaz de retener una muestra sin aplicar
ninguna fuerza externa, salvo la presion atmosférica y la gravedad. Para su determinacion, se pesaron
0.2 g del polvo de caqui en un tubo cénico graduado. Luego, se agregaron 10 mL de agua destilada
y se dejo reposar durante 18 horas a 25 °C. Después, se extrajo el sobrenadante con una pipeta
Pasteur, obteniendo asi el residuo sedimentado. Finalmente, este residuo se liofilizé para obtener el
peso seco de la muestra (RL). La capacidad de retencion de agua se calcul6 utilizando la ecuacion,
donde RH (g) es el peso del residuo htimedo y RL (g) es el peso del residuo seco (Raghavendra et al.,
2006).
(RH — RL)

WHC = ———— 6
L (6)

= (Capacidad de retencion de agua (WRC)

Para determinar esta propiedad, se midi6 la capacidad de la muestra para retener agua tras ser
sometida a una fuerza externa, como la presion o la centrifugacion (Pomar Martinez et al., 2021).

Para ello, se introdujo 1 g de polvo de caqui en un tubo cénico graduado y se le agregaron 10 mL de
agua destilada. Tras un periodo de reposo de 18 h a una temperatura de 25 °C, se procedié a
centrifugar a 2,000 rpm durante 30 min. Seguidamente, se retiro el liquido sobrenadante y se obtuvo
el residuo sedimentado. Posteriormente, este residuo se sometio a liofilizacion para obtener el peso
seco de la muestra. La capacidad de retencion de agua se determind como la cantidad de agua retenida
en relacion con el residuo seco.
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= Capacidad de hinchamiento

Para medir la capacidad de hinchamiento de las muestras, se colocd 1 g de la muestra en un cilindro
graduado con 10 mL de agua destilada, dejandola reposar durante 18 horas a temperatura ambiente.
Al término de este periodo, se midi6 el volumen y se determiné la capacidad de hinchamiento como
el volumen que ocupa la muestra en relacion con el peso introducido inicialmente (Robertson et al.,
2000).

= (Capacidad de retencion del aceite

Esta propiedad se evalud siguiendo la metodologia propuesta por Garau et al., (2007). Se mezclaron
0,2 g de la muestra con 1,5 g de aceite de girasol y se dejaron reposar durante toda la noche a
temperatura ambiente. Luego, las muestras se centrifugaron a 1,500 g durante 5 minutos. Después
de separar el sobrenadante, se peso el residuo. La capacidad de retencion de grasa se calculdé como
el aumento de peso de la muestra y se expreso en gramos de aceite absorbido por gramo de muestra
inicial.

= Actividad y estabilidad emulsionante

Estos dos parametros se determinaron siguiendo la metodologia propuesta por (Yasumatsu et al.,
1972).

Para determinar la actividad emulsionante, se prepar6 una solucion al 2% (p/v) con el polvo y agua
destilada. Después, se mezclaron 7 mL de esta disolucion con 7 mL de aceite de girasol y se
homogeneiz6 durante 5 min en un vortex a 2,400 rpm. Luego, la mezcla se centrifugd durante 5 min
a 10,000 rpm. La actividad emulsionante se expresé como el volumen de la emulsion formada en
relacion con el volumen total y se expreso en porcentaje.

Para la estabilidad emulsionante, se siguié la misma metodologia. Tras la homogeneizacion con
vortex, la mezcla se calent6 a 80 °C durante 30 min. Después de enfriar, se centrifugé a 2,000 rpm
durante 5 min. La estabilidad emulsionante se expres6 como el volumen de la emulsion final en
relacion con el volumen total y se expreso en porcentaje.

3.2.3. Propiedades antirradicales

Se determinaron las propiedades antioxidantes del polvo de caqui y de las suspensiones con los
aceites antes del proceso de digestion gastrointestinal in vitro y después las etapas gastrica, intestinal
y coldnica. Las muestras digeridas después de cada etapa fueron centrifugadas durante 10 min a
10.000 rpm y se realizaron las mediciones tanto en el sobrenadante como en el precipitado. Para ello,
se determind el contenido en fenoles y flavonoides totales, asi como la capacidad antioxidante
medida por lo métodos DPPH y ABTS.

Las determinaciones se realizaron sobre el extracto obtenido a partir de cada muestra. Para la
preparacion del extracto, la muestra se diluy6 en la proporcion 1:10 (w/v) con una disolucion de
CH;0H:H;O en la relacion 80:20. La muestra diluida se mantuvo en agitacion durante 1 hora y
posteriormente se centrifugd 5 min a 10.000 rpm. El sobrenadante obtenido se consideré como
extracto.

Para cada muestra y cada técnica se realizaron las diluciones necesarias.
= Fenoles totales

Los fenoles totales se determinaron utilizando el método colorimétrico modificado de Folin-
Ciocalteu (Wolfe et al., 2003). Se mezclaron 0,125 mL del extracto, 0,125 mL del reactivo de Folin-
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Ciocalteu y 0,5 mL de agua bidestilada, en una cubeta de espectrofotdmetro y se dejo reaccionar
durante 6 min en oscuridad. Tras ese tiempo se agregaron 1,25 mL de una disolucion de carbonato
de sodio al 7% y 1 mL de agua bidestilada.

Transcurridos 90 min, se midio la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro (Thermo Scientific,
Helio Zeta U/Vis). La lectura obtenida se compard con una curva patron de disoluciones preparadas
de acido galico (pureza >98%, Sigma-Aldrich) en un rango de concentracion entre 0 y 500 mg/L. El
contenido de fenoles totales se expresé como miligramos equivalentes de acido galico (EAG) por
gramo de muestra (mg EAG/g).

= Flavonoides totales

Para la determinacién de los flavonoides, los cuales tienen la capacidad de neutralizar los radicales
libres al donar atomos de hidrogeno, se llevo a cabo el método colorimétrico del AICI; publicado por
Luximon- Ramma et al. (2002).

Se agregaron a una cubeta 1,5 mL de extracto y 1,5 mL de AICI; al 2% en metanol (CH3OH). La
mezcla se dejo reaccionar durante 10 min y se midi6 la absorbancia en el espectrofotometro (Thermo
Scientific, Helio Zeta U/Vis) a 368 nm.

Los resultados obtenidos se compararon con una recta de calibrado de quercetina (pureza >95%,
Sigma-Aldrich) con un rango de concentracion entre 0 y 300 mg/L. Las mediciones se expresaron
como miligramos equivalentes de quercetina (EQ) por gramo de muestra (mg EQ/g).

= (Capacidad antioxidante por el método DPPH

El método DPPH se basa en la capacidad de los antioxidantes presentes en la muestra de reducir el
radical DPPH (1,1-diphenyl-2- picrylhydrazyl). Este método se basa en el cambio de color morado
a amarillo debido a la reduccion del radical DPPH.

Se sigui6 el protocolo de Stratil et al. (2006) para determinar la presencia de antioxidantes.
Inicialmente se preparé una disolucién con 3,9 mg del radical DPPH y 100 mL de metanol.
Posteriormente se prepard una mezcla con 0,1 mL del extracto y 2,9 mL de la disolucion DPPH-
metanol. Pasados 60 minutos se midi6 la absorbancia a 515 nm en un espectrofotometro (Thermo
Scientific, Helio Zeta U/Vis).

Los resultados se compararon con los obtenidos en una recta patron de trolox (Ci4H;s04, pureza
>97%) obtenida para un rango de concentracion entre 0 y 200 mg/L. Los resultados se expresaron
como miligramos equivalentes de trolox (TE) por gramo de muestra (mg TE/ g), partiendo de una
recta de calibrado con este compuesto y del porcentaje de inhibicion, calcula como:

Absorbancia blanco — Absorbancia muestra

BT x 100 7
nhibicién (%) Absorbancia blanco 7

= Capacidad antioxidante por el método ABTS

El método ABTS se basa en la decoloracion del cation ABTS" que reacciona con los compuestos
antioxidantes de la muestra, transformandose de un color azul a incoloro. Para determinar las
propiedades antioxidantes se usé el método propuesto por Re et al. (1999).

Primeramente, se prepara la disolucion ABTS a partir de 0,0331 g de perdxido de potasio, 0,192 g
del radical ABTS y 50 mL de agua bidestilada. Esta disolucion se dejo incubar durante 16 horas en
oscuridad para liberar el radical. Pasado ese tiempo se mezclo la disolucion ABTS con la cantidad
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de tampon fosfato necesario para conseguir una absorbancia de 0,7 £ 0,02 a 734 nm. A continuacion,
se mezclaron 2,3 mL de la disolucion obtenida con 0,1 mL de extracto, y se dejaron reaccionar
durante 7 min. Transcurrido ese tiempo se midi6 la absorbancia de la muestra en un
espectrofotometro (Thermo Scientific, Helio Zeta U/Vis) a 734 nm.

Los datos obtenidos fueron comparados con una recta patron de trolox (Ci4HisOs, pureza >97%)
preparada para el intervalo de concentracion entre 0 y 200 mg/L. Las absorbancias se expresaron
como miligramos equivalentes de trolox (TE) por gramo de muestra (mg TE/ g), partiendo de una
recta de calibrado con este compuesto y del porcentaje de inhibicion.

3.3 Digestion gastrointestinal in vitro v fermentacion colonica

Para llevar a cabo la simulacion de las etapas oral, gastrica e intestinal, se utilizd el método
estandarizado de digestion estatica segun INFOGEST (Brodkorb et al., 2019; Minekus et al., 2014).
El protocolo exige mantener una relacion 1:1 (v/v) entre las fases que se mezclan en las etapas
consecutivas. Inicialmente se afiadieron 5 g de la muestra, 5 mL de la fase oral, 10 mL de la fase
gastrica y 20 mL de la fase intestinal. La simulacion se llevo a cabo en agitacion dentro de una camara
termostatada a 37 °C. Posteriormente se realizo la fermentacion colonica con los indculos obtenidos
a partir de muestras de heces de 4 mujeres postmenopausicas.

Para la simulacion de las diferentes etapas se prepard un stock de sales que se combinaron en las
cantidades indicadas en la Tabla I para la preparacion de la fase oral (SSF), la fase gastrica (SGF) y
la fase intestinal (SIF). Las SSF, SGF y SIF se mezclaron con la muestra inicial o los digeridos
procedentes de las etapas anteriores y con los correspondientes enzimas digestivos en las cantidades
y condiciones indicadas en el diagrama de flujo de la Figura 2.

Tabla 1. Contenido de las diferentes sales en las fases que se utilizaron para la simulacion de las
etapas oral (SSF), gastrica (SGF) ¢ intestinal (SIF).

Concentracion SSF SGF
sales (@) | (muL) | muyy | ST MEL)
KCI (0,5M) 37,3 30,2 13,8 13,6
KH.PO; (0,5M) 68 7,4 1,8 1,6
NaHCOj3 (1M) 84 13,6 25 85
NaCl (2M) 117 - 23,6 19,2
MgC|2(Hzo)5
(0,15M) 30,5 1 0,8 2,2
(NH,)2COs3 (0,5M) 48 0,12 1 -
CaCl,(H,0); (0,3M) 44,1 0,05 0,01 0,08
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5 g de muestra

Digestion gastrointestinal in

vitro
ETAPA ORAL 4,75 mL de fase oral (SSF) +
pH 7 : 2 min 0,025 mL de CaCl, (0,3 M)

d

FASE GASTRICA

9,147 mL de fase gastrica (SGF) + 16 mg

pH3:2h,37°C de pepsina + 0,005 mL de CaCl, (0.3 M)
FASE INTESTINAL 16 mL de fase intestinal (SIF) + 500 mg de

pancreatina + 193 mg de sales biliares +

.9 [
pH7:2h,37°C CaClL, (0,3 M)

11

Digerido intestinal

Figura 2: Diagrama de flujo del protocolo de la digestion gastrointestinal in vitro.

Las muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min para separar el sobrenadante del
precipitado, que representan respectivamente la fase liquida potencialmente absorbible en el intestino
delgado y la fase solida sin digerir que llega al colon. Se almacenaron congelados a -80 °C para
realizar las determinaciones necesarias posteriormente y continuar con la fermentacion in vitro.

3.3.1. Fermentacion colonica
= Preparacion del indculo

El in6culo se prepar6 a partir de muestras fecales pertenecientes a cuatro mujeres posmenopausicas
con una buena adherencia a la dieta mediterranea. Estas muestras fueron transportadas al laboratorio
en un contenedor con un generador de gas. El inoculo se prepar6 al 20% o 30% (w/v) en tampon
fosfato de sodio 0,1 M estéril a pH 7 que incluia 0.4 g/L de clorhidrato de cisteina, que actia como
agente reductor, y 15% de glicerol como agente crioprotector. Las preparaciones de los indculos
fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 2 min a 4°C para eliminar los residuos solidos.

Para conocer la concentracion celular de los inoculos se cuantifico la densidad optica a 600 nm de
dos diluciones 1:50 y 1:100 de cada uno de ellos. Mediante una curva patréon (células/ml=-78888,34
+ 1112413,04 DOsgo) se determiné el volumen necesario para inocular del orden de 10'° células/ mL.

= Fermentacion colonica in vitro

La fermentacion coldnica se realizé con el medio basal (7abla 2), sustrato digerido (fase solida) que
se afiade al 5% (w/v) e inoculo al 20% (v/v) correspondiendo a una concentracion celular del orden
de 10" células/ mL. Ademas, se ailade un 10% (v/v) del sobrenadante correspondiente al 5% del
sustrato digerido afiadido, representando la fraccion potencialmente absorbible que llega al colon.

También se prepar6 una fermentacion control sin sustrato para cada indculo ya que las propias heces
pueden aportar nutrientes a las bacterias.
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Tabla 2: Composicion del medio basal de cultivo.

g/L
Peptonated water 2
Yeast extract 2
NaCl 0,1
K2HPO4 0,04
KH2PO4 0,04
MgSO4-7H20 0,01
CaCl2:2H20 0,01
NaHCO3 2
Cysteine HCI 0,5
Bile salts 0,5
Tween 80 0,2 (mL/L)
Phylloquinone 10 (pL/L)
Haemin 50

Los tubos fueron incubados en una jarra de anaerobios a 37°C durante 24 horas a 150 rpm. A
continuacion, se tomaron alicuotas de 2 mL que se criopreservaron con glicerol al 80%. También se
guardaron 4 mL de muestra para realizar las determinaciones analiticas posteriores. Los 2 mL
restantes se conservaron a -80°C para la posterior extraccion y cuantificacién del DNA.

3.4. Extraccion v cuantificacion del DNA

Se procesaron las fermentaciones colonicas para eliminar los residuos solidos y poder extraer el DNA
en el extractor automatico Maxwell RSC48 (Promega) siguiendo el método descrito por Loeffler et
al. (2002).

Se introdujeron 500 pL de muestra en tubos Eppendorfs y se centrifugaron a 13.000 rpm durante 5
min a 4 °C, descartando el sobrenadante. Para romper la pared celular de las bacterias, se resuspendio
el pellet en 207 uL de buffer de lisis del kit del extractor y 10 puL de lisozima (10 mg/mL), se
homogenizo y se incubd a 37 °C durante 30 min. A continuacidn, se afiadié 1,2 mL de proteinasa K
del kit del extractor y se incubd la muestra a 70 °C durante 10 min. Transcurrido ese tiempo, se
inactivo los enzimas incrementando la temperatura a 95 °C durante 5 min. Tras la lisis externa se
llevo a cabo la extraccion del DNA en el extractor automatico.

Para la cuantificacion del DNA se utilizé el fluorometro Qubit 4 Fluorometer, Thermo Fisher
Scientific y el kit de reactivos (Qubit™ dsDNA HS Assay). Se prepar6é un mix con 199 pL de buffer
y 1 pL de fluoréforo. A partir del mix, se prepar6 una disolucién con 198 pL del mix y 2 pL de la
muestra de DNA extraido. La lectura obtenida de la concentracion de DNA se expreso en pug/pL.

3.5. Preparacion de librerias de secuenciacion

Para determinar la composicion de la comunidad bacteriana que ha crecido en las diferentes
fermentaciones colonicas, se amplifica y secuencia el gen del RNA ribosomal 16S que es el marcador
filogenético por excelencia. Este gen tiene 1500 pb y contiene nueve regiones variables intercaladas
entre regiones conservadas, las cuales van a ser utilizadas para clasificar las poblaciones microbianas.

El protocolo utilizado (Illumina: 16S metagenomics sequencing library preparation, 2019) permite
preparar las muestras para secuenciar las regiones variables V3 y V4 del gen, formadas por 450 pb.
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A partir de primers especificos de la region V3-V4 y adaptadores se llevo a cabo la amplificacion
por PCR siguiendo el diagrama de la Figura 3.

PCR amplify template out of genomic DNA using
region of interest-specific primers with overhang adapters

Forward primer overhang adapter:
§'-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-3'
Region of interest-specific primer
Region of interest-specific primer

Reverse primer overhang adapter:
5'-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-3'

Attach indices and IIIumina_l_ sequencing adapters
using the Nextera™ XT Index Kit
s\

Index 2

Index 1
\ P7

Normalize and pool libraries

Sequence

Figura 3: Esquema de la amplificacion por PCR de un fragmento del gen ribosomal 16S rRNA. (Illumina:
16S metagenomics sequencing library preparation, 2019)

Tras realizar la PCR de la region V3-V4, se afiadio, mediante otra PCR, un par especifico y unico de
indices complementarios a los adaptadores utilizados previamente. Estos indices, compuestos por 10
pb, permiten identificar a qué muestra pertenecen las secuencias resultantes ya que se secuencian
todas las muestras simultaneamente. Estos fragmentos contienen en sus extremos una regién P7 o P5
que permiten la secuenciacion a partir de ambos extremos. Después de cada una de las PCRs se llevo
a cabo un lavado. Tanto los adaptadores como los indices proceden del kit de preparacion de librerias
Nextera XT. A continuacion, se procedio a la cuantificacion y normalizacion de las librerias mediante
el uso de un fluorémetro tal como se explicd previamente.

Se prepard un pool con todas las muestras y se llevd a cabo una secuenciacion con el secuenciador
NextSeq2000 y el kit P1 (600c) de Illumina que genera lecturas de 300 pb. Al iniciar desde ambos
extremos del amplicon, se produce el solapamiento de las secuencias durante su procesado, lo que
permite obtener la secuencia completa del amplicon (450 pb).

3.6. Analisis de secuencias

Aplicando el paquete de software DADA2 V.1.8.3, el departamento de bioinformatica del area de
Gendmica y Salud de FISABIO procesaron las secuencias brutas. Se encargaron de filtrar las lecturas
por longitud y calidad, ademéas de eliminar los primers. A continuacion, se combinaron las lecturas
para obtener las secuencias definitivas, a través de la fusion de las lecturas forward y reverse y
deduciendo ASVs (variantes de secuencias de amplicon) (Callahan et al., 2016).

Estas secuencias fueron alineadas con el genoma humano (GRCh38.p13) empleando Bowtie2
(v2.3.5.1) y las coincidencias obtenidas fueron eliminadas. Comparando con la base de datos SILVA
(v.138) y mediante el algoritmo BLAST, se realiz6 la clasificacion taxondmica de las secuencias del
gen del rRNA 16S.
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Para comparar la composicion de las comunidades bacterianas crecidas en las distintas
fermentaciones se realizd un Analisis de Correspondencia Canodnica (Canonical Correspondence
Analysis, CCA) empleando el paquete informatico R y teniendo en cuenta en el andlisis de
permanova (test de Adonis) la variabilidad interindividual existente en la composicion de la
microbiota. Se aplico el paquete “Analysis of compositions of microbiomes with bias correction”
(ANCOMBC?2) para identificar taxones diferencialmente abundante entre las fermentaciones de los
distintos sustratos y la fermentacion control.

18



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Propiedades del polvo de caqui

En la Tabla 3 se muestran los resultados correspondientes a las propiedades fisicoquimicas, de
interaccidn con el agua y con el aceite del polvo de caqui. Como podemos observar el polvo de caqui
presenta una elevada estabilidad microbiologica ya que la actividad de agua es inferior a 0,3 y su
humedad menor al 5%. Presenta un elevado contenido en solidos solubles, que son sobre todo
azucares presentes en la pulpa.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas, de interaccion con el agua y con el aceite del polvo de caqui. Media +
desviacion estandar de las medidas realizadas en tres muestras diferentes. Propiedades opticas: Coordenadas
de color (L*: Luminosidad, a*: componente rojo-verde, b*: componente amarillo-azul, C*: Croma, y h*:
Angulo del tono). Distribucién del tamafio de particula: D [4,3] y D [3,2], que son el didmetro medio
volumétrico y el diametro medio superficial, respectivamente; asi como los percentiles djo, dso y doo. Letras
distintas en una misma columna indican diferencias estadisticamente significativas con un intervalo de
confianza del 95%.

Xs (g s5/8) aw Xw (g agua/g)
0,72+0,03 0,218+0,003 0,011+0,003

Propiedades opticas

L* a* b* Cc* h*
58,4+0,9 12,4+0,6 27,8+0,6 30,4+0,8 65,8+0,6

Distribucion del tamario de particula

D [4, 3] D [3, 2] dio dso doo
Via seca 496 + 14* 102 + 37 48 +2° 392 £ 16° 1115 +£27*
Via himeda 423 + 42 82 + 6° 42 +3? 312 +£40° 984 + 89°

Propiedades de interaccion con el agua

Solubilidad Higroscopicidad  Capacidad de Capacidad de Capacidad de
hinchamiento atrapar agua retener agua

67,5+1,5 0,483 £ 0,011 0,483 £ 0,010 1,87 £0,05 19,4 £0,4

Propiedades de interaccion con el aceite

Capacidad de retener aceite Actividad emulsionante Estabilidad emulsionante

1,517 £0,001¢ - B

Los parametros de color son los tipicos de un producto rojizo-pardo en el que algunos de los
compuestos han sufrido procesos de oxidacion.

El tamafio de las particulas del polvo puede influir en algunas propiedades de interaccion con el agua
o aceite. En términos generales, la disminucion del tamaio de particula esta directamente relacionado
con un aumento de las propiedades de hidratacion (hinchamiento, capacidad de retencion del agua...)
debido fundamentalmente al aumento del area superficie y al volumen de poros (Raghavendra et al.,
2006). Se determino la distribucion del tamaino de particula tanto por via himeda como por via seca.
El andlisis estadistico no revelod diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los
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parametros caracteristicos de la distribucion obtenidos por via seca o por via humeda, si bien los
parametros obtenidos por via hiimeda presentaron valores ligeramente menores debido a la
disolucion de la mayor parte de los solidos solubles.

Las propiedades de interaccion con el agua estan condicionadas en gran medida por el elevado
contenido en sélidos solubles, fundamentalmente azucares simples que confieren al producto una
elevada solubilidad y capacidad de retencion de agua. Este hecho es el responsable de que, a los
pocos dias de haber sido obtenido, el polvo se vuelve un poco pegajoso y se apelmaza. En relacion
con las propiedades de interaccion con el aceite, el polvo presentd una ligera capacidad de retener
aceite, pero no presento actividad ni estabilidad emulsionante.

4.2. Efecto de la matriz alimentaria v la digestion gastrointestinal in vitro sobre las
propiedades antioxidantes.

La capacidad antioxidante de un alimento viene determinada en gran medida por la presencia de
moléculas con capacidad antirradical. Se trata de moléculas capaces de reaccionar con los radicales
libres impidiendo de esta forma el dafio que estos pueden ocasionar al reaccionar con otras moléculas
que desempefan funciones bioldgicas importantes en el organismo humano. Los compuestos
fenodlicos y dentro de ellos los flavonoides y otros compuestos bioactivos como los carotenoides, la
vitamina C y la vitamina E son los principales compuestos con capacidad antirradical presentes frutas
como el caqui. Tanto las frutas como los aceites derivados de ellos o de semillas son alimentos con
elevado poder antioxidante (Halliwell, 1995).

Para que los compuestos con capacidad antirradical presentes en los alimentos puedan ejercer su
accion a nivel fisioldgico deben ser liberados durante el proceso de digestion, llegar al intestino
delgado y ser absorbidos, pasando a ser bioaccesibles. De esta forma seran transferidos al torrente
sanguineo que los distribuira por los diferentes o6rganos y tejidos donde podran ejercer su accion,
siendo entonces biodisponibles. Adicionalmente, aquellos compuestos que no sean absorbidos a nivel
intestinal pasaran al colén donde podran ser utilizados y metabolizados por la microbiota intestinal
determinando su diversidad y efecto sobre la salud (Seiquer et al., 2015).

Sin embargo, los cambios de pH y la accidon enzimdtica asociados al proceso de digestion
gastrointestinal junto con la presencia de otras macromoléculas presentes en los alimentos pueden
inducir cambios fisicos y quimicos en las moléculas antioxidantes que afecten su capacidad
antirradical y su bioaccesibilidad. Las moléculas de cadena larga pueden romperse liberando
moléculas més pequefias que dejen grupos funcionales reactivos disponibles; pueden establecerse
interacciones entre macromoléculas mas complejas y los compuestos bioactivos; o estos pueden
sufrir reacciones quimicas que los transformen en otras moléculas con menor capacidad antirradical.
En cualquier caso, resulta necesario evaluar tanto el efecto de la matriz estructural en la que se
encuentran los compuestos bioactivos como el efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la
capacidad antirradical de los alimentos (Koziolek et al., 2019).

En la Figura 4 se muestra el contenido en fenoles totales y flavonoides y la capacidad antirradical
determinada por los métodos DPPH y ABTS del polvo de caqui, el aceite de oliva, el aceite de girasol
y las mezclas preparadas con el polvo de caqui y uno de los dos aceites. Ademas, se ha determinado
como han cambiado estas propiedades tras las etapas gastrica e intestinal. Con la finalidad de poder
determinar la bioaccesibilidad a nivel intestinal y tener una idea de la capacidad antirradical que sera
transferida al colon, se han hecho las determinaciones tanto en la fase liquida como en la fase solida
resultantes de la digestion en cada una de las etapas.
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Figura 4: Contenido en fenoles totales y flavonoides y capacidad antirradical determinada por los métodos
DPPH y ABTS del polvo de caqui, el aceite de oliva, el aceite de girasol y las mezclas preparadas con el
polvo de caqui y uno de los dos aceites, antes de la digestion y en las fases solida y liquida resultantes tras las
etapas gastrica e intestinal, expresados en mg de acido galico equivalente (GAE), mg de quercetina
equivalente (QE), y mg de trélox equivalente (TE) por gramo de muestra, respectivamente. PC: Polvo de
caqui. AO: Aceite de oliva. AG: Aceite de girasol. PC-AO-1: Mezcla de 2,7 g de polvo de caqui/ g de aceite
de oliva. PC-AO-2: Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de oliva. PC-AG-1: Mezcla de 2,7 g de
polvo de caqui/ g de aceite de girasol. PC-AG-2: Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de girasol.
Las barras representan los valores medios y las lineas situadas sobre ellas representan la desviacion estandar.
Se incluye el p-value asociado al efecto de los factores “naturaleza de la muestra” y “concentracion” de polvo
de caqui en las mezclas, resultante de un ANOVA multiple.

Puede observarse que tanto el contenido en fenoles totales y flavonoides como la capacidad
antirradical en el aceite de oliva y el aceite de girasol sin digerir, son significativamente menores que
en el polvo de caqui y en las mezclas de este con los aceites. Solo la capacidad antirradical
determinada por el método del DPPH resulta superior en las mezclas que en el polvo de caqui. En el
caso de los dos aceites, las determinaciones proporcionaron valores superiores para el aceite de oliva.

Segun Borges et al., (2015), el aceite de oliva virgen extra contiene, en promedio, entre 0,4 y 0,5
mg/g de compuestos fendlicos, entre los cuales destacan el tirosol, el hidroxitirosol, la oleuropeina,
el oleocantal y varios flavonoides. Aunque muchos de ellos son compuestos polifenolicos, una parte
importante son (mono)fenoles con poca o nula actividad antioxidante (Vissers et al., 2004). La
composicion y concentracion de estos compuestos dependen de diversos factores, sin embargo, el
aspecto determinante es la variedad de aceituna, que genera distintos perfiles fenolicos del aceite de
oliva (Quintero-Florez et al., 2017).

En cuanto al aceite de girasol, el contenido fendlico total se encuentra alrededor de 10 mg/kg y varia
con la ubicacion de la semilla en la cabeza del girasol, la temperatura de almacenamiento y la
variedad de la planta de girasol (Luzai¢ et al., 2023; Zhang et al., 2022).

Segtin Bas-Bellver et al. (2020), el polvo de caqui secado con aire caliente presenta un contenido
fendlico total de 3,3 mg EAG/g aproximadamente, que es muy similar al obtenido en este trabajo.
Sin embargo, la cantidad de antioxidantes que son bioaccesibles varia con el proceso de digestion,
ya que solo los compuestos liberados de la matriz alimentaria por la accion de enzimas digestivas y
la comunidad bacteriana son bioaccesibles en el intestino delgado (Palafox-Carlos et al., 2011).
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Conviene tener en cuenta que, aunque los aceites tengan una cantidad significativa de compuestos
polifendlicos y vitaminas, estdn compuestos principalmente por acidos grasos saturados (17% en el
aceite de oliva), monoinsaturados (71% en el aceite de oliva) y poliinsaturados (11% en el aceite de
oliva) cuya naturaleza lipofilica dificulta las determinaciones por los métodos empleados. Ademas,
se trata de métodos bastante inespecificos, principalmente los métodos de ABTS y DPPH. Estos
métodos presentan diversas limitaciones debido a que la extincion de radicales no es una reaccion
unica, sino que abarca multiples mecanismos como la transferencia de atomos de hidrogeno, la
transferencia de electrones y la quelacion de metales, entre otros, por lo que estos ensayos no son
muy precisos (Tian & Schaich, 2013).

El proceso de digestion es esencial para liberar grandes cantidades de compuestos fenolicos y
antioxidantes de los alimentos, ya que durante este proceso los compuestos podrian transformarse en
diferentes formas estructurales con diferentes propiedades quimicas, principalmente en la fase
intestinal donde las condiciones son alcalinas. Los mecanismos de hidrolisis y de conjugacion sobre
los componentes pueden aumentar su reactividad afectando a la racemizacion de las moléculas,
creando enantidémeros con diferente reactividad bioldgica (Soler et al., 2010; Wootton-Beard et al.,
2011).

Determinar la bioaccesibilidad es crucial ya que nos informa sobre la cantidad de compuestos
bioactivos que se encuentran disponibles para ser absorbidos a nivel intestinal. Por cuanto que la
absorcion se llevara a cabo a nivel de la pared intestinal es necesario que estos compuestos estén
presentes en la fase liquida. Teniendo en cuenta esto, se calcul6 la bioaccesibilidad de los fenoles
totales, flavonoides y capacidad antirradical como el cociente entre la cantidad de componente en la
fase liquida tras la digestion intestinal y la cantidad de componente bioactivo presente en el alimento
sin digerir. Los resultados finales se han expresado en porcentaje y se han representado en la Figura
5.
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Figura 5: Porcentaje de bioaccesibilidad de los fenoles, flavonoides, y de la capacidad antirradical en en el
polvo de caqui, el aceite de oliva, el aceite de girasol y las diferentes mezclas. PC: Polvo de caqui. AO:
Aceite de oliva. AG: Aceite de girasol. PC-AO-1: Mezcla de 2,7 g de polvo de caqui/ g de aceite de oliva.
PC-AO-2: Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de oliva. PC-AG-1: Mezcla de 2,7 g de polvo de
caqui/ g de aceite de girasol. PC-AG-2: Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de girasol. Las barras
representan los valores medios y las lineas situadas sobre ellas representan la desviacion estandar. Se incluye
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el p-value asociado al efecto de los factores “naturaleza de la muestra” y “concentracion” de polvo de caqui
en las mezclas, resultante de un ANOVA multiple.

Al comparar la bioaccesibilidad de los componentes bioactivos del polvo de caqui con la de los
componentes de las mezclas, se puede observar que mejora para el caso del contenido en fenoles
totales y para la capacidad antirradical determinada por el método del radical ABTS. Este aumento
en la fraccion bioaccesible puede ser debido a una mayor liberacion de los compuestos bioactivos
presentes en la estructura vegetal del caqui en un medio lipofilico como el aceite de oliva y el aceite
de girasol (Deiana et al., 2018). Se puede apreciar que las mezclas con mas concentracion de aceite,
PC-AO-2 y PC-AG-2, presentan una mejor bioaccesibilidad, sin embargo, en el caso de los fenoles,
los valores son bastante mas bajos que los obtenidos para el aceite de oliva y el aceite de girasol.
Esto podria estar asociado a las interacciones entre los polifenoles del aceite y los componentes del
polvo de caqui, principalmente el hidroxitirosol que presenta una mayor recuperacion durante el
proceso digestivo, segun expone Garcia-Gonzalez et al. (2010).

En relacion con la bioaccesibilidad de los flavonoides y la capacidad antirradical determinada por el
método del DPPH, se obtienen valores similares en las mezclas y en el polvo de caqui. Cabe destacar
que, a pesar de que la bioaccesibilidad de la capacidad antirradical determinada por el método del
DPPH en los dos aceites es muy alta, esta capacidad deja de ser bioaccesible en las mezclas.
Posiblemente, la interaccion de las macromoléculas que constituyen la fibra insoluble del caqui (18
g/ 100 g) con los compuestos bioactivos de los aceites estaria limitando en gran medida la
bioaccesibilidad de estos (Bas-Bellver et al., 2020).

4.3. Efecto de fermentacion colonica sobre las propiedades antioxidantes.

La fase solida obtenida tras la etapa intestinal de la digestion gastrointestinal in vitro del polvo de
caqui, de los aceites y de las diferentes mezclas no se considera en el calculo de la bioaccesibilidad.
Sin embargo, como se puede observar en la figura 4 esta fase puede retener compuestos bioactivos
en una proporcion incluso mayor a la de la fase liquida. Ademas, parte de la fase liquida puede quedar
retenida en la fase solida. Los compuestos retenidos en esta fase no estaran disponibles para su
absorcidn en el intestino delgado y pasarén al colon. Ya en el colon, estos compuestos pueden ejercer
efectos beneficiosos al interactuar con la microbiota y las células de la mucosa (Martin & Bolling,
2015). La mayoria de estos compuestos podran ser utilizados por los microorganismos intestinales
como sustratos o para producir otros de bajo peso molecular (Cardona et al., 2013). Saura-Calixto
et al. (2007) estudiaron la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos de una dieta completa diaria
y demostraron que aproximadamente un 10% de estos compuestos estaban asociados con los residuos
y permanecieron en las matrices alimentarias después de la digestion gastrointestinal.

Las fermentaciones coldnicas se llevaron a cabo utilizando como indculo la microbiota fecal de 4
mujeres postmenopausicas y se utilizé como sustrato la fase solida obtenida tras la etapa intestinal
de la digestion gastrointestinal in vitro de cada uno de ellos.

En paralelo a las fermentaciones se realizé un control para cada uno de los 4 indculos que consistia
en el medio de fermentacion mas indculo y sin sustrato. Este control era necesario ya que las heces
por si solas proporcionan nutrientes a la microbiota.

Con la finalidad de poder evaluar exactamente el efecto del sustrato sobre las propiedades
antioxidantes tras el proceso de fermentacion colonica, a los resultados de las determinaciones de
fenoles totales, flavonoides y capacidad antirradical se les restd el obtenido en los controles. Los
resultados obtenidos para el caso del polvo de caqui se muestran en la Figura 6. En la figura se puede
observar una variabilidad significativa entre los individuos, y se aprecia que el individuo 3 tiene una
microbiota con mayor capacidad de liberacion de compuestos bioactivos en comparacion con el resto
de los individuos. Ademas, se destaca una alta capacidad antirradical con el método de ABTS en
todos los individuos.
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Figura 6: Contenido en fenoles totales y flavonoides y capacidad antirradical determinada por los métodos
DPPH y ABTS tras la etapa de fermentacion colonica para el polvo de caqui, expresados en mg de acido
galico equivalente (GAE), mg de quercetina equivalente (QE), y mg de trolox equivalente (TE) por gramo de
muestra, respectivamente. Las barras representan los valores medios y las lineas situadas sobre ellas
representan la desviacion estandar.

En la Figura 7 se ha representado el cociente de los valores obtenidos entre los obtenidos para el
caso del polvo de caqui.
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Figura 7: Contenido en fenoles totales, flavonoides totales y capacidad antirradical determinada por los
métodos DPPH y ABTS tras la etapa de fermentacion colonica, expresados en mg de acido galico equivalente
(GAE), mg de quercetina equivalente (QE), y mg de trolox equivalente (TE) por gramo de muestra,
respectivamente. PC: Polvo de caqui. AO: Aceite de oliva. AG: Aceite de girasol. PC-AO-1: Mezclade 2,7 g
de polvo de caqui/ g de aceite de oliva. PC-AO-2: Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de oliva.
PC-AG-1: Mezcla de 2,7 g de polvo de caqui/ g de aceite de girasol. PC-AG-2: Mezcla de 1,3 g de polvo de
caqui/ g de aceite de girasol. Las barras representan los valores medios y las lineas situadas sobre ellas
representan la desviacion estandar. Se incluye el p-value asociado al efecto de los factores “naturaleza de la
muestra” y “concentracion” de polvo de caqui en las mezclas, resultante de un ANOVA multiple.

Puede observarse que existe una gran variabilidad dependiendo del in6culo utilizado. El efecto de
cada uno de los sustratos depende en gran medida del individuo considerado.

Se puede apreciar que la microbiota del individuo 3 genera una mayor cantidad de compuestos
bioactivos a partir de las mezclas con aceite de girasol o el aceite solo, siendo superiores a los
producidos por el polvo de caqui. Sin embargo, los individuos 2 y 4 presentan una microbiota que
fomenta en mayor medida la generacion de compuestos a partir de las mezclas con el aceite de oliva
o del aceite solo.
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No se puede determinar qué tipo de aceite promueve una mayor produccion de compuestos
bioactivos, ya que la influencia de la microbiota individual es muy importante. Sin embargo,
podemos decir que las mezclas del polvo de caqui con el aceite estimulan mas la liberacion de
compuestos con capacidad antirradical que el polvo de caqui.

4.4. Analisis de la composicion de l1a microbiota fermentativa

Tras la fermentacion coldnica se tomo una alicuota para realizar un analisis metataxonoémico de la
comunidad bacteriana que habia crecido sobre cada sustrato.

En la Figura 8 se representa el analisis candnico de correspondencias (CCA) de la microbiota
fermentativa de las muestras del polvo de caqui y de las mezclas con aceite de oliva y con aceite de
girasol digeridas. Ademas, esta representado el control de la microbiota.
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Figura 8: Analisis canodnico de correspondencias (CCA) segun abundancia y tipo de microorganismos de las
microbiotas fermentativas de las muestras digeridas y fermentadas. Control oliva (CO): Indculo control de
las muestras de aceite de oliva. Persimon_oliva (PO70): Polvo de caqui. MIX1_oliva (1IMO): Mezcla de 2,7
g de polvo de caqui/ g de aceite de oliva. MIX2 oliva (2MO): Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite
de oliva. Aceite oliva (MO): Aceite de oliva. Control_girasol (CG): In6culo control de las muestras de aceite
de girasol. Persimon_girasol (PG70): Polvo de caqui. MIX1 _girasol (1IMG): Mezcla de 2,7 g de polvo de
caqui/ g de aceite de girasol. MIX2 girasol (2MG): Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de girasol.
Aceite_girasol (MG): Aceite de girasol. Los niimeros (1, 2, 3 0 4) de cada muestra indican el indculo
utilizado.

El Analisis Candnico de Correspondencias (Canonical Correspondence Analysis, CCA) de la
microbiota de las fermentaciones del aceite de oliva mostrd, que el eje principal, que explica un
41.20% de la variabilidad observada en la composicion de la microbiota, separa la microbiota que
crece sobre la PC-AO-1 del resto de fermentaciones, indicando una composicion especifica de la
microbiota fermentativa de esta fermentacion.

El CCA del grupo de fermentaciones del aceite de girasol muestra que el eje secundario separa la
microbiota crecida sobre el caqui y la crecida sobre las mezclas. Ademés, se observa que la
comunidad bacteriana que crece sobre las mezclas de aceite de girasol y caqui es similar en cuanto
abundancia y composicion.

Para calcular el test de Adonis (permanova) de las fermentaciones del grupo del aceite de oliva y las
del aceite de girasol se ha tenido en cuenta la variabilidad introducida por el individuo, rindiendo un
p-valor = 0.00444 y p-valor = 0.00222, respectivamente. Este resultado sugiere que cada sustrato
ejerce un efecto diferencial sobre la composicion de la microbiota.
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Para estudiar qué bacterias crecian preferentemente en las fermentaciones de los distintos sustratos
se realizaron comparaciones por pares con las fermentaciones controles utilizando el paquete
ANCOMBC?2 teniendo en cuenta al individuo como variable de confusion. En las Figuras 9y 10 se
representa aquellos taxones bacterianos que son mas abundantes en las fermentaciones de cada
sustrato que en las del control.
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Figura 9: Composicion de la microbiota fermentativa de las muestras con aceite de oliva. PC: Polvo de
caqui. AO: Aceite de oliva. PC-AO-1: Mezcla de 2,7 g de polvo de caqui/ g de aceite de oliva. PC-AO-2:
Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de oliva.
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Figura 10: Composicion de la microbiota fermentativa de las muestras con aceite de girasol. PC: Polvo de
caqui. AG: Aceite de girasol. PC-AG-1: Mezcla de 2,7 g de polvo de caqui/ g de aceite de girasol. PC-AG-2:
Mezcla de 1,3 g de polvo de caqui/ g de aceite de girasol.

En la Figura 9 (grupo de fermentaciones de aceite de oliva) se observa que la PC-AO-1 da lugar a
un mayor numero de taxones bacterianos que tienen un mayor crecimiento respecto a los controles.
Ademas, la PC-AO-1 promueve el crecimiento de bacterias descritas como capaces de producir
acidos grasos de cadena corta, metabolitos bacterianos con efectos antiinflamatorios y antioxidantes,
como Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia o Agathobacter.

En la Figura 10 (grupo de fermentaciones de aceite de girasol) se observa que son el caqui, seguido
por la PC-AG-2, los sustratos que favorecian el crecimiento de un mayor numero de géneros
bacterianos diferenciales respecto al control. Ambos sustratos presentan una abundancia relativa
mayor de bacterias pertenecientes al género Bifidobacterium, descrito como beneficioso para la
salud. Por otra parte, el aceite de girasol no promueve un gran numero de taxones diferenciales
respecto al control.

Faecalibacterium prausnitzii pertenece al Firmicutes de bajo contenido de G+C, grampositivo, no
formador de esporas, estrictamente anaerdbico y no movil. Se estima que Faecalibacterium
prausnitzii representa alrededor del 5% del total de las bacterias detectables en muestras de heces de
sujeto humanos adultos sanos (Ferreira-Halder et al., 2017).

Esta bacteria es uno de los principales productores de butirato que se encuentran en el intestino. Este
compuesto tiene un papel crucial en la fisiologia intestinal y en el bienestar del huésped, actuando
como la principal fuente de energia para los colonocitos y ofreciendo propiedades protectoras contra
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el cancer colorrectal (CCR) y las enfermedades inflamatorias del intestino. El butirato reduce la
inflamacion de la mucosa intestinal al inhibir la activacion del factor de transcripcion NF-kB, regular
positivamente PPARY e inhibir el interferon gamma (Lopez-Siles et al., 2017).

Roseburia intestinalis es una bacteria flagelada anaerdbica, grampositiva, con forma de baston
ligeramente curvado que produce butirato en el colon. Se ha demostrado que R. intestinalis previene
la inflamacidon intestinal y mantiene la homeostasis energética mediante la produccion de
metabolitos.

R. intestinalis desempefia su papel en la regulacion de la homeostasis de la barrera intestinal, las
células inmunes y la liberacion de citocinas a través del butirato y otros compuestos. La enzima clave
en la produccion de butirato en bacterias productoras de este metabolito es la butiril-CoA:acetato-
CoA transferasa, que se ha detectado en R. intestinalis, otorgandole la capacidad de utilizar acetato
para producir butirato (Pryde et al., 2002).

Agathobacter es un género de bacterias anaerobias, moviles y grampositivas de la familia
Lachnospiraceae, descrito por primera vez en 2016. Su nombre hace referencia a "bacterias
beneficiosas". La especie tipo del género es Agathobacter rectalis, anteriormente conocida como
Eubacterium rectale, y es una bacteria productora de butirato que se encuentra en el intestino
humano. Esta bacteria es crucial para mantener la salud intestinal, ya que el butirato es una fuente de
energia preferida para las células epiteliales intestinales y posee propiedades antiinflamatorias
(Rosero et al., 2016).

El género Bifidobacterium se encuentra dentro del filo Actinobacteria. Se caracterizan por ser
microorganismos Gram-positivos con un alto contenido de ADN G+C y son habitantes comensales
del tracto gastrointestinal de mamiferos, aves y ciertos animales de sangre fria. Estos organismos son
sacaroliticos y producen acidos acético y lactico sin generacion de CO2, excepto durante la
degradacion del gluconato (Turroni et al., 2011). Experimentos realizados en modelos animales han
demostrado que algunas cepas de Bifidobacterium spp. son capaces de reducir los niveles de enzimas
responsables de la activacion de ciertos procarcindogenos, disminuyendo asi el riesgo de desarrollo
de tumores (Gomes & Malcata, 1999).
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5. CONCLUSIONES

En las muestras sin digerir el caqui (PC) libera una mayor concentracion de compuestos bioactivos
en comparacion con los aceites y sus mezclas. Sin embargo, es esencial determinar la capacidad
antirradical tras la digestion gastrointestinal, ya que los aceites presentan una gran cantidad de
componentes de naturaleza lipofilica que dificultan las determinaciones.

Las mezclas con una mayor concentracion de aceite (PC-AO-2 y PC-AG-2) presentan mayor
bioaccesibilidad de los compuestos con capacidad antirradical que el polvo de caqui o el resto de las
mezclas, lo que podria deberse a una mayor concentracion de hidroxitirosol que presenta una mayor
recuperacion durante el proceso digestivo.

La influencia de la microbiota individual es muy importante a la hora de determinar los compuestos
bioactivos liberados tras la fermentacion colonica. Sin embargo, se puede establecer que las mezclas
del polvo de caqui con el aceite promueven una mayor liberacion de compuestos con capacidad
antirradical que el polvo de caqui.

PC-AO-1 promueve el crecimiento de una microbiota caracteristica en la que son abundantes los
géneros bacterianos productores de acidos grasos de cadena corta.

El caqui (PC) tiene un mayor efecto sobre la microbiota que el aceite de girasol y sus mezclas. Tanto
el caqui (PC) como PC-AG-2 favorecen el crecimiento de bacterias comensales descritas como
beneficiosas.
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7. ANEXOS
Tabla 4: Relacion del trabajo con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de la agenda 2030.
Alto Medio Bajo No procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad
ODS 5. Igualdad de género
ODS 6. Agua limpia y saneamiento
ODS 7. Energia asequible y no contaminante
ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico
ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras

ODS 10. Reduccion de las desigualdades

I e S T T AR

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles

ODS 12. Producciéon y consumo responsables X

ODS 13. Accidn por el clima X
ODS 14. Vida submarina

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres

XXX

ODS 16. Paz, justicia e instituciones sélidas
ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X

Este trabajo estd alineado con el objetivo 12: Produccion y consumo responsables, en concreto con
la meta 3, que busca reducir el desperdicio de alimentos. El objetivo del trabajo es disminuir la
generacion de residuos mediante de la obtencién de polvos funcionales a partir de excedentes de
caqui.
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