| ._;TET IE:&L.;_E-}_ L I\J Vi [\ R S |]f],\] U PV
ECNES) POLITECNICA

DE VALENCIA INSTITUTO DE INGENIERIA DE ALIMENTOS

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos
(FoodUPV)

Capacidad antioxidante de diferentes fracciones del
algarrobo y su fruto determinada mediante métodos in vitro
e in vivo.

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Ciencia e Ingenieria de los Alimentos

AUTOR/A: Tortajada Martinez, Sara

Tutor/a: Pérez Esteve, Edgar

Cotutor/a: Barat Baviera, José Manuel

Director/a Experimental: Castillejo Montoya, Noelia

CURSO ACADEMICO: 2023/2024



CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DE DIFERENTES FRACCIONES DEL ALGARROBO
Y SU FRUTO DETERMINADA MEDIANTE METODOS IN VITRO E IN VIVO

Sara Tortajada Martinez, Noelia Castillejo Montoya, Edgar Pérez Esteve, José
Manuel Barat Baviera

RESUMEN

El aprovechamiento de subproductos en la industria alimentaria se ha convertido
en un pilar fundamental de la sostenibilidad, y cada vez mas, las empresas buscan
formas innovadoras de valorizar sus productos. En este sentido, el algarrobo se
considera un arbol frutal infrautilizado, que presenta un alto potencial por su
resistencia al calor y la sequia. Estudios previos han demostrado ademas el alto
contenido en polifenoles de la algarroba, los cuales podrian otorgarle propiedades
funcionales. En el presente estudio se ha evaluado el contenido en polifenoles
mediante Folin-Ciocalteu y la capacidad antioxidante de diferentes fracciones del
algarrobo y su fruto mediante métodos in vitro (DPPH, ORAC) e in vivo (C. elegans).
Entre las fracciones estudiadas encontramos: vaina verde, germen, epispermo,
harina de vaina madura y hoja. Los resultados indican un alto contenido en
polifenoles de todas las fracciones estudiadas, siendo mas elevado en las vainas
verdes y el epispermo. Ademas, se observd una gran capacidad antioxidante de
todas las muestras estudiadas mediante los dos métodos in vitro. Por ultimo,
mediante el método in vivo se demostré un efecto protector de todas las fracciones
del algarrobo y su fruto frente a todos los estresores estudiados, siendo el epispermo
la fraccion de la cual se obtuvieron mejores resultados. Estos resultados ponen de
manifiesto la capacidad antioxidante de las diferentes fracciones y una posible via
para su aprovechamiento, ademas de la capacidad de C. elegans de actuar como
modelo para este tipo de ensayos.

Palabras clave: Algarroba, Ceratonia siliqua L., subproductos, capacidad
antioxidante, alimento funcional, DPPH, ORAC, Folin-Ciocalteu, C. elegans

RESUM

L'aprofitament de subproductes en la industria alimentaria s'ha convertit en un
pilar fonamental de la sostenibilitat, i cada vegada més, les empreses busquen
formes innovadores de valorar els seus productes. En este sentit, la garrofera es
considera un arbre fruiter infrautilitzat, que presenta un alt potencial per la seua
resisténcia a la calor i la sequera. Estudis previs han demostrat a més I'alt contingut
en polifenols de la garrofa, els quals podrien atorgar-li propietats funcionals i



antioxidants. En el present estudi s'ha avaluat el contingut en polifenols mitjangant
Folin-Ciocalteu i la capacitat antioxidant de diferents fraccions de la garroferai el seu
fruit mitjancant métodes in vitro (DPPH, ORAC) i in vivo (C. elegans). Entre les
fraccions estudiades trobem: baina verda, germen, episperm, farina de baina madura
i fulla. Els resultats indiquen un alt contingut en polifenols de totes les fraccions
estudiades, sent més elevat en les baines verdes i el episperm. A més, es va observar
una gran capacitat antioxidant de totes les mostres estudiades mitjangant els dos
meétodes in vitro. Finalment, mitjangant el métode in vivo es va demostrar un efecte
protector de totes les fraccions de la garrofera i el seu fruit enfront de tots els
estressors estudiats, sent el episperm la fraccié de la qual es van obtindre millors
resultats. Estos resultats posen de manifest la capacitat antioxidant de les fraccions
i una possible via per al seu aprofitament, a més del possible us de C. elegans per a
esta mena d'assajos.

Paraules clau: Garrofa, Ceratonia siliqua L., subproductes, capacitat antioxidant,
aliment funcional, DPPH, ORAC, Folin-Ciocalteu, C. elegans

ABSTRACT

The use of by-products in the food industry has become a fundamental pillar of
sustainability, and companies are increasingly looking for innovative ways to valorize
their products. In this sense, carob is considered an underutilized fruit tree, which
has a high potential due to its resistance to heat and drought. Previous studies have
also demonstrated the high polyphenol content of carob, which could provide it with
functional and antioxidant properties. In the present study, the polyphenol content
was evaluated by Folin-Ciocalteu and the antioxidant capacity of different fractions of
the carob tree and its fruit by in vitro (DPPH, ORAC) and in vivo (C. elegans) methods.
Among the fractions studied were: green pod, germ, episperm, mature pod flour and
leaf. The results indicate a high polyphenol content in all the fractions studied, being
higher in the green pods and the episperm. In addition, a high antioxidant capacity
was observed for all the samples studied by the two in vitro methods. Finally, the in
vivo method demonstrated a protective effect of all the carob fractions and its fruit
against all the stressors studied, with the episperm being the fraction with the best
results. These results show the antioxidant capacity of the fractions and a possible
way to take advantage of them, in addition to the possible use of C. elegans for this
type of assays.

Key words: Carob, Ceratonia siliqua L., by-products, antioxidant capacity,
functional food, DPPH, ORAC, Folin-Ciocalteu, C. elegans
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1. INTRODUCCION

El algarrobo (Ceratonia siliqua L.) es un arbol de la familia Leguminosae que ha
sido cultivado desde la antigiiedad en la zona del Mediterraneo. Este se caracteriza
por su capacidad de resistir altas temperaturas y condiciones de sequia (Martins-
Loucao,1990). Por ello, ante las amenazas que plantea el cambio climatico en la
actualidad, como la disminucién de la disponibilidad del agua y la degradacion de
los suelos, existe un creciente interés en cuanto al uso de este cultivo en programas
de reforestacion y restauracion del suelo (Martins-Loucao et al., 2024).

Las vainas de algarroba se han utilizado histéricamente para alimentacién animal
debido a su alto contenido energético y su bajo precio. En la actualidad, la algarroba
encuentra su principal aplicacion en la produccion del aditivo alimentario goma de
garrofin (E-410), el cual se extrae del endospermo de la semilla y se emplea como
espesante y gelificante natural. Sin embargo, el algarrobo se considera un arbol
frutal infrautilizado, por ello se estan llevando a cabo diversas lineas de investigacion
que permitan un mejor aprovechamiento tanto del arbol como de su fruto (Martins-
Loucao et al., 2024).

Las vainas de algarroba estan constituidas por dos partes principales: la pulpa
(90% de masa) y las semillas (10% de masa). A su vez la semilla consta de tres
partes: la cascara (epispermo), el endospermo y el germen. El epispermo, que
constituye el 30-33% de la semilla, se caracteriza por su alto contenido en fibra y
polifenoles, los cuales le otorgan un gran potencial antioxidante. El endospermo esta
constituido principalmente de galactomanano y constituye el 42-46% de la semilla.
Por ultimo, el germen, que constituye el 23-25% de la semilla, es una gran fuente de
proteinas y aminoacidos (Laaraj et al., 2023; Albertos et al., 2015).
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FIGURA 1. Esquema de las diferentes fracciones del algarrobo y su fruto.



Estudios previos indican que los productos de algarroba tienen un gran potencial
para ser utilizados como ingrediente alimentario funcional, debido a sus
componentes fitoquimicos con propiedades funcionales, propiedades aromatizantes
y beneficios nutricionales (Brassesco etal, 2021). La mayoria de los efectos
beneficiosos para la salud de la algarroba y sus extractos se han asociado a la
presencia de polifenoles, concretamente los acidos fendlicos (acido galico, acido
sinapico y acido ferulico), los flavonoides (catequina, epicatequina, miricetina,
quercetina y apigenina) y los taninos (acido tanico, digaloil-glucosa y trigaloil-
glucosa). Estos polifenoles, como antioxidantes naturales, tienen la capacidad de
proteger los componentes celulares del dano oxidativo, dando como resultado la
reduccion del riesgo de padecer diversas enfermedades cronicas y degenerativas
asociadas al estrés oxidativo (loannou et al., 2023). Ikram et al. (2023) demostraron
diversos beneficios de estos componentes sobre la salud humana, como efectos
antidiabéticos, efectos contra el cancer y efectos contra la hiperlipidemia entre otros.

En la actualidad, los métodos mas utilizados para la determinacion de la
capacidad antioxidante son los estudios in vitro debido a su rapidez y sencillez. De
ellos, son los métodos espectrofotométricos los que ofrecen una sencilla estimacion
del contenido fendlico total y la actividad antioxidante de las muestras.
Concretamente encontramos el 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH), el acido 2, 2’-
azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico (ABTS), la capacidad de absorcion de
radicales de oxigeno (ORAC), y la capacidad de reduccion del hierro (FRAP) entre
otros métodos. La actividad antioxidante esta directamente relacionada con el
contenido fendlico, por lo que es habitual la determinacion del contenido en
polifenoles totales mediante el método Folin-Ciocalteu. Para una correcta evaluacion
de la actividad antioxidante es necesario la realizacibn de dos 0 mas ensayos
espectrofotométricos, ya que cada uno de los mismos se basa en un mecanismo de
accion diferente y los resultados pueden variar significativamente (loannou et al.,
2023).

Sin embargo, estos métodos in vitro no consideran parametros bioquimicos,
metabdlicos y otros parametros fisiologicos imprescindibles para este tipo de
analisis. Por el contrario, los estudios in vivo permiten medir diferentes variables
biolégicas y fisiolégicas, asi como el metabolismo de las matrices y su
biodisponibilidad (Martins et al., 2016). Estos ensayos in vivo se han realizado
principalmente mediante modelos de animales mamiferos (ratones, peces, conejillos
de indias y conejos) debido a que comparten la mayoria de 6rganos y tienen vias de
desarrollo similares a los humanos. No obstante son costosos, llevan mucho tiempo
y conllevan ciertos problemas éticos. Por otro lado, los ensayos mediante células
eucariotas no permiten replicar la complejidad de un organismo vivo (Hunt, 2016).



Por ello, se ha estudiado el uso de pequenos animales no mamiferos para este tipo
de ensayos, como el Caenorhabditis elegans.

C. elegans es un nematodo mayoritariamente hermafrodita de aproximadamente
1 mm de largo que se alimenta de hongos y bacterias del suelo. Su transparencia,
anatomia simple, ciclo de vida corto, facilidad de cultivo y alta tasa de reproduccion
son algunas de sus numerosas ventajas, ademas de contar con sistema digestivo,
reproductivo, endocrino, sensorial y neuromuscular (Tejeda-Benitez & Olivero-
Verbel, 2016). Los ensayos de supervivencia de C. elegans son una herramienta
clave para estudiar procesos fisioldgicos, incluido el envejecimiento, la resistencia al
estrés y lainmunidad. En concreto, los ensayos de resistencia al estrés proporcionan
informacion valiosa sobre la interaccidn entre el estrés interno o externo y los
procesos biologicos. Algunos de los mas utilizados son los ensayos de estrés
oxidativo con agua oxigenada (H:0;), estrés térmico, estrés osmotico y estrés
ultravioleta (UV) (H. H. Park etal., 2017). Los ensayos de estrés térmico y UV
también permiten evaluar el estrés oxidativo, ya que el estrés térmico promueve la
produccion de radicales libres y el estrés UV induce al nematodo a producir especies
reactivas de oxigeno (Huang et al., 2024). En los ultimos afos se ha comenzado a
evaluar la capacidad antioxidante de diferentes compuestos mediante el uso de C.
elegans, como en los estudios de Huang et al. (2024) y Song et al. (2020).

El objetivo del presente trabajo final de master es determinar la capacidad
antioxidante de diferentes fracciones del algarrobo y su fruto mediante metodologia
in vitro con los ensayos Folin-Ciocalteu, DPPH y ORAC e in vivo mediante el
nematodo C. elegans evaluando diferentes tipos de exposiciones (barrera,
fisiologica, completa) frente a diferentes estresores (UV, calor y H,0,).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos

Los reactivos 2,2-difenil-1-picrilhidracilo(DPPH), Folin-Ciocalteu, fluoresceina,
trolox, acido galico y 2,2'-Azobis(2-metilpropionamidina)dihidrocloruro (AAPH)
utilizados en los ensayos de compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Espana). El hidréxido de sodio (NaOH),
hipoclorito sédico (NaClO), peroxido de hidrégeno (H:0;) y los reactivos utilizados
para el crecimiento de los nematodos (NGM) (3 g/L NaCl, 2,5g peptona, 17 g/L agar,
1 M tampodn fosfato potasico [25 mL], 1 M CaCl,-2H.0 [1 mL], 1 M de MgSO,-7H,O
[1 mL] y [1 mL] 5% de colesterol en etanol), K-medium (32 mM KCI, 51 mM NaCl) y
tampon M9 (3 g/L KH.POs4, 6 g/L Na;HPO,4, 5 g/L NaCl, 1 mL 1 MgSO.) fueron



adquiridos en Scharlab (Espana), excepto el colesterol (95% p/p), que fue
suministrado por Acros Organics (Espaia).

2.2 Material vegetal y métodos de extraccion

La harina de vaina madura, el epispermo y germen fueron suministrados por G.A.
Torres S.L. (Turis, Espafa). Las vainas verdes y las hojas fueron recolectadas
durante el mes de abril de diferentes arboles de Enguera (Valencia).

Para extraer los compuestos fendlicos, se homogeneizaron 2 gramos de las
diferentes fracciones del algarrobo y su fruto (vainas verdes, germen, epispermo,
harina de vainas maduras y hojas) con 15 mL de agua:etanol (50:50; v:v). A
continuacion, los tubos de muestras se sumergieron en un bafo de ultrasonidos a
temperatura ambiente durante 10 minutos, manteniendo la temperatura con bloques
de hielo. Los tubos se centrifugaron durante 10 minutos a 8500 rpm a 21°C. El
sobrenadante se filtr6 y se recogid, y el pellet se homogeneizé6 con 15 mL de
agua:etanol (50:50; v:v). Las muestras se sometieron de nuevo a ultrasonidos y se
centrifugaron. A continuacion, se filtré el sobrenadante, se recogié y se mezclé con
el del primer paso. El pellet se homogeneizé con 15 mL de agua:acetona (30:70; v:v)
y se sometid a ultrasonidos y centrifugado en las mismas condiciones. Finalmente,
se mezclaron los tres sobrenadantes, se evaporo la fraccion organica (etanol y
acetona) y se resuspendié con agua destilada hasta 25 mL para evitar que esta
fraccion afecte al nematodo.

2.3 Compuestos fendlicos totales

Se mezcld una alicuota de 15,8 pL de los extractos con 158 pL de Folin-Ciocalteu
(1:10) en una microplaca de 96 pocillos. Tras 3 minutos de incubacion en
condiciones de oscuridad, se afladieron 126 uL de solucion de carbonato sédico, y
la mezcla se incubd durante 1 hora en oscuridad. A continuacion, se midié la
microplaca a 765 nm utilizando un lector de microplacas VANTAstar (BMG LabTech,
Ortenberg, Alemania). La cuantificacion mediante una curva estandar oscil6é entre
50 y 750 ppm de acido galico, y los resultados se expresaron como g EAG
(equivalentes de acido galico) / 100 g de producto de algarroba.

2.4 Capacidad antioxidante

La actividad antioxidante se determind mediante los métodos DPPH y ORAC
utilizando un lector de microplacas VANTAstar (BMG LabTech, Ortenberg,
Alemania).



2.4.1 DPPH

Una alicuota de 30 uL de los extractos se mezclé con 270 uL de DPPH en una
microplaca de 96 pocillos, y la mezcla se incubd durante 1 hora en la oscuridad.
Después se determind la absorbancia de la muestra a 515 nm. A partir de estos
valores se calcularon los g ET (equivalentes de Trolox) /100 g de producto de
algarroba utilizando una curva estandar de Trolox que oscilaba entre 10 y 80 ppm.

2.4.2 ORAC

El ensayo ORAC utilizando fluoresceina (FL) se realizdé segun lo descrito por
Davalos et al. (2004) con ligeras modificaciones. Se utiliz6 una microplaca de 96
pocillos, introduciendo en cada uno 20 yL de la muestra a varias concentraciones
realizadas en tampon fosfato 75 mM (pH 7,4), 70 yL de 200 nM de fluoresceina y se
incubd la mezcla durante 15 minutos a 37 °C en oscuridad. Tras afadir 110 uL de
AAPH 250 mM, se midié la fluorescencia cada minuto durante 100 minutos,
utilizando 485 nm para la excitacion y 538 nm para las longitudes de onda de
emision. Para hallar el area bajo la curva (AUC), se integro la curva de fluorescencia
relativa. Los valores ORAC-FL de las muestras se utilizaron para calcular los g ET
(equivalentes de Trolox) / 100 g de producto de algarroba utilizando una curva
estandar de Trolox que oscilaba entre 2 y 100 pM.

2.5 Actividad funcional con C. elegans
2.5.1 Cepa y mantenimiento

La cepa utilizada para el estudio fue la cepa silvestre N2 de C. elegans. El
nematodo fue cultivado y crecido en placas de agar NGM con una siembra masiva
o en césped de Escherichia coli cepa OP50 (incubacion 37°C-24 h) como alimento.
Se realizaron subcultivos regulares con el fin de evitar el hacinamiento y mantener
la poblacion de C. elegans. Para todos los experimentos, los hermafroditas adultos
se sincronizaron al mismo estadio larvario utilizando una solucién alcalina de
hipoclorito (0,6 M NaOH, 1% NaClO) y se cultivaron a 20°C en oscuridad durante 3
dias hasta alcanzar el estado adulto.

2.5.2 Letalidad

Los ensayos de letalidad para los diferentes extractos se realizaron en placas de
24 pocillos con un volumen final de 1 mL de medio liquido, compuesto de 500 pL de
gusanos extraidos previamente mediante K-medium, 50 y 100 uL de los diferentes
extractos y 450 y 400 pL de K-medium respectivamente. Los controles negativos
(500 pL de gusanos y 500 pL de K-medium) se incluyeron por cuadruplicado en la
placa.



Para el ensayo se utilizaron los cinco extractos de diferentes partes del algarrobo
y su fruto (vaina verde, germen, epispermo, harina de vaina madura y hoja) en
diferentes concentraciones (50 y 100 pyL/mL) y con tres tipos de exposiciones
diferentes (completa, barrera y fisioldgica). En el caso de la exposicion completa, se
expuso a los nematodos a los diferentes extractos durante 24 h a 20°C y se
realizaron los diferentes ensayos de estrés. En el caso de la exposicion barrera, se
expuso a los nematodos a los diferentes extractos y a continuacion se realizaron los
diferentes ensayos de estrés. Por ultimo, en el caso de la exposicion fisioldgica se
expuso a los nematodos a los diferentes extractos durante 24 h a 20°C, se realizo el
lavado del medio y se llevaron a cabo los diferentes ensayos de estrés. Las diferentes
exposiciones se realizaron con el objetivo de conocer el efecto protector del medio
de los diferentes extractos (efecto barrera), el efecto protector por el consumo de
los extractos (efecto fisioldgico) y la combinacion de ambos (efecto completo).

Tras la exposicion, se registrd el numero de gusanos vivos y muertos mediante
inspeccidn visual bajo un microscopio de diseccion estereoscopico (Motic, SMZ-
161, Motic China Group CO., LT, China). Los nematodos se consideraron muertos si
no respondian al estimulo al tocarlos con un alambre metalico. Los resultados se
expresaron como el porcentaje de gusanos muertos respecto al numero total de
nematodos en cada pocillo (tasa de letalidad).

2.5.2.1 Estresores
Para la realizacion de los ensayos de letalidad de C. elegans se utilizaron
diferentes estresores, concretamente la radiacion UV, el calor y el H,O,.

La exposicion a la radiacion UV se realizé mediante una lampara UV a 254 nm
(UVGL-55 hand-held UV Lamp, UVP, Upland, Ca, EEUU). Tras la realizacion de
ensayos previos se determino que el tiempo de exposicion idoneo para la evaluacion
de la capacidad antioxidante de los diferentes extractos era de 20 minutos, ya que
se logro una alta mortalidad en los controles negativos.

La exposicion al calor se realizé mediante la exposicion de los nematodos a una
temperatura de 37°C durante 2 h en una estufa, siendo monitoreado el estado de
estos cada 30 minutos. Al igual que en el caso anterior, las condiciones del ensayo
fueron determinadas por pruebas realizadas previamente.

La exposicion al H,O; se realiz6 mediante la aplicacion de una concentracion de
65 mM de este compuesto sobre los diferentes pocillos durante 20 minutos. Al igual
que en los anteriores casos, la concentracion y tiempo de ensayo seleccionados se
determinaron en base a ensayos previos.



La exposicion a la radiacion UV se realizé para los cinco extractos (vainas verdes,
germen, epispermo, harina de vaina madura y hoja). En cambio, la exposicion al calor
y al H,O. se aplicé unicamente sobre el extracto de epispermo.

2.6 Analisis estadistico

El analisis estadistico se llevo a cabo utilizando Statgraphics Plus (v. 19.1.2 Stat-
Technologies Point technologies. Inc., Warrenton, VA, EE. UU.). Se realizé un analisis
de varianza (ANOVA) simple y multiple en un experimento de dos y tres factores
respectivamente, donde las variables fueron la concentracion, el tipo de exposicién
y el tipo de subproducto de algarroba. Se utilizé la prueba de rangos multiples de
Tukey para separar las medias y la significacion estadistica se evalud al nivel de
P<0,05.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Determinacion de compuestos fendlicos totales

Con el objetivo de determinar la cantidad de compuestos fendlicos totales para
las diferentes fracciones del algarrobo y su fruto se llevd a cabo el método Folin-
Ciocalteu. Tal y como se muestra en la Figura 2, el producto que presenté una
mayor cantidad de compuestos fendlicos fue el epispermo (4,8 + 0,3 g EAG/100g
producto), seguida de la vaina verde (4,08 = 0,15 g EAG/100g producto), la hoja
(2,656 + 0,003 g EAG/100g producto), la harina de vaina madura (1,65 £+ 0,04 g
EAG/100g producto) y el germen (1,47 £ 0,05 g EAG/100g producto). A su vez, se
observa que todas las fracciones presentan diferencias significativas entre si, a
excepcion del germen y la harina de vaina madura (D).
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FIGURA 2. Resultados de la determinacion de compuestos fendlicos totales mediante el método
Folin-Ciocalteu para los diferentes extractos de vaina verde, germen, epispermo, harina de vaina
madura y hoja. Las barras con diferentes letras mayusculas muestran diferencias significativas entre
las diferentes fracciones con P<0,05.

Resultados similares a los obtenidos se observaron en los estudios llevados a
cabo por Tounsi etal. (2022) y Rico etal. (2019). Ademas, en estudios previos
realizados sobre otros productos, se detectd un valor de 2,89 mg EAG/100g para el
datil fresco (Biglari et al., 2008), 68,8 mg EAG/100g para la sandia (Wu & Ng, 2008),
565 mg EAG/100g para los arandanos y 1156 mg EAG/100g para el kiwi (Park et al.,
2008). Por tanto, en relacién con los resultados obtenidos en el presente estudio
podemos determinar que las diferentes fracciones del algarrobo y su fruto tienen un
gran contenido en compuestos fendlicos totales, superior al de otras frutas.

3.2 Determinacion de la capacidad antioxidante
3.2.1 DPPH

La Figura 3 muestra los resultados de la capacidad antioxidante obtenidos
mediante el método DPPH. En este caso, el producto con mayor capacidad
antioxidante fue la vaina verde (11,683 + 0,015 g ET/100g producto), seguida del
epispermo (10,8 + 0,5 g ET/100g producto), la hoja (8,40 + 0,14 g ET/100g
producto), la harina de vaina madura (4,16 + 0,12 g ET/100g producto) y el germen
(2,583 £ 0,015 g ET/100g producto). Se observa ademas que todas las fracciones
estudiadas presentan diferencias significativas entre si. En el estudio de Cegledi
et al. (2024) se observaron resultados similares para diferentes extractos de hojas
de algarrobo.
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FIGURA 3. Resultados de la capacidad antioxidante obtenidos por el método DPPH para las
diferentes fracciones del algarrobo y su fruto (vaina verde, germen, epispermo, harina de vaina



madura, hoja). Las barras con diferentes letras mayusculas muestran diferencias significativas entre
las diferentes fracciones con P<0,05.

Otros extractos de frutas con una gran capacidad antioxidante se han analizado
mediante el mismo método, obteniéndose valores de entre 1,6 y 3,2 g ET/100g
producto para extractos de frambuesa y de entre 2,3y 4,4 g ET/100g para extractos
de mora (Sariburun et al., 2010). Por tanto, todas las fracciones del algarrobo y su
fruto mostraron una alta capacidad antioxidante.

3.2.2 ORAC

La Figura 4 muestra los resultados de capacidad antioxidante obtenidos
mediante el método ORAC. En este caso, se observa que el epispermo presenta una
capacidad antioxidante significativamente superior al resto (45,1 + 0,7 g ET/100g
producto), lo cual coincide con lo observado en la determinacion de compuestos
fendlicos totales. Este valor es seguido por el germen (14,3 + 0,9 g ET/100g
producto), la vaina verde (13,3 £ 0,8 g ET/100g producto), la hoja (9,2 £+ 0,8 g
ET/100g producto) y la harina de vaina madura (9,0 + 0,4 g ET/100g producto).
Ademas, se encuentran diferencias significativas entre el epispermo (A), el grupo de
vaina verde y germen (B) y el de harina de vaina madura y hoja (C). Valores similares
a los obtenidos se han determinado en diferentes tipos de bayas comestibles (Li &
Jeong, 2015). Por tanto, al igual que mediante el método DPPH podemos determinar
que las fracciones del algarrobo y su fruto presentan una alta capacidad antioxidante.
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FIGURA 4. Resultados de la capacidad antioxidante obtenidos por el método ORAC para las
diferentes fracciones del algarrobo y su fruto (vaina verde, germen, epispermo, harina de vaina
madura, hoja). Las barras con diferentes letras mayusculas muestran diferencias significativas entre
las diferentes fracciones con P<0,05.



3.3 Letalidad
3.3.1 Radiacion UV

La Figura 5 muestra la tasa de letalidad de C. elegans frente a la radiacién UV
cuando se realiza una exposicion completa a los extractos. En primer lugar, mediante
el control podemos observar que en ausencia de las diferentes fracciones de
algarroba la letalidad de C. elegans fue de un 98%. En cambio, tras la exposicion a
ambas concentraciones de las fracciones del algarrobo y su fruto se observa una
reduccion de la letalidad de alrededor de un 90% para todos los extractos, logrando
una reduccion de hasta un 95% en el caso del epispermo. En este sentido, la mayor
reduccion de la letalidad se observé en el epispermo, seguida del germen, la vaina
verde, la harina de vaina madura y la hoja. Con la aplicacion de una concentracion
de 50 yL/mL de extracto observamos diferencias significativas entre el control (A),
extracto de hoja (B), harina de vaina madura (C), epispermo (D) y el grupo de vaina
verde y germen (CD), los cuales no presentan diferencias estadisticas entre ellos.
En cuanto a la concentracion de 100 pL/mL, existen diferencias significativas entre
el control (A), la hoja (B), el grupo de vaina verde, germen y harina de vaina madura
(BC) y el epispermo (C). En cuanto a las dos concentraciones aplicadas de los
diferentes extractos, se observa que solamente presentan diferencias significativas
los extractos de vaina verde y harina de vaina madura.
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FIGURA 5. Efecto de las diferentes fracciones del algarrobo y su fruto sobre la letalidad de C. elegans
frente a una exposicion completa a los extractos mediante luz UV. Las barras con diferentes letras
mayusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes fracciones con P<0,05. Las barras
con diferentes letras minusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones aplicadas con P<0,05. La ausencia de letras minusculas indica que no existen
diferencias significativas.

10



Tras los notables resultados positivos obtenidos en el ensayo se evalu6 el
mecanismo de proteccion correspondiente a la proteccion fisica proporcionada por
el medio (efecto barrera) y a la proteccion biolégica proporcionada por el consumo
de los extractos por parte del nematodo (efecto fisioldgico).

En la Figura 6 se observa la tasa de letalidad de C. elegans frente a la radiacion
UV evaluando la proteccidon que le otorga el medio al nematodo. Con la aplicacion
de los extractos de las diferentes fracciones del algarrobo y su fruto se logré una
reduccién general de un 60% de la letalidad, a excepcidn del epispermo que redujo
la letalidad hasta un 95%. Para ambas concentraciones no se encuentran diferencias
significativas entre los extractos de vaina verde, germen, harina de vaina madura y
hoja (B), pero si entre estos, el control (A) y el extracto de epispermo (C). De la
misma forma, unicamente se observan diferencias significativas en cuanto a la
concentracion aplicada en el caso de la vaina verde.
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FIGURA 6. Efecto de las diferentes fracciones del algarrobo y su fruto sobre la letalidad de C. elegans
frente a una exposicion barrera a los extractos mediante luz UV. Las barras con diferentes letras
mayusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes fracciones con P<0,05. Las barras
con diferentes letras minusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones aplicadas con P<0,05. La ausencia de letras minusculas indica que no existen
diferencias significativas.

En la Figura 7 podemos observar los resultados de letalidad de C. elegans frente
a la radiacién UV evaluando la proteccién que le otorga el consumo de los extractos
al nematodo. Este consumo reduce la letalidad alrededor de un 40% de forma

11



general, logrando la mayor reduccion con la aplicacion de 100 uL/mL de epispermo
(54%). Con el uso de 50 puL/mL se observan diferencias significativas entre el control
(A), el extracto de harina de vaina madura y germen (B), hoja y vaina verde (C), y
epispermo (D). En cambio, con el uso de 100 yL/mL solamente se observan
diferencias significativas entre el control (A), el grupo de vaina verde, germen, harina
de vaina madura y hoja (B) y el epispermo (C). En este caso, se observan diferencias
significativas entre las dos concentraciones estudiadas en el extracto de germen y
epispermo.
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FIGURA 7. Efecto de las diferentes fracciones del algarrobo y su fruto sobre la letalidad de C. elegans
frente a una exposicion fisiologica a los extractos mediante luz UV. Las barras con diferentes letras
mayusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes fracciones con P<0,05. Las barras
con diferentes letras minusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones aplicadas con P<0,05. La ausencia de letras minusculas indica que no existen
diferencias significativas.

Como conclusion, se puede afirmar que en todos los casos existen diferencias
significativas entre los controles negativos y la aplicacion de los diferentes extractos,
demostrando la capacidad de estos para reducir el estrés oxidativo. De igual forma,
se observa que la suma del efecto barrera y fisioldgico se correlaciona con los datos
obtenidos en la exposicion completa, a excepcion del epispermo que mostrd una
mayor disminucién de la letalidad. De forma general se observa un menor
rendimiento de los extractos de harina de vaina madura y hoja, seguidos de la vaina
verde y el germen y por ultimo el epispermo. Estos resultados tienen una mayor
concordancia con los resultados obtenidos en el ensayo ORAC que con los
obtenidos en el ensayo DPPH. Por tanto, los resultados obtenidos estan en
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consonancia con estudios previos que indican que ORAC es el mejor método para
cuantificar la actividad antioxidante. El ensayo DPPH es sencillo y rapido, pero no
refleja con precision la capacidad antioxidante en sistemas biolégicos complejos al
centrarse en el nitrogeno, tener la zona radical altamente obstaculizada y ser muy
sensibles al entorno de reaccién (Schaich et al., 2015). De la misma forma el ensayo
de Folin-Ciocalteu no es especifico ya que otras sustancias pueden reducir el
reactivo y obtener resultados sesgados (Sadeer et al., 2020).

Por ultimo, se realizé el ANOVA multifactorial para determinar el impacto de los
tres factores, asi como sus interacciones, en la letalidad de C. elegans. En este
sentido, en la Tabla 1 observamos los valores de F-ratio y p-value obtenidos para el
ensayo de letalidad frente a la radiacién UV. En primer lugar, el p-value muestra que
todos los factores (concentracion, extracto, exposicion) presentan una influencia
significativa (P<0,05) sobre la letalidad. El valor de F-ratio es directamente
proporcional al efecto estadistico de cada factor en la variable respuesta. En base a
este parametro, observamos que el tipo de exposicion (completa, barrera,
fisiologica) fue el factor que mas influyo en la letalidad, seguido del tipo de extracto
estudiado (vaina verde, germen, epispermo, harina de vaina madura, hoja) y por
ultimo la concentracion (50 y 100 pL/mL).

TABLA 1. F-ratio y p-value de los efectos principales e interacciones de las variables analizadas en
el ANOVA multifactorial para los resultados de letalidad de C. elegans tras la aplicacion de radiacion
uv.

Factor F-ratio p-value

A: Concentracion 3417 0,0000

B: Extracto 85,26 0,0000

C: Exposicion 1955,76 0,0000
INTERACCIONES

AxB 0,11 0,3560

AxC 5,37 0,0063

BxC 19,96 0,0000

En cuanto a las interacciones, observamos que la interaccion entre la
concentracion y la exposicion (AxC) y entre el extracto y la exposicion (BxC)
presentan una influencia significativa (P<0,05) sobre la variable respuesta, lo cual no
ocurre entre la interaccion de concentracion y extracto (AxB). En relacion con el
valor de F-ratio, la interaccion de factores que presenta una mayor influencia sobre
la letalidad es la de extracto y exposicion (BxC), seguido de concentracién y
exposicion (AxC), y por ultimo concentracion y extracto (AxB).
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3.3.2 Calor

Tras los favorables resultados obtenidos frente a la luz UV, y tras comprobar que
la via de exposicidn era mas importante que el tipo de extracto empleado, se
procedio a estudiar exclusivamente el efecto del epispermo, por ser el que mostro
ligeramente mejores resultados.

En la Figura 8 observamos la tasa de letalidad de C. elegans frente al calor
cuando se realizan diferentes tipos de exposiciones con el extracto de epispermo.
Con la aplicacion de ambas concentraciones de epispermo observamos que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre el control y la exposicion
fisiologica (A), las cuales presentan una letalidad de alrededor del 60%. Si se
detectaron, en cambio, diferencias estadisticamente significativas entre éstas y la
exposicion completa y barrera (B), logrando en este caso la reduccion de alrededor
de un 20% de la letalidad, siendo esta reduccion de menor magnitud que frente a
otros estresores estudiados. De igual manera, en ningun caso se encontraron
diferencias significativas entre las dos concentraciones estudiadas. Estos datos
demuestran que los extractos de algarroba también protegen frente a este tipo de
estrés fisico.
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FIGURA 8. Efecto del epispermo sobre la letalidad de C. elegans frente al estresor térmico. Las barras
con diferentes letras mayusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes exposiciones
con P<0,05. Las barras con diferentes letras minusculas muestran diferencias significativas entre las
diferentes concentraciones aplicadas con P<0,05. La ausencia de letras minusculas indica que no
existen diferencias significativas.
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En la Tabla 2 observamos los valores de F-ratio y p-value obtenidos para los dos
factores estudiados en el caso del ensayo frente al estrés térmico (concentracion y
exposicion). En este caso, el p-value muestra que solamente el tipo de exposicidon
presenta una influencia significativa (P<0,05) sobre la letalidad. En cuanto a la
interaccion entre la concentracion y la exposicion (AxB) observamos que no
presenta una influencia significativa (P<0,05) sobre la variable respuesta.

TABLA 2. F-ratio y p-value de los efectos principales e interacciones de las variables analizadas en
el ANOVA multifactorial para los resultados de letalidad de C. elegans tras la aplicacion de calor.

Factor F-ratio p-value

A: Concentracion 1,83 0,1934

B: Exposicion 61,46 0,0000
INTERACCIONES

AxB 0,52 0,6049

3.3.3 H:0:

La Figura 9 muestra la tasa de letalidad de C. elegans frente al perdxido de
hidrégeno, un estresor quimico, cuando se realizan diferentes tipos de exposiciones
con el extracto de epispermo. En primer lugar, podemos observar que en ausencia
de epispermo (control), la letalidad ronda el 70%. En este caso, podemos observar
resultados de letalidad similares cuando el nematodo consumid el epispermo
(exposicion fisiologica). En cambio, si notamos un cambio sustancial en el caso de
la exposicién completa y barrera, logrando una reduccion de alrededor del 50% de
la letalidad. Concretamente, con el uso de 50 yL/mL de epispermo no se detectan
diferencias significativas entre la exposicion fisioldgica y el control (A), pero si entre
estos y la exposicion completa y barrera (B). En base a estos resultados se puede
afirmar entonces que con el uso de esta concentracion, fue el efecto barrera el que
contribuyé unicamente al efecto de la exposicion completa. En el caso del uso de
100 pL/mL de epispermo, se observan diferencias significativas entre el control (A),
exposicion fisiolégica (B) y exposicion completa y barrera (C).
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FIGURA 9. Efecto del epispermo sobre la letalidad de C. elegans frente al estresor H20:. Las barras
con diferentes letras mayusculas muestran diferencias significativas entre las diferentes exposiciones
con P<0,05. Las barras con diferentes letras minusculas muestran diferencias significativas entre las
diferentes concentraciones aplicadas con P<0,05. La ausencia de letras minusculas indica que no
existen diferencias significativas.

En la Tabla 3 observamos los valores de F-ratio y p-value obtenidos para los dos
factores estudiados en el caso del ensayo frente a H,O, (concentracion y exposicion).
Al igual que en el caso anterior, el p-value muestra que solamente el tipo de
exposicion presenta una influencia significativa (P<0,05) sobre la letalidad. En
cambio, en este caso si observamos una influencia significativa (P<0,05) de la
interaccion entre la concentracion y la exposicién (AxB) sobre la variable respuesta.

TABLA 3. F-ratio y p-value de los efectos principales e interacciones de las variables analizadas en
el ANOVA multifactorial para los resultados de letalidad de C. elegans tras la aplicacion de H20..

Factor F-ratio p-value

A: Concentracion 0,53 0,4773

B: Exposicion 610,76 0,0000
INTERACCIONES

AxB 5,48 0,0139
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Por ultimo, cabe mencionar que Wang et al. (2020) estudiaron el efecto de
extractos de naranja sobre la letalidad de C. elegans frente a la radiacion UV,
logrando una reduccion de hasta un 36%. Un estudio similar realizado por Luo et al.
(2019) sobre extractos de hojas de olivo frente al estrés térmico muestra una
reduccion de la letalidad de un 10%. De igual forma, el estudio realizado por Hu et al.
(2021) sobre la capacidad antioxidante de una medicina herbal china mostr6é una
reduccion de la letalidad de hasta un 33% frente al uso de H,O,. Estos resultados
muestran en todos los casos una reduccion de la letalidad menor que con el uso de
las fracciones del algarrobo y su fruto estudiadas, por lo que se demuestra el gran
efecto protector que presentan los extractos de esta especie botanica, corroborando
el gran interés que tienen desde el punto de vista de la funcionalidad.

4. CONCLUSIONES

El presente estudio ha confirmado la gran actividad antioxidante de todos los
extractos de algarrobo y su fruto, y por tanto su alto potencial como alimento
funcional. Tanto en los ensayos in vitro como in vivo realizados ha destacado el
extracto de epispermo, el cual es un subproducto que en la actualidad no presenta
ningun tipo de aprovechamiento. Ademas del epispermo, otro producto que no es
consumido y ha mostrado resultados positivos son las hojas de algarrobo, lo que
supone una importante fuente de valorizacién de ambos subproductos.

Se ha logrado una reduccion de la letalidad del nematodo en todos los ensayos
de estrés realizados. Concretamente se observa un mayor efecto de los extractos
con la aplicacién de luz ultravioleta, seguida del peroxido de hidrégeno y el calor.
Aun asi, el efecto de estos extractos ha sido mayor que el de otros extractos
referenciados en la literatura cientifica. Podemos por tanto afirmar que las diferentes
fracciones del algarrobo y su fruto ejercen un efecto protector sobre diferentes
causas de estrés oxidativo en el nematodo C. elegans.

En cuanto a los resultados obtenidos en los diferentes ANOVAS multifactoriales
realizados, se observa que todos los factores fueron estadisticamente significativos
a excepcion del factor concentracion en los ensayos de letalidad realizados frente a
calor y H-O,. En relacion a la influencia de estos factores sobre la letalidad del
nematodo, observamos que en los tres ensayos realizados el tipo de exposicion fue
el factor con mayor importancia, seguido del tipo de extracto unicamente en el
ensayo con radiacién UV y por ultimo la concentracion.

El hecho de que los resultados de los ensayos in vivo concuerden con los
obtenidos en los ensayos in vitro realizados y en trabajos previos pone de manifiesto
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que el uso del nematodo C. elegans es adecuado para la realizacion de ensayos in
vivo para la evaluacion de la actividad antioxidante.

En el futuro, se recomienda estudiar el uso de otras concentraciones y la
aplicacion de diferentes estresores y exposiciones. Asimismo, puede ser interesante
la realizacion de otros ensayos para evaluar el estrés oxidativo (ROS), ademas de
otros ensayos como los ensayos de movimiento, reproduccion o de resistencia frente
a patégenos lo que permitiria evaluar la actividad antimicrobiana de estos extractos.
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