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RESUMEN

La insuficiencia pancreatica exocrina (IPE) es una de las complicaciones principales de las
enfermedades del pancreas y consiste en la incapacidad del pancreas para sintetizar la cantidad
de enzimas necesarias para la adecuada digestion de los alimentos. La terapia clinica habitual en
individuos con IPE consiste en la administracion por via oral de un suplemento de enzimas
pancredticas para mejorar la absorcién de los macronutrientes, y principalmente los lipidos por
estar mds comprometida su digestion en estas circunstancias. El suplemento se dosifica
actualmente en base al peso y edad del paciente. Sin embargo, estos criterios resultan
insuficientes pues existen una serie de factores propios al alimento (estructura, cantidad y
origen graso, etc.) asi como al entorno intestinal (pH, concentracidn biliar entre otros) que
podrian condicionar la eficiencia del suplemento, asi como la digestibilidad de sus

macronutrientes.

Por ello, en el presente trabajo se ha utilizado un método estatico de digestidn in vitro que
permite simular las condiciones gastrointestinales de individuos sanos asi como de pacientes
con insuficiencia pancredtica, con el fin de determinar la eficiencia del suplemento enzimatico
en la digestibilidad de las grasas y proteinas de una serie de productos alimenticios de la pesca.
Concretamente, se llevd a cabo la digestidn gastrointestinal de atln en aceite, salmdén, merluza
empanada y merluza con concentraciones variables del suplemento enzimatico Kreon® (0-4000

UL / g grasa), y distintas condiciones de pH intestinal (6-7) y concentracion biliar (1 y 10 mM).

La digestién dio lugar a una degradacion gradual de los distintos tipos de alimentos, facilitando
la liberacion de los macro y micronutrientes. El indice de degradacidén de la matriz no se vio
afectado ni por el pH ni por la concentracién biliar, alcanzando niveles del 80 %, excepto en la
merluza en la que se obtuvieron menores valores. Factores como el tipo de cocinado,
almacenamiento previo y tipo de grasa, contribuyen de forma diferente a la degradacién de la
matriz durante el proceso de digestidn, favoreciendo o no, tanto el grado de protedlisis como el
de lipdlisis. En cuanto a la digestibilidad proteica, las mayores diferencias observadas se
debieron principalmente a la dosis de Kreon® administrada para todas las matrices y para unas
condiciones intestinales constantes (pH 6/ 1 mM). Ademas, el aumento del pH (de 6a 7) y de la
concentracion biliar (de 1 a 10 mM), se tradujo en mayores valores de protedlisis. En cuanto a
la lipdlisis, sélo en el caso del atun se alcanzaron valores del 100 % para unas condiciones

intestinales constantes (pH 6/ 1 mM). En cambio, la composicidn del fluido biliar contribuyé en



la digestion de los lipidos, pero no asi el pH, observandose una mayor extension de la lipdlisis en
los pescados mas grasos. Asi pues, los productos de la pesca con mayor contenido graso serian
los mas recomendables para pacientes que cursen IPE puesto que presentan mayor

digestibilidad de grasa y proteina.

Palabras clave: Digestion in vitro, lipdlisis, protedlisis, atun, salmén, merluza, insuficiencia

pancredtica.
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ABSTRACT

Exocrine pancreatic insufficiency (EPI) is one of the main complications the diseases of the
pancreas have and consists of the inability of the pancreas to synthesize the amount of enzymes
needed for the proper digestion of food. The usual clinical therapy in individuals with EPI
involves the oral administration of a pancreatic enzyme supplement to improve absorption of
macronutrients, and mainly lipids due to their committed digestion in these circumstances. The
dosage of the supplement is currently based on the weight and age of the patient. However,
these criteria are insufficient because there are a number of specific factors according to the
food (structure, quantity and fatty origin, etc.) and the intestinal environment (pH, bile
concentration among others) that could influence the efficiency of the supplement as well as

the macronutrients digestibility.

Therefore, in this paper, we have used a static method of in vitro digestion to simulate the
gastrointestinal conditions of healthy individuals and patients with pancreatic insufficiency, in
order to determine the efficiency of the enzymatic supplement on fat and protein digestibility
from some seafood products. Specifically, this simulate gastrointestinal digestion has been
conducted to oiled tuna, salmon, hake and hake pie varying the concentration of the enzyme
supplement Kreon® (0-4000 UL / g fat), the intestinal pH conditions (6-7) and the bile

concentration (1 to 10 mM).

Digestion resulted in a gradual degradation of the different types of seafood, making easy the
release of macro- and micronutrients. The rate of matrix degradation was not affected by either
the pH and bile concentration, reaching levels of 80%, except hake in which lower values were
obtained. Factors such as the type of cooking, storage and prior type of fat, contributed
differently to degradation of the matrix during the digestion process, favoring or not, both the
proteolysis and lipolysis degree. As for protein digestibility, the greatest differences observed
were mainly due to the Kreon® administrated doses for all matrices within constant intestinal
conditions (pH 6/ 1 mM). Furthermore, the increased pH (6 to 7) and bile concentration (1 to 10
mM) resulted in higher values of proteolysis. According to lipolysis results, only in the case of
tuna, 100 % values for constant intestinal conditions (pH 6/ 1 mM) were achieved. Instead, bile

fluid composition contributed to lipid digestion, not the case of pH, having the fatty fish a greater



extent of lipolysis. Thus, fishery products with higher fat content would be most recommended

for patients who attend EPI since they would have a higher fat and protein digestibility.

Key words: in vitro digestion, lipolysis, proteolysis, tuna, salmon, hake, pancreatic insufficiency.
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1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, el consumo de productos de la pesca ha aumentado gradualmente en todo
el mundo, en parte debido a sus efectos positivos sobre la salud. Los diversos efectos
beneficiosos de estos productos se atribuyen a la presencia de acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) n-3, entre los que destacan dos acidos grasos w-3: el acido eicosapentaenoico (20:5w-3,
EPA) y el docosahexaenoico (22:6w-3, DHA). Estos son conocidos por presentar propiedades
terapéuticas en la prevenciéon de enfermedades relacionadas con el sistema cardiovascular,
hipertension, trastornos autoinmunes, y el desarrollo neuronal infantil. Los organismos marinos
han sido identificados como los Unicos alimentos que contienen de forma natural una gran
cantidad de estos acidos grasos, por lo que es indispensable incorporar su consumo en la dieta.
El contenido total de EPA y DHA en los peces varia en funcién del tipo y de su habitat. La
proporcién de AGPI n-3 en el musculo de pescado es mas alta en los pescados grasos, como la
caballa, el atun y el salmén, que en los pescados magros, como el bacalao, el abadejo y la
merluza. Ademas de por su alto contenido en AGPI n-3, este producto también es muy apreciado
por su abundancia en proteinas de alta calidad y otros nutrientes, tales como minerales (P, |, K),
elementos traza y vitaminas (A, D). Las proteinas del pescado poseen excelentes puntuaciones
de aminodcidos y caracteristicas de digestibilidad. Estas constituyen el 10-25 % y se pueden
clasificar como proteinas de tipo sarcopldasmico, myobibrillar y estromal. Al igual que los AGPI n-
3, la proteina del pescado en la dieta también tiene efectos beneficiosos, ya que tienen
propiedades antihipertensivas, anti-obesidad y estimulantes de la fibrindlisis (Cohen et al., 2005;
Hosomi et al., 2012). Los beneficios derivados de estos productos estan relacionados con el
contenido de estos nutrientes en el alimento asi como con los cambios bioquimicos
experimentados por los mismos durante el proceso digestivo y que pueden aumentar o

disminuir su digestibilidad.

En los seres humanos, la digestion de grasas de la dieta (atribuible a la lipasa gastrica) comienza
en el estémago, y se completa gracias a la accién de la lipasa pancreatica en el intestino delgado,
donde se produce la absorcién final de los productos de digestidn de los lipidos. El proceso de
absorcién normal requiere de la coordinacidon de muchas etapas que incluyen la administracion
controlada de nutrientes al intestino, la neutralizacién de los contenidos gastricos acidos, y la
secrecion de enzimas pancreaticas y sales biliares que promueven la digestion y solubilizacion
Optima de los productos digestivos, especialmente de los lipidos. Estos productos de la
digestion, a continuacidn, precisan una suficiente drea de superficie luminal intestinal para su
absorcioén. Las sales biliares, producidas por el higado a partir de los acidos biliares conjugados
con glicina o taurina, son secretadas por la vesicula biliar. Estas, contribuyen a la emulsién de
los lipidos favoreciendo la formacion de micelas gracias a la accién detergente de la lecitina
presente en la bilis. Dicha emulsificacion reduce la tensidn superficial de los glébulos grasos, lo

que favorece la actuacion de las lipasas, facilitando asi su absorcidn en forma micelar. Al formar


https://es.wikipedia.org/wiki/Tensi%C3%B3n_superficial

la emulsion, las sales biliares se combinan con fosfolipidos, asociando su lado hidrofébico con

los lipidos y su lado hidrofilico con el agua (Figura 1.1).

Normalmente, el tracto intestinal es capaz de procesar y absorber aproximadamente el 95 % de
la grasa ingerida. El pancreas proporciona la mayor parte de la lipasa necesaria para la hidrdlisis
de los triglicéridos, asi como bicarbonato para neutralizar el contenido gastrico acido (Trang,
2014). Por ello, la funcién pancreatica normal asegura una eficaz digestién y absorcién de

nutrientes.
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Figura 1.1. Proceso de digestion y absorcion de las grasas (nutricionanimal info; http://goo.gl/BY5GP)).

Sin embargo, cuando las secreciones del pancreas no mantienen la funcién normal, las enzimas
pancreaticas pueden llegar a reducirse en mas de un 90 %, derivando en lo que se conoce como
insuficiencia pancredtica exocrina (IPE). Las consecuencias de la IPE son la maldigestion y
malabsorcién de las grasas, lo que a su vez conlleva a un déficit en la absorcidon de vitaminas
liposolubles (A, D. E y K), disminucion de micronutrientes, y disminucién de lipoproteinas
circulantes. Ademds, pueden producirse otras alteraciones como deposiciones grasas
(esteatorrea), dolor o molestias abdominales y pérdida de peso, que a su vez afectan la calidad

de viday, finalmente, dan lugar a la desnutricién (Griffiths, 2014).

Esta mala absorcidon de grasa precede a la mala absorcidon de proteinas y carbohidratos y es
clinicamente mas relevante (Sikkens et al., 2010). En IPE la secrecién de bicarbonato por parte
del pancreas disminuye considerablemente. Normalmente, el bicarbonato protege a las enzimas
pancreaticas de la desnaturalizacién por el acido gastrico. Debido a la baja secrecién de
bicarbonato, el pH intraduodenal puede caer por debajo de 4 en la fase tardia postprandial, lo
cual afecta negativamente a la actividad de la lipasa (Figura 1.2). Otro efecto de la disminucion
en la secrecién de bicarbonato es que las sales biliares pueden precipitar conduciendo a una

disminucién en la solubilizarian duodenal postprandial de los lipidos (Sikkens et al., 2010). La
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principal causa de insuficiencia pancredtica es la pancreatitis crénica (PC), que consiste en un
trastorno inflamatorio crénico caracterizado por la destruccién permanente y progresiva del
pancreas (Fieker et al., 2011). La IPE puede ocurrir también debido a la pérdida de parénquima
funcional (atrofia), obstruccidn del conducto pancredtico, o asincronia postprandial. Ademas de
PC, otras condiciones que pueden resultar en la pérdida del parénquima son la pancreatitis
aguda grave (que puede causar IPE transitoria), la reseccion pancreatica y la fibrosis quistica
(FQ). La obstruccién crénica del conducto pancreatico principal puede ser causada por estenosis
o piedras ductales en PC, o por obstruccion debida a una malignidad. La asincronia postprandial
es la separacion entre el vaciado gastrico de una comida y la entrega de las enzimas pancreaticas
en el intestino delgado, que puede ocurrir como resultado de la cirugia gastrica, sindrome de
intestino corto, enfermedad de Crohn y diabetes mellitus. Otras causas de IPE incluyen, cancer
de pédncreas, y el resultado postoperatorio que se da en el caso de operaciones donde se realiza

gastrectomia (D’haese et al., 2014).

Normal Pancreas

Amylase Starch

-

Protease Protein

€

~

ENZYMES
NUTRIENTS

Figura 1.2. Esquema de la produccidén enzimatica del pancreas de un individuo sano (A), frente a la
produccion enzimatica de un individuo con insuficiencia pancredtica exocrina (B). (THE NATIONAL
PANCREAS FOUNDATION, 2014. https://goo.gl/uHHHgY).

La IPE es una de las alteraciones mds frecuentes en los pacientes con fibrosis quistica,
enfermedad genética autosdmica recesiva que presenta mutaciones en el gen que codifica la

proteina reguladora de la conductancia transmembrana (CFTR). Las manifestaciones
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fisiopatoldgicas afectan principalmente a los pulmones, aunque también se originan otras
alteraciones negativas en la funcionalidad fisioldgica de pancreas e higado, asi como la aparicién
de procesos de inflamaciéon en el epitelio intestinal. La alteracion del CFTR causa una
disminucién en la secrecién de Cl-, agua y HCO-3 con la consiguiente deshidratacion de las
secreciones pancreaticas y biliares causando la dilatacion y la obstruccién de los conductos
pancreatico y biliar (Li y Somerset, 2014). Para aquellos pacientes con fibrosis quistica, la
insuficiencia pancreatica es clinicamente aparente en el 85-90 % de los casos, siendo mas comun
en nifios (Ferrone et al., 2007; Fieker et al., 2011). Una de las précticas clinicas mas habituales
para el tratamiento de la insuficiencia pancreatica consiste en una terapia de suplementacion
enzimatica (TSE) cuyo objetivo es minimizar la mala absorcién de nutrientes, especialmente de
los lipidos por ser los macronutrientes cuya absorcidn se encuentra mas comprometida (Ferrone
et al.,, 2007). Uno de los suplementos enzimaticos utilizados en la TSE, es la pancreatina
comercial de uso hospitalario (Kreon®; Abbott Arzneimittel GmbH, Hannover, Alemania) que
contiene enzimas pancreaticas con actividad lipolitica, proteolitica y amilolitica y se presenta en
forma de minimicroesferas gastroresistentes. La accién de la pancreatina tiene lugar en el
intestino delgado, concretamente en el duodeno, donde libera las enzimas digestivas activas
(D’haese et al., 2014). Actualmente, las estimaciones de la cantidad lipasa requerida para
prevenir esteatorrea, se determinan basandose en resultados obtenidos de ensayos clinicos
(Trang, 2014), donde se ha determinado que la dosis requerida esta ligada al contenido lipidico
de los alimentos y al peso (kg) corporal. Sin embargo, se ha demostrado que la TSE no permite
conseguir niveles de digestidn de grasa satisfactorios debido a que no se dispone de un método
para ajustar la dosis de suplemento enzimatico mas alla del contenido en grasa del alimento,
existiendo otros factores intrinsecos del mismo como su naturaleza matricial, origen y tipo de la
grasa, que son determinantes en la efectividad del tratamiento ya que podrian afectar la
accesibilidad por parte de la lipasa pancreatica a la grasa (Fieker et al., 2011). Del mismo modo,
las condiciones del entorno duodenal, como el pH o la concentracion biliar, considerados
factores extrinsecos al alimento, también podrian afectar a la digestibilidad de los nutrientes del
mismo. Asi, en los pacientes adscritos a las TSE, siguen presentes las deficiencias en la digestion
de alimentos y absorcidn de nutrientes que no sélo conducen al empeoramiento del estado
nutricional, sino que también provocan manifestaciones marginales ocasionando dolor
abdominal y esteatorrea. (Ferrone et al., 2007; Mun et al., 2007). Por tanto, en este escenario
actual, el evaluar la influencia de la naturaleza matricial del alimento, es uno de los principales
factores a tener en cuenta para la determinacién de la digestibilidad tanto de lipidos como de

proteinas.

Debido a las dificultades técnicas y econémicas a la hora de emplear estudios de digestidn in
vivo, los modelos de digestion in vitro resultan una alternativa comuUnmente utilizada para
estudiar el comportamiento gastrointestinal de los alimentos o los productos farmacéuticos. La
digestibilidad in vitro se ha convertido en una valiosa herramienta de investigacion en el estudio

de la bioaccesibilidad y la biodisponibilidad de nutrientes (Nieva-Echevarria et al., 2016). Este
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modelo presenta varias ventajas frente al modelo in vivo ya que son mas rapidos, baratos,
reproducibles, menos laboriosos y no tienen restricciones éticas (Guerra et al., 2012; Minekus
et al., 2014). Existen dos categorias principales de modelos de digestién in vitro: estatico y
dindmico. La mayoria de modelos in vitro se consideran estaticos cuando el pH y el volumen se
mantienen constantes. Si bien estos modelos, son incapaces de simular adecuadamente las
condiciones fisioldgicas dindmicas que el alimento encontraria a lo largo del tracto
gastrointestinal humano, han sido ampliamente utilizados para examinar la desintegracion de

alimentos y la liberacién de nutrientes esenciales de la matriz alimentaria (Tran Do et al., 2016).

En el presente trabajo se utilizd6 un método estatico de digestidn in vitro para estudiar la eficacia
de un suplemento enzimatico de pancreatina (Kreon®), en la digestibilidad de las grasas y
proteinas de distintas matrices de la pesca, y en condiciones intestinales (pH y concentraciéon

biliar) variables.



2. OBIJETIVOS

Actualmente la terapia de suplementacién enzimatica es una de las mas habituales para el
tratamiento de la insuficiencia pancreatica exocrina. Sin embargo, los criterios aplicados para
establecer la dosificacidon se basan en el peso y edad del paciente sin tener en cuenta los
diferentes aspectos relacionados con el alimento y/o el proceso digestivo, y que pueden afectar

a la digestibilidad de los macronutrientes a lo largo del mismo.

En este contexto, el presente trabajo tiene como objetivo principal evaluar la eficacia del

suplemento enzimatico de pancreatina Kreon® (1000-4000 Unidades lipasa/ g de grasa del
alimento), en condiciones gastrointestinales simuladas de pacientes sanos y con insuficiencia
pancreatica. Para ello se utilizard un método estatico de digestion in vitro que permita analizar
la influencia de la matriz alimentaria, asi como el pH (6 y 7) y la concentracidn biliar (1 y 10 mM)
en la digestibilidad de las grasas y proteinas procedentes de varios alimentos de la pesca (atun

en aceite, salmoén, merluza y merluza empanada).

Este objetivo general se ha desglosado en los objetivos especificos:

1. Caracterizar los alimentos de la pesca objeto de estudio en base a su contenido en
humedad y grasa previamente al proceso digestivo.

2. Determinar el nivel de degradacion de las matrices de estudio al final de la digestion y
en las diferentes condiciones ensayadas de dosificacién del suplemente enzimatico, pH
intestinal y concentracion de sales biliares.

3. Evaluar la influencia de la matriz alimento, pH intestinal y concentracion biliar sobre la
eficiencia del suplemento enzimatico de pancreatina Kreon® en llevar a cabo la hidrdlisis
de las proteinas utilizando para ello un método espectrofotométrico.

4. Evaluar la influencia de la matriz alimento, pH intestinal y concentracion biliar sobre la
eficiencia del suplemento enzimatico de pancreatina Kreon® en llevar a cabo la hidrélisis
de los lipidos utilizando para ello un kit enzimatico espectrofotométrico.

5. Realizar un andlisis microestructural por microscopia dptica con el fin de apoyar los
resultados obtenidos y entender mejor la influencia de los diferentes parametros
estudiados sobre la lipdlisis alcanzada por el suplemento enzimatico Kreon® en los

diferentes productos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Matrices de estudio, reactivos y equipos
3.1.1. Productos de la pesca (matrices de estudio)

Los productos de la pesca utilizados en este estudio fueron: atln claro en aceite de girasol,
filetes de salmén, porciones de merluza del cabo supercongeladas (Mascato) y merluza
empanada (Pescanova). Todos ellos adquiridos en comercios locales de Valencia, Espafia. Se
escogieron estos en concreto porque son muy consumidos por la poblacién infantil. También se
tuvo en cuenta que el salmdn y el atln en lata contienen un mayor porcentaje de grasa con
respecto a ambas merluzas y que, ademas, existen diferencias en cuanto al tratamiento de
dichos alimentos. Tanto las porciones de merluza como los filetes de salmén se cocinaron en el
microondas a una potencia de 600 W durante 3 y 4 minutos, respectivamente. Por otro lado, la
merluza empanada se cocind en el horno durante 15 minutos a 220 °C, tal y como se indica en

el etiquetado. El atun no requirié tratamiento térmico antes de la digestion.
3.1.2. Reactivos

Para llevar a cabo la simulacién in vitro gastrointestinal, se empled pepsina procedente de
mucosa gastrica porcina (P6887, Sigma-Aldrich) y pancreatina porcina comercial de uso
hospitalario (Kreon® Abbott), ésta ultima disponible en cdpsulas de 10.000 unidades lipasa
(U)/cépsula. Cada capsula contiene 150 mg de pancreatina porcina en forma de
minimicroesferas gastrorresistentes, equivalentes a: 10.000 U. Ph. Eur. lipasa, 8.000 U. Ph. Eur.
amilasa, 600 U. Ph. Eur. proteasa. Ademas, durante la etapa intestinal de la digestién, se hizo
uso de bilis bovina (B3883, Sigma-Aldrich). Los reactivos utilizados, NaOH 1 Ny HCI 1 N, se

adquirieron de AppliChem Panreac.

Durante la preparacion de los stocks y fluidos digestivos simulados se emplearon los siguientes
reactivos: KCl, KH,PO4, NaHCOs, NaCl, MgCl,(H20)e, (NH4),CO5 y CaCl; (0,3 M). Todos ellos se

obtuvieron de Sigma-Aldrich.

En las determinaciones analiticas posteriores a la digestion, se utilizé Triton X-100, éter de
petrdleo, acido tricloroacético (TCA), acido palmitico y aloumina sérica bovina (BSA) obtenidos
de Sigma-Aldrich, ademas de Urea cristalina para analisis (ACS) adquirida de AppliChem Panreac

y etanol (96 %) obtenido de labkem.
3.1.3. Digestor

El equipo utilizado para el desarrollo de la digestién in vitro, consisti6 en una camara
termostatica a 37 °C (SELECTA® modelo Boxcult 3000957) con agitadores en su interior
(agitacion circular arriba-abajo) (agitador modelo Intelli — Mixer RM-2) trabajando a 55 rpm con
el fin de simular los movimientos peristalticos que tienen lugar en el estdmago y en el intestino

delgado durante la digestion.



3.2. Digestion in vitro gastrointestinal

Se empled un modelo estatico de digestion in vitro gastrointestinal que simula las etapas oral,
gastrica e intestinal de acuerdo a las condiciones establecidas en el protocolo consensuado a
nivel europeo por la ACTIONCOST INFOGEST y publicado por Minekus et al. (2014). Para llevar a
cabo la simulacién fue necesaria la preparacién de las disoluciones stocks simuladas de cada
etapa (salival (SSS), gastrica (SGS) e intestinal (SIS) (Tabla 3.1) y a partir de estas se prepararon
los fluidos simulados gastrico (FSG) e intestinal (FSI) adicionando los componentes fisioldgicos
propios de cada etapa (enzimas y sales biliares) (Tabla 3.2). Las disoluciones stock se prepararon

semanalmente mientras que los fluidos requirieron de preparado diario para cada digestion.

Tabla 3.1. Composicion, volumen y concentracién de los electrolitos requeridos en la preparacién de las
disoluciones stock simuladas. Volumen de cada constituyente para preparar 1 L de disolucion stock:

salival (SSS), gastrica (SGS) e intestinal (SIS).

DISOLUCIONES STOCK SIMULADAS

. Salival (SSS) Gastrico (SGS) Intestinal (SIS)

Constituyente — — —
Volumen Concentracién Volumen Concentracion Volumen Concentracion
(mL) (mmol /L) (mL) (mmol/ L) (mL) (mmol/ L)

KCI 30,2 15,1 13,8 6,9 13,6 6,8
KH,PO, 7,4 3,7 1,8 0,9 1,6 0,8
NaHCO3 - - 25 25 95 85
NaCl 6,8 13,6 23,6 47,2 18,3 38,4
MgCl,(H20)s 1 0,15 0,8 0,1 2,2 0,33
(NH,4),CO3 0,12 0,06 1 0,5 - -
Volumen total 52.32 66 1216
sales
Volumen agua 947,68 934 878,4
destilada
Volumen 1000 1000 1000

disolucidn stock

Tabla 3.2. Composicion de los fluidos simulados utilizados durante la digestién. Volumen calculado para

un volumen final de 500 mL en cada fluido simulado: gastrico (FGS) e intestinal (FIS).

FLUIDOS GASTROINTESTINALES SIMULADOS*

Constituyente

Gastrico (FGS) Intestinal (FIS)
SGS 375 mL -
SIS - 452,083 mL
Pepsina porcina 41,86 mg -
CaCl 0,25 mL 0,833 mL
Bilis - 439,833 mg **
Volumen final de fluido 500 mL 500 mL

simulado
*El pH de ambos fluidos se ajustd a 3, 6 6 7 dependiendo de la etapa y del tratamiento en estudio con
HCI (1 N) o NaOH (1 N) y se enrasé con agua destilada a 500 mL.
**La masa de la bilis corresponde a una concentracion final de 1 mM.

Una vez preparados, se procedio al desarrollo del proceso de digestion in vitro (Figura 3.1).



ETAPA ORAL

Homogeneizacion:
PA, PS, PM, ME

+
5mLSSS

pH 7; 3 minutos

ETAPA GASTRICA

Bolo (ES) + 10 ml SGF

Kreon®

pH 3 (HCI IN);

2 horas en agitacion (55 rpm)
37°C

ETAPA INTESTINAL

Quimo (EG) + 20 ml SIF
pH 6 /7 (NaOH 1N);
2 horas en agitacion (55 rpm)

37°C @

Figura 3.1. Condiciones de las etapas implicadas en la digestion in vitro gastrointestinal: EO (etapa oral),
EG (etapa gastrica) y El (etapa intestinal).

Las condiciones de las etapas oral y gastrica fueron similares en todos los ensayos. En cambio,
las condiciones fisioldgicas de la etapa intestinal (pH intestinal y concentracién biliar) fueron
variables con el fin de evaluar el efecto de las mismas en la digestibilidad de las proteinas y
grasas. Asi, el disefio experimental comprendid un total de 8 ensayos recogidos en la tabla 3.3.
En 5 de ellos, se varié la dosis de Kreon® (0, 1000, 2000, 3000 y 4000 UL/ g grasa) manteniéndose
constante tanto el pH (pH 6) como la concentracion biliar (1 mM), considerando que son éstas
las condiciones fisioldgicas de un sujeto con insuficiencia pancreatica (Aseeri et al., 2012;
Gelfond et al., 2012). En los 3 ensayos restantes, se varié tanto el pH (pH 6 6 7) como la
concentracion biliar (1 6 10 mM) manteniendo constante la dosis de Kreon® (2000 UL/ g grasa),

siendo pH 7 y 10 mM las condiciones fisioldgicas propias de un sujeto sano (Gelfond et al., 2012;

Minekus et al., 2014).




Tabla 3.3. Combinaciones unidades lipasa Kreon® (UL/ g grasa)-concentracion Kreon® (mg/ mL)-pH

intestinal-concentracion biliar (mM) ensayadas en la digestidn in vitro de los productos de la pesca.

(UI.K/rzogr::sa) (Ef;(::f)]* pH  Concentracidn biliar (mM)
0 0
1000 0,24
2000 0,49 6 1
3000 0,72
4000 0,96
2000 0,49 6 10
2000 0,49 7 1
2000 0,49 7 10

*La concentracidén de enzima se calculé considerando un volumen final aproximado de 37,5 L afiadido a
cada tubo de digestién.

Etapa oral. Previamente a la digestidn, se estimé la cantidad de matriz alimento necesaria para
digerir 0,35 g de grasa en cada tubo, siendo diferente la cantidad de proteina segun el alimento
en estudio. Seguidamente esta cantidad fue homogeneizada junto con 5 mL de la disolucién
stock salival simulada (SSS), haciendo uso de una batidora doméstica (Ufesa, Vario Mixer, 600
W). La mezcla se homogeneizd durante 3 minutos dando lugar al emulado bolo alimenticio. La
cantidad de alimento varid entre 1,5-4 g. No se considerd necesaria la adicion de a-amilasa a la
SSS por tratarse de matrices con bajo contenido en carbohidratos y ser objeto de estudio

Unicamente la lipdlisis y protedlisis.

Etapa gastrica. A continuacion, se adicionaron 10 mL del fluido gastrico simulado (FGS) al bolo
alimenticio resultante de la etapa oral. Seguidamente se adicioné la cantidad de Kreon®
correspondiente en funcién del disefio experimental (Tablas 3.4 y 3.5) y se ajusté el pH a 3
mediante la adiciéon de HCl (1 N) y la ayuda de un pH-metro (Seven Compact™ S210, Mettler
Toledo). Finalmente, se introdujeron los tubos en la cdmara termostatica a 37 °C, donde

permanecieron durante 120 minutos en agitacion continuada de arriba-abajo a 55 rpm.

Tabla 3.4. Concentracion de Kreon® y su equivalencia segun su actividad lipasa para los cuatro productos

de la pesca.
[Kreon®] (mg/ mL) Lipasa
UL/ g grasa UL/ mL
0,24 1000 9,33
0,49 2000 18,67
0,72 3000 28
0,96 4000 37,33
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Tabla 3.5. Concentracion de Kreon® y su equivalencia segun su actividad proteasa en cada uno de los

productos de la pesca por separado.

Proteasa
[Kreon®] Atun Salmoén Merluza empanda Merluza
(mg/ mL) up/  UP/mL  UP/  UP/mL  UP/  UP/mL  UP/  UP/mL
g proteina g proteina g proteina g proteina

0,24 36,23 0,96 40,09 1,07 53,58 1,43 26,51 0,70
0,49 72,46 1,93 80,19 2,14 107,16 2,85 53,03 1,41
0,72 108,69 2,89 120,28 3,21 160,74 4,28 79,54 2,12
0,96 144,92 3,86 160,38 4,27 214,33 5,71 106,06 2,82

Etapa intestinal. Una vez finalizada la etapa gastrica, el quimo gastrico se mezclé con 20 mL de
fluido intestinal simulado (FIS), previamente preparado con SIS. La cantidad de sales biliares en
el FIS se calculd para obtener una concentracion final en el intestino de 1 mM 6 10 mM. El pH
se ajustd a 6 o 7 en funcidn del disefio experimental, mediante NaOH (1N). La duracién de esta
etapa también fue de 120 minutos (37 °C) con agitacidn constante arriba-abajo. Se control6 el
pH cada 30 minutos, reajustandose en el caso necesario, con tal de mantener los valores

adecuados.

Una vez terminada la etapa intestinal, los tubos se incubaron en frio durante 10 minutos y se
aumenté el pH a 9 afiadiendo NaOH (1 N) para inactivar la actividad de la lipasa. Seguidamente
se procedid a centrifugar las muestras a 1200 rcf durante 15 minutos. El sobrenadante (fase
micelar, FM) y el pellet (fase sélida, FS) se separaron mediante el uso de un tamiz (1 mm de
didmetro). La fase micelar fue utilizada para los analisis de microscopia, asi como de la extension

de la lipdlisis y la protedlisis; la fase sélida se utilizd para estimar la degradacion de la matriz.

3.3. Determinaciones analiticas
3.3.1. Contenido en humedad y grasa en las matrices no digeridas

El contenido en humedad de las matrices de estudio sin digerir se determind gravimétricamente
segun el método oficial de la “Association of Official Analytical Chemists” (AOAC, 2000). Para
ello, se depositd aproximadamente 1 g de alimento sin digerir, se disgregd con ayuda de arena
de mar y una varilla de vidrio, y el conjunto se colocd en una estufa a vacio a 60 °C hasta alcanzar
peso constante. El contenido en humedad se calculé de acuerdo a la variacién de masa
experimentada por la muestra antes y después del secado en estufa. Por otro lado, se determiné
el contenido en grasa por el método Soxhlet. Las muestras previamente liofilizadas (2 g, -45 °C,
1-10% bar, modelo Telstar Lyoalfa-6) se sometieron a una extraccién con éter de petrdleo,

obteniéndose directamente el porcentaje de grasa en la muestra.
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3.3.2. Degradacion de la matriz

La degradacién de la matriz se determind después de la etapa intestinal en base al protocolo
propuesto por Lamothe et al. (2014). Tras la centrifugacidn de las muestras digeridas, se
procedid a determinar la degradacién de la matriz en la fraccidn sélida o pellet. Para ello, las
fases sdlidas resultantes de las distintas digestiones, se incubaron en estufa de vacio a 60 °C
durante 48 horas. El indice de degradacién de la matriz (IDM) se calculé de acuerdo a la ecuacion
1

st st
X —Mmpxp

IDM(%) = 100 - = i6
(%) = ————— (Ecuacién 1)

[

Donde m; es la masa del alimento antes de la digestién, xist es la fracciéon de sélidos totales de
la muestra inicial antes de la digestion y my - x]ft la masa de sélidos totales de la matriz sdlida

después de la digestion.

3.3.3. Determinacion de la protedlisis

La hidrdlisis proteica dada en la etapa gdstrica e intestinal de la digestién, se determind en base
al protocolo establecido por Lamothe et al., 2014, midiendo la parte soluble de las proteinas en
acido tricloroacético (TCA). Para ello, el TCA se afiadié a las muestras digeridas en una
concentracion final del 12 % p/p, se homogeniz6 correctamente y se dejé 15 minutos en reposo.
Transcurrido este tiempo, las muestras se filtraron a vacio con papel de filtro Whatman no. 41
y con ayuda de un embudo Buchman. El filtrado, se recogio, puesto que la fraccién soluble en el
12 % de TCA estd compuesta de pequeios péptidos y residuos de aminodcidos. Para la
realizacion de la medida espectrofotométrica, fue necesario diluir el filtrado (1:50) con un
tampdn (50 mM EDTA, 8 M urea, pH 10) y a continuacion se midieron las absorbancias a 280 nm
en cubetas de cuarzo mediante un espectrofotometro (Beckman Coulter) utilizando al propio
tampdn como blanco. Los célculos se efectuaron mediante la curva de calibrado obtenida a
partir de BSA y los resultados se expresaron como los mg equivalentes de BSA por 100 g de

muestra.

3.3.4. Determinacion de dcidos grasos libres (AGL)

Las fases micelares (FM) de las muestras digeridas (100 uL) se diluyeron en una disolucién
acuosa (5,6 % Triton X-100 y 6 % etanol). Dicha disolucion es necesaria para solubilizar a los AGL
y para detener la actividad lipasa (Lamothe et al., 2014). Los AGL liberados durante la reaccién
se midieron utilizando un kit de ensayo enzimatico (Roche Diagnostics) determinando la
absorbancia a 546 nm mediante un espectrofotémetro UV/Vis (Beckman Coulter). La
cuantificacién de los AGL se realizé en base a la recta de calibrado obtenida con un estdndar de
acido palmitico. El resultado se expresé como extension de la lipdlisis (g de grasa / 100 g grasa
inicial) teniendo en cuenta que cada dos moles de acidos grasos libres corresponden a un
triglicérido (Marze et al., 2013).

12



3.3.5. Microscopia éptica

Mediante examen microscdpico se constatd la presencia de grasa no digerida antes y después
de la digestion. Para ello, se recogieron las fases micelares de las muestras digeridas (400 ulL) y
se depositaron en tubos eppendorf para su posterior estudio. Las muestras no digeridas se
centrifugaron a 3000 rfc durante 15 minutos para finalmente recoger el sobrenadante (400 uL).
Las FM obtenidas antes y después de la digestion se mezclaron con una disolucion de Red Qil (5
% en isopropanol) en una proporcidén 4:1 (v/v), se vorted durante 10 segundos y se incubd
durante 10 minutos a 37 °C. Seguidamente, se tomé una gota de la mezcla y se colocd en un
portaobjetos, para su observacidn en microscopio éptico Leica DM 5000 B. Las imdgenes se
adquirieron con una cdmara (Leica, DFC550) mediante el software de adquisicion de imagenes
LAS (Leica Application Suite).

3.3.6. Analisis estadistico

Todos los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se expresaron como la mediay la
desviacidn estandar. El analisis estadistico se realizé mediante un andlisis de la varianza (ANOVA)
con el programa “Statgraphics Centurion XVI” y con un nivel de confianza del 95 % (p-valor <
0,05).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de los alimentos de pescado previamente a la digestion

La tabla 4.1 recoge el contenido en humedad y grasa (%) de los distintos alimentos de pescado
tras el cocinado y previamente a la digestion. Estos resultados son coherentes con los indicados
en las etiquetas de los distintos productos, asi como los reportados por otros autores para
matrices similares (Ackman, 1990; Huynh y Kitts, 2009). Tal y como cabia esperar, el salmodn fue
el que presentd un mayor contenido en grasa, mientras que el atln presenté un contenido algo
menor, debido fundamentalmente al aceite de origen vegetal que se incorpora en el envase y
que impregna el producto. Finalmente, tanto la merluza fresca como la merluza empanada
presentaron el menor contenido en grasa, siendo este contenido algo mayor en la merluza

empanada debido a la grasa que incorpora el rebozado.

Tabla 4.1. Contenido de humedad (%) y grasa (%) de cada uno de los alimentos de pescado

después de ser cocinados (n=3).

Alimento Humedad (%) Grasa (%)
Atun en aceite 64,6 £ 0,7 95+0,4
Salmén 439+1,8 13,0+7,3
Merluza empanada 379+2,3 6,7+0,4
Merluza 79,7 +0,7 1,8+1,2

Estas diferencias en cuanto a la grasa de las distintas matrices se observan asimismo en las
imdagenes obtenidas mediante microscopia éptica (Figura 4.1). Teniendo en cuenta que el atin
natural presenta un contenido graso mucho menor que el atlin en aceite (< 1 %) (Garcia-Arias
et al., 1994), los gldébulos grasos que se observan en las micrografias son mayoritariamente
provenientes del aceite que este producto lleva incorporado. Por ello, en este caso, puesto que
la grasa es externa a la propia matriz, los gldbulos grasos se aprecian mejor (mas disponibles)
que en el resto de matrices. En el caso del salmoén (Figura 4.1 (B)), se observaron glébulos
dispersos y de tamafio homogéneos. En la merluza empanada (Figura 4.1 (C)), y dado que
también en este caso la grasa procede de la fraccién de empanado, se observé también un
elevado numero de glébulos grasos de tamafio variable. Sin embargo, en este caso, al estar
formando parte de la matriz del rebozado los glébulos grasos no se observan con tanta claridad
como ocurre con el aceite del atun. En el caso de la merluza sin empanar, con menor contenido

graso (1,8 %), los globulos grasos son escasos y de muy pequeio tamario (Figura 4.1 (D)).
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Figura 4.1. Micrografias Opticas representativas de los gldbulos de grasa (en rojo) en los distintos
alimentos de pescado: atin en aceite (A), salmén (B), merluza empanada (C) y merluza (D). Se han
obtenido previamente al proceso de digestidn a una magnificacion de 20x. La distancia entre las barras

horizontales es de 50 um.

4.2. Influencia de la dosis de suplemento enzimatico Kreon® y de las condiciones de

pH intestinal y concentracion biliar sobre el indice de Degradacién de la Matriz (IDM)

Durante la digestidn gastrointestinal, la estructura matricial de los alimentos sélidos sufre una
degradacion o desintegracion gradual que contribuye a la liberacion de los macro y
micronutrientes al medio constituido por los fluidos digestivos. En la figura 4.2 se ha
representado el indice de degradacién de la matriz (IDM %) al final de la digestion in vitro de
cada una de las matrices estudiadas (atun, salmén, merluza empanada y merluza) en funcién de
la concentracion de Kreon® utilizado en la simulacién del proceso de digestién intestinal a pH 6
y concentracién biliar 1 mM, mientras que la figura 4.3 muestra la influencia del pH intestinal (6
y 7) y concentracion biliar (1 y 10 mM) sobre este mismo parametro, para una concentracion fija
de Kreon® de 0,49 mg/ mL. La presencia del suplemento enzimatico incrementa de manera
significativa la degradacion de la matriz probablemente como consecuencia de la actividad
proteolitica del mismo, si bien este incremento fue independiente de la concentracion. Se

observa que a excepcidn de la merluza, en todos los casos se obtuvieron niveles de degradacion
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en torno al 80 %, indicando por tanto, propiedades de digestibilidad significativamente
diferentes para la merluza en comparacién al resto de productos evaluados. Todo ello apoyado
por el analisis estadistico recogido en la tabla 4.2, donde se indica que tanto la muestra como la
concentracién de Kreon® influyen significativamente sobre el indice de degradacidn. Las
diferencias entre la merluza empanada y la merluza sin empanar, pueden deberse a que la
primera se elabora con pastas de pescado que han sufrido un drastico proceso de
desestructuracion. Este hecho contribuird a una estructura mas disgregada y accesible, que
facilitara la posterior accidn enzimatica durante la digestion. El salmdén y la merluza en cambio,
conservaban su estructura original antes del proceso de digestién, si bien la merluza se compré
congelada, mientras que el salmén se almacené en refrigeracién. Tanto el procesado, como el
almacenamiento podrian contribuir a cambios estructurales, que a su vez influirian en la
degradacion de la matriz, que vendra determinada tanto por el grado de protedlisis como por el
de lipdlisis. En la figura 4.3 se observa que en cuanto a la influencia del pH intestinal y de la
concentracién de sales biliares, Unicamente el incremento de pH favorecio significativamente la

degradacion matricial de la merluza sin empanar (Tabla 4.3).

Atun Salmoén Merluza empanada M Merluza

Cc
80 | b II III [ {I
b

60 - b

20

IDM (%)
D
o o
— o
- o
N -
- o

0 0,24 0,49 0,72 0,96

[Kreon] (mg/mL)

Figura 4.2. Influencia de la concentracion de Kreon® (mg/ mL) en el indice de degradacion de la matriz
(IDM (%)) después de la etapa intestinal, para los distintos tipos de muestra (atun, salmén, merluza
empanada, merluza). Las letras minusculas corresponden a los grupos homogéneos obtenidos mediante

el andlisis estadistico de la varianza ANOVA. Barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3).
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Tabla 4.2. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p-valor < 0,05) en funcidn el tipo de
muestra (atun, salmoén, merluza empanada, merluza) y de la concentracion de Kreon® (mg/ mL) para la
variable dependiente indice de degradacién de la matriz (IDM (%)). Las condiciones duodenales
corresponden a pH 6 y concentracién biliar 1 mM.

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
PRINCIPALES cuadrados libertad Medio

A: Muestra 6648,57 3 2216,19 39,84 0,0000*
B: mg Kreon/ mL 6944,72 4 1736,18 31,21 0,0000*
INTERACCIONES

AB 296,824 12 24,7354 0,44 0,9281

m6 1 @6 10 O7 1 O7_10

100 - e e de
bcde zpcde cde I CdecdeCdee
80 - Iabc bc=de I I I I [ I abcd
I
g 60 -
b=
2 40 -
20 -
O T T T
Atun Salmon Merluza Merluza
empanada

Figura. 4.3. Influencia del pH y de la concentracion biliar (mM) en el indice de degradacion de la matriz
(IDM (%)) de los alimentos digeridos al final de la digestion. La dosis de Kreon® se mantiene constante en
todas las condiciones duodenales (0,49 mg Kreon® / mL). Las letras minusculas corresponden a los grupos
homogéneos obtenidos tras el analisis estadistico de la varianza ANOVA. Encima de las barras estan

representadas las desviaciones estandares (n=3). Cddigo de la leyenda: pH_concentracion biliar.

Tabla 4.3. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p-valor < 0,05) en funciéon del tipo de
muestra (atun, salmén, merluza empanada, merluza), el pHy la concentracidn biliar (mM) para la variable
dependiente indice de degradacién de la matriz (IDM (%)). La concentracion de Kreon® se mantiene
constante (0,49 mg/ mL).

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
PRINCIPALES cuadrados libertad Medio

A: Muestra 5332,71 3 1777,57 12,19 0,0001*
B: pH 232,805 1 232,805 1,60 0,2209

C: [Biliar] (mM) 0,595387 1 0,595387 0,00 0,9497
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4.3. Influencia de la dosis de suplemento enzimatico Kreon® y de las condiciones de

pH intestinal y concentracion biliar sobre la Extension de la Protedlisis

Las figuras 4.4 y 4.5 muestran la extension de la protedlisis durante las etapas gastrica (Figura
4.4) e intestinal (Figura 4.5) en funcion de la concentracién de Kreon® (mg/ mL) a pH intestinal
6 y concentracion biliar 1 mM, respectivamente. Tal y como se ha explicado en el apartado 3 de
materiales y métodos, la adicion de Kreon® al digestor in vitro se establecié para alcanzar
relaciones Unidades Lipasa (UL): g de grasa, equivalentes para cada alimento. Como
consecuencia, y debido a los diferentes contenidos en proteina de las matrices de estudio, las
relaciones Unidades Proteasa (UP): g de proteina, fueron distintas en las digestiones para una
dosis de Kreon® equivalente (Tablas 3.4 y 3.5 del apartado materiales y métodos).
Adicionalmente, la figura 4.6 muestra la extension de la protedlisis para una misma
concentracidon de Kreon® (0,49 mg/ mL) expresada como UP/ g de proteina, a diferentes

condiciones de pH intestinal (6 y 7) y concentracidn biliar (1 y 10 mM).
60 - b
50 -
ab b

40 -

30 A

20 -

mg eq BSA/ 100 g muestra

10 -

Atun Salmon Merluza Merluza
empanada

Figura 4.4. Extension de la protedlisis (mg equivalentes de BSA / 100 g muestra) tras la digestion gastrica
de los cuatro alimentos de pescado en estudio. Las letras minudsculas corresponden a los grupos
homogéneos obtenidos a partir del andlisis estadistico ANOVA. Las barras de error corresponden a las

desviaciones estandares (n=3).

La protedlisis, se inicia en el estdmago mediante la accién de la pepsina, enzima encargada de
iniciar el proceso de hidrdlisis; ésta se activa gracias al HCl segregado en el estdmago,
hidrolizando aproximadamente el 15 % de las proteinas de la dieta en aminodcidos y péptidos
de bajo peso molecular. Una vez en el intestino delgado, las enzimas pancredticas encargadas
de la protedlisis (tripsina, quimiotripsina y carbopeptidasa) contintan el proceso de hidrdlisis
(Griffiths, 2014). La degradacion proteica parcial originada durante la etapa gastrica, implicara
una mejora en la digestibilidad de las proteinas facilitando la liberacién de los péptidos y

aumentando su hidrélisis durante la posterior etapa intestinal (Cabafiero et al., 2004).
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Tal y como se puede observar, la merluza dio lugar a la menor protedlisis tanto al final de la
etapa gastrica como al final de la etapa intestinal. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
durante la etapa intestinal, las unidades proteasa por gramo de proteina fueron distintas entre
las diferentes matrices, siendo concretamente la merluza la matriz a la que se le afiadié una
dosis menor. Ademads, esta menor digestibilidad de las proteinas de la merluza con respecto a
las otras matrices podria, estar también relacionada con los cambios estructurales ocasionados
por la congelacion. Las proteinas miofibrilares, que contribuyen en gran medida a las
propiedades de textura y funcionales en los alimentos musculares, son las mas afectadas
durante el almacenamiento en frio. Estas pueden sufrir desnaturalizacién y/o agregacién debido
a factores tales como la deshidratacién parcial durante la congelacidn del agua, la concentracién
asociada a los solutos en el tejido, o a las interacciones de las proteinas con los lipidos o con sus
productos derivados de la oxidacidn (Careche et al., 1999), limitando u obstaculizando la accién
hidrolitica de las proteasas (Costa et al., 2015). Tal y como se observa en la Tabla 4.4, si se
estudian las cuatro matrices por separado, la concentracion de Kreon® influyo

significativamente en el grado de protedlisis.

Atun Salmon Merluza empanada @ Merluza
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Figura 4.5. Extension de la protedlisis (mg equivalentes de BSA/ 100 g muestra) al final de la digestién de
los alimentos de pescado en estudio en funcion de la dosis de Kreon® (0; 0,24; 0,49; 0,72 y 0,96 mg/ mL)
expresada en relacidn a su actividad proteasa (UP/ g proteina). Las barras de error corresponden a las
desviaciones estandares (n=3). Las letras en mayusculas (A-H) corresponden a los distintos grupos

homogéneos obtenidos tras el analisis estadistico de la varianza (ANOVA).
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Figura 4.6. Influencia del pH (6-7) y la concentracion biliar (1-10 mM) sobre la extension de la protedlisis
(mg eq BSA/ 100 g muestra) de los alimentos de pescado al final de la digestion. Las letras en minusculas
son los grupos homogéneos de cada alimento por separado al realizar andlisis unifactorial de la varianza
ANOVA. Las barras de error corresponden a las desviaciones estandares (n=3). Las concentraciones de
pancreatina expresadas en UP/ g proteina y marcadas entre paréntesis en el eje X, varian segun el
contenido proteico inicial de cada matriz, siendo cada una la equivalente a 2000 UL/ g grasa (0,49 mg/

mL). Cédigo de la leyenda: pH_concentracion biliar.

Por otro lado, el atun y la merluza empanada, fueron los que mayores valores de protedlisis
registraron, probablemente no sdlo debido a las mayores concentraciones de proteasa, sino por
la mayor desestructuracion de estas matrices durante el proceso de fabricacién. No obstante,
concentraciones similares de proteasa dieron lugar a valores de protedlisis similares con
independencia de la matriz (Figura 4.5). Por ultimo, un pH intestinal de 7 y una concentracion
superior de sales biliares (10 mM) favorecieron la extension de la protedlisis en términos

generales (Figura 4.6).
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Tabla 4.4. Tabla resumen obtenida al realizar ANOVA unifactorial (p-valor < 0,05) en funcién del tipo de
muestra (atun, salmén, merluza empanada, merluza) y concentracién de Kreon® referida a su actividad
proteasa (UP/ g proteina) para la variable dependiente mg equivalentes de BSA/ 100 g muestra.

Grados

EFECTOS Suma de Cuadrado Razdn-

PRODUCTOS PRINCIPALES  cuadrados .. € Medio F Valor-P

libertad

A:UP/g

Atiin proteina 74667,0 4 18666,8 55,97  0,0000*
A:UP/g

Salmoén proteina 117288,0 4 293219 64,54  0,0000*
A:UP/g

Merluza proteina 80758,6 4 20189,7 8,76  0,0176*

empanada

Merluza A:UP/g 51008,7 4 12752,2 21,23 0,0001*
proteina

Unicamente en el caso del attin, se observa un efecto significativo del pH y de la concentracién
biliar sobre la protedlisis (Tabla 4.5). Aun asi, comparando las condiciones de digestion mas
desfavorables (pH intestinal 6 y sales biliares 1 mM) con las propias de un adulto sano (pH 7 y
concentracién biliar 10 mM) se observa que no solo estaria condicionada la lipdlisis en una

situacién de insuficiencia pancredtica sino también la protedlisis.
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Tabla 4.5. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p-valor < 0,05) en funcién del tipo de
muestra (atun, salmén, merluza empanada, merluza), pH y concentracion biliar (mM) para la variable
dependiente mg equivalentes de BSA/ 100 g muestra. La concentracién de Kreon® referida a su actividad
proteasa se mantiene constante en cada muestra: 72,46 UP/ g proteina (atun), 80,19 UP/ g proteina
(salmédn), 107,16 UP/ g proteina (merluza empanada), 53,03 UP/ g proteina (merluza) siendo éstas las
equivalentes a 2000 UL/ g grasa (0,49 mg/ mL).

EFECTOS Suma de Grados Cuadrado Razén-
PRODUCTOS PRINCIPALES  cuadrados ., 9° Medio g ValorP
libertad
A: pH 39129,5 1 39129,5 46,50 0,0001*
Atdn B: [Biliar] (mM) 11014,7 1 11014,7 13,09 0,0068*
INTERACCIONES
AB 787,644 1 787,644 0,94 0,3616
A: pH 3442,15 1 3442,15 3,27 0,1303
. B: [Biliar] (mM) 6849,8 1 6849,8 6,51 0,0512
Salmodn
INTERACCIONES
AB 794,006 1 794,006 0,75 0,4248
A: pH 31,2229 1 31,2229 0,06 0,8268
Merluza B: [Biliar] (mM) 1865,68 1 1865,68 3,40 0,1624
empanada
INTERACCIONES
AB 11626,1 1 11626,1 21,19 0,0193*
A: pH 4652,37 1 4652,37 3,08 0,1296
B: [Biliar] (mM) 4685,4 1 4685,4 3,11  0,1285
Merluza
INTERACCIONES
AB 6322,03 1 6322,03 4,19 0,0866

4.4. Influencia de la dosis de suplemento enzimatico Kreon® y de las condiciones de

pH intestinal y concentracion biliar sobre la Extensidn de la Lipdlisis

La lipdlisis es el proceso de hidrélisis enzimdtica que experimentan las grasas alimentarias
durante su digestidn para poder ser absorbidas en el intestino delgado. Este proceso se inicia en
el estémago por accién de la lipasa gastrica pero su extensidon no supera el 10 % en el caso de
individuos sanos, y se completa en el intestino delgado por accidn de las lipasas segregadas por
el pancreas y por la pared del duodeno (Griffiths, 2014). La lipasa gdstrica, ademas de activar la
digestion posterior en la etapa intestinal, promueve la pre-emulsificacion de los lipidos
mediante la alteracion de la superficie interfacial a través de los productos recién generados,
principalmente acidos grasos y diacilglicéridos. No obstante, en estudios in vitro en los que se
ha comparado la hidrdlisis lipidica con y sin lipasa gastrica, no se han observado diferencias
significativas en la extensidn, por lo que habitualmente y por problemas de disponibilidad no se
suelen utilizar en los estudios de simulacién in vitro (Nieva-Echevarria et al., 2016). En este
estudio, y dado que no se ha utilizado lipasa gastrica, toda la lipdlisis registrada es debida a la

accion lipolitica del suplemento enzimatico Kreon® en la etapa intestinal.
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Como se ha especificado en el apartado de materiales y métodos, la dosis de Kreon® anadida se
establecié en funcion de la grasa de las distintas matrices, de manera que las cantidades de
suplemento enzimdtico por gramos de grasa utilizado fueran comparables entre si. La figura 4.8
muestra los valores de extensién de la lipdlisis una vez finalizada la etapa intestinal, en funcién
de las dosis de Kreon® (mg/ mL) y en condiciones duodenales de pH 6 y concentracién biliar 1
mM.
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Figura 4.7. Influencia de la concentracion de Kreon® (mg/ mL) en la extensidn de la lipdlisis (%) después
de la etapa intestinal. Las letras mindsculas corresponden a los grupos homogéneos obtenidos con el

analisis estadistico de la varianza ANOVA. Barras de error corresponden a la desviacion estandar (n=3).

Tal y como puede observarse, la grasa del atun fue la mas hidrolizada debido a la actividad lipasa
del Kreon®. Este hecho puede atribuirse a la presencia del aceite vegetal, externo a la propia
matriz de pescado, mas facilmente emulsionado y mas accesible a la accidn enzimatica. En
cuanto a la influencia de la dosis de Kreon® sobre la extension de la lipdlisis, en el caso del salmdén
se produjo un aumento gradual conforme lo hizo la concentracién de Kreon®, alcanzandose
valores de lipélisis del 100 % a la mayor concentracidn ensayada. En el resto de alimentos, no se
observé una mejora de la extension de la lipdlisis con el aumento de la concentracién de
suplemento. La figura 4.8 muestra la extensidn de la lipdlisis alcanzada en las muestras al final
de la digestion para los diferentes pH intestinales y concentraciones biliares ensayadas y una
concentracion fija de Kreon® de 0.48 mg/ mL. Los resultados indican que no hubo influencia de
estos factores en la extension de la lipdlisis de la grasa del atun, salmén y merluza empanada,
mientras que la concentracién biliar resulté ser clave en la digestibilidad de las grasas de la
merluza alcanzandose una lipdlisis del 100 % a 10 mM de concentracion biliar con independencia
del pH (Tabla 4.7).

Varios estudios han puesto de manifiesto el papel crucial de la matriz alimentaria con respecto

a la digestidon de los lipidos, ya que su biodisponibilidad se ve directamente afectada por el
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entorno lipolitico (Aarak et al., 2013). En el caso del atliin en lata, ya se ha indicado que el proceso
de enlatado altera la composicién proximal del mismo, lo que resulta en un gran aumento en el
porcentaje de lipidos, y una disminucién significativa en el porcentaje de humedad (Rasmussen
y Morrissey, 2007). Estos cambios deben por tanto tenerse en cuenta al analizar los resultados

obtenidos en el atln con respecto a las demas matrices.
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Figura 4.8. Influencia del tipo de matriz, pH y concentracién biliar (mM) en la extension de la lipdlisis. La
dosis de Kreon® se mantiene constante en todas las condiciones duodenales (2000 U). Las letras en
minuscula corresponden a los grupos homogéneos obtenidos en el andlisis de la varianza. Las barras de

error representan las desviaciones estandares (n=3). Cédigo de la leyenda: pH_concentracién biliar.

Tabla 4.6. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p-valor < 0,05) para el tipo de muestra
(atun, salmén, merluza empanada, merluza) y concentracion de kreon® (mg/ mlL) para la variable
dependiente extension de la lipdlisis (%). Las condiciones gastrointestinales corresponden a pH 6 y
concentracion biliar 1 mM.

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado

PRINCIPALES cuadrados libertad Medio Razon-F Valor-P
A: Muestra 26689,2 3 8896,42 29,71 0,0000*
B: mg Kreon/ mL 2335,18 3 778,392 2,6 0,0806

INTERACCIONES

AB 4025,12 9 447,235 1,49 0,2170
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Tabla 4.7. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p-valor < 0,05) para el tipo de muestra
(atun, salmoén, merluza empanada, merluza), pH y concentracién biliar (mM) para la variable dependiente
extensidn de la lipdlisis (%). La concentracidn de Kreon® se mantiene constante (0,49 mg/ mL).

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Raz6n-F Valor-P
PRINCIPALES cuadrados libertad Medio

A: Muestra 5326,8 3 1775,6 2,34 0,1079

B: pH 838,037 1 838,037 1,10 0,3075

C: [Biliar] (mM) 5742,25 1 5742,25 7,56 0,0132*

Las observaciones microscépicas permiten apoyar los resultados comentados anteriormente en
cuanto al efecto de la concentracién de Kreon® sobre la extensién de la lipdlisis (Figura 4.9). En
el caso del atun, el nivel de digestion de las grasas fue similar con independencia de la
concentracién de Kreon® ensayada. También se observa como en la matriz son kreon®, los
glébulos grasos se encuentran rodeados por las sales biliares, hecho no observable tras la
digestion, debido a la digestidn del gldbulo y a su reorganizaciéon en micelas. En las micrografias
de merluza, en cambio, se puede observar cémo el nimero de gldbulos grasos no digeridos

disminuye conforme aumenta la concentracién de Kreon®.
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Figura 4.9. Influencia de la concentracion de Kreon® en las microestructuras de las emulsiones observadas
a 20x en cada una de las matrices (merluza, merluza empanada, atin y salmdn) para unas condiciones
duodenales constantes (pH 6 y concentracidn biliar 1 mM). Las flechas sefialan las aparentes gotas de

grasa no digeridas.

La figura 4.10, recoge las imagenes de microscopia dptica obtenidas tras la digestion de los
diferentes productos en condiciones duodenales variables de pH intestinal y concentracion biliar
(pH 6-7; concentracion biliar: 1-10 mM) y una concentracion de Kreon® constante de 0,49 mg/
mL. Como se ha comentado anteriormente, la variacién del pH no influyé significativamente en

la extension de la lipolisis (Tabla 4.7), de modo que las diferencias observadas en las micrografias
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son atribuibles a la concentracién biliar (mM). La digestidn in vivo de triglicéridos es un proceso
eficiente que involucra varios pasos distintos: la emulsificacién, la hidrélisis de la grasa, por la
accion de las lipasas, en acidos grasos libres y monoacilglideroles, la dispersion de estos
productos en un ambiente acuoso y la absorcidn de los mismos por los enterocitos (Lowe, 2002).
La bilis juega un importante papel en la emulsificacion de los lipidos ya que regula la composicion
de lainterfase lipido-agua, donde la hidrolisis tiene lugar. Esto sugiere que concentraciones altas
de bilis (10 mM) promoveran la desorciéon de cualquier material activo, localizado en las
superficies de los lipidos emulsionados, de modo que la lipasa pueda unirse a la superficie
interfacial de las sales biliares y promover la digestion de lipidos (Mun et al., 2007). La menor
concentracién biliar empleada (1 mM), dio lugar a una menor hidrdlisis de los triglicéridos
(mayor niumero de glébulos grasos no digeridos) comparado con la hidrdlisis alcanzada a mayor
concentracién biliar (10 mM) (Figura 4.10). Este hecho puede explicarse teniendo en cuenta que
la extensidn de la lipdlisis es directamente proporcional al area de superficie especifica de los
glébulos grasos (Benito-Gallo et al., 2015). En el caso de emulsiones con el mismo tamafio de
gota y estructura, las diferencias en la lipdlisis se pueden atribuir a la diferente composicion en
acidos grasos de los triglicéridos contenidos en la matriz. Se ha comprobado también, que la
longitud de cadena de los dcidos grasos, influye en la extensién de la lipdlisis, de modo que los
acidos grasos de cadena larga y sus 2-monoglicéridos tienen considerablemente mayor actividad
interfacial que los acidos grasos de cadena corta y sus 2-monoglicéridos. Concretamente, el DHA
es el que mas actividad interfacial presenta, seguido del acido palmitico (Zhu et al., 2013).
Posiblemente la mayor polaridad de los acidos grasos de cadena corta de determinados
triglicéridos promueve su localizacién en zonas cercanas de la interfase de los glébulos grasos,
donde tienen una mayor probabilidad de entrar en contacto con la lipasa y por consiguiente ser
hidrolizados para liberar a los acidos grasos de cadena corta que los componen (Zhu et al.,
2013).Esto podria en parte explicar el por qué la extensidn de la lipdlisis en salmén y atun
(pescados mas grasos) resultaron superiores ya que se componen de un mayor numero de

acidos grasos de cadena corta que los pescados con menor contenido graso (merluza).
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Salmén Merluza empanada Merluza

6.1

6_10

7.1

7_10

emulsiones, observadas a 20x, en cada una de las matrices (merluza, merluza empanada, salmén y atln)
al final de la etapa intestinal. Las flechas sefialan los aparentes glébulos de grasa no digeridos. Cédigo

margen izquierdo: pH_concentracidn biliar.
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5. CONCLUSIONES

La caracterizacion de los alimentos de la pesca en términos de grasa y humedad antes del
proceso de digestion, permitié establecer diferencias, no sélo en cuanto a la cantidad de
grasa sino también en cuanto a la distribucidon de la misma en las distintas matrices. El
salmdn presentd el mayor contenido graso, con glébulos dispersos de tamaiio homogéneo.
En cambio, en el atln, con un contenido graso algo menor, se observaron glébulos mas
heterogéneos y accesibles al provenir principalmente del aceite vegetal incorporado. En la
merluza empanada se observé también un elevado numero de gldbulos grasos de tamafio
variable, provenientes del rebozado. Por ultimo, la merluza, con menor contenido graso

(1,2 %), presentd globulos grasos escasos y de muy pequefio tamafio.

El indice de degradacion de la matriz alcanzé niveles del 80 % al final de la digestidn
gastrointestinal excepto en la merluza en la que se alcanzaron menores valores de dicho
pardmetro. Se observd un aumento de la degradacién en presencia de Kreon®
independientemente de su concentracién, probablemente como consecuencia de su
actividad proteolitica. En lo que a este parametro se refiere, ni la concentracién biliar ni el

pH tuvieron un efecto significativo.

La extension de la protedlisis aumentd al aumentar la dosis de Kreon® en todos los
alimentos en condiciones intestinales constantes (pH 6/ 1 mM). Independientemente del
tipo de matriz, se alcanzaron niveles similares de protedlisis, para relaciones UP: g proteina,
equivalentes. Ademas, el aumento del pH (de 6 a 7) y de la concentracidn biliar (de 1 a 10
mM), se tradujo en mayores valores de protedlisis. Estas diferencias estaran también
determinadas por los cambios estructurales debidos a procesos de desnaturalizacion y/o
agregacion que pueden darse durante el procesado y el almacenamiento de estos

alimentos previamente a la digestion.

En cuanto a la extension de la lipdlisis se refiere, Unicamente se alcanzaron valores del 100
% en el caso del atin en unas condiciones intestinales de pH 6 y concentracion biliar de 1
mM. En cambio, para una concentracion de Kreon® constante, un aumento en la
concentracién biliar contribuyé en la digestidn de los lipidos, pero no asi el pH. Asi pues, se
observd una mayor extensién de la lipdlisis en los pescados mds grasos, probablemente

debido a la mayor proporcion de acidos grasos de cadena corta en su perfil lipidico.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo puede concluirse que los productos de
la pesca con mayor contenido graso serian los mdas recomendables para pacientes que
cursen con insuficiencia pancreatica, puesto que presentan mayor digestibilidad de grasay
proteina. Ademas, una desestructuracidon durante el procesado, contribuye también a la

posterior accién enzimatica. Seria interesante, el estudio adicional de la accesibilidad y
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biodisponibilidad de los acidos grasos, especialmente de los poliinsaturados como el acido
docosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA), dadas su propiedades

funcionales.
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