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INFLUENCIA DEL PROCESADO EN LA DIGESTIBILIDAD DE
LAS GRASAS Y PROTEINAS DEL HUEVO MEDIANTE UN
SISTEMA DE DIGESTION IN VITRO

Asensio, A., Peinado, 1.", Heredia, A." y Andrés, A"

RESUMEN

La insuficiencia pancreatica es una manifestacion clinica que se caracteriza por la

incapacidad del pancreas de liberar suficiente enzima pancreatica al intestino
delgado produciéndose una malabsorcion de los macronutrientes, y en especial de
las grasas. El tratamiento actual consiste en la ingesta de un suplemento enzimatico
de pancreatina (kreon®) por via oral, en funcion del peso del individuo. Sin embargo
existen una serie de factores relativos al alimento (matriz, tipo de grasa, etc), asi
como extrinsecos al mismo (pH intestinal, concentracion biliar, tipo de procesado,
etc) que pueden influir en la digestibilidad de las grasas.
En el presente trabajo se ha utilizado un modelo in vitro de digestion gastrointestinal
para analizar la eficacia de distintas dosis de kreon® (0-4000 UL/ g grasa) sobre la
extension de la lipdlisis y protedlisis en muestras de huevo procesado (escalfado,
cocido y en tortilla) y condiciones fisiolégicas variables de la etapa duodenal (pH 6/7;
[bilis] 1/10 mM).

Los resultados mostraron que la hidrélisis de lipidos y proteinas aumento
conforme lo hizo la dosis de kreon® alcanzandose valores del 100 %, para la mayor
concentraciéon de kreon® en el huevo escalfado y condiciones duodenales de pH 6 y
[bilis] 1 mM. En cambio, los macronutrientes del huevo cocido y de la tortilla,
resultaron ser menos digeribles con unos porcentajes maximos de protedlisis del 60
% en ambos casos, y del 42 % y 62 % de lipdlisis en tortilla y huevo cocido,
respectivamente. Finalmente, el aumento del pH y concentracion biliar para una
concentracion de kreon® de 2000 UL / g grasa, mejord la actividad enzimatica del
kreon® en la digestibilidad de las grasas de la tortila y del huevo cocido,
obteniéndose valores de lipdlisis mayores (75-100 %) a pH 7 y concentracion biliar
10 mM respectivamente.

PALABRAS CLAVE: digestién in vitro, insuficiencia pancreatica, lipdlisis, protedlisis,
procesado, huevo.

ABSTRACT

Pancreatic insufficiency is a clinical manifestation characterized by the inability of
the pancreas to release enough pancreatic enzyme into the small intestine, producing
malabsorption of macronutrients and especially of fats. Current treatment involves the
oral intake of an enzymic supplement of pancreatin (kreon®), which dosage depends
on the weight of the individual. However, there are a number of factors related to food
(matrix, type of fat, etc) as well as extrinsic to it (intestinal pH, bile concentration, type
of processing, etc.) that can influence the digestibility of fats. In this study, an in vitro
model of gastrointestinal digestion has been used to analyze the effectiveness of
different doses of kreon® (0-4000 UL / g fat) on the extent of lipolysis and proteolysis
in samples of processed egg (poached, boiled and omelet) and variable physiological

! Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos para el Desarrollo (IU-IAD). Universitat
Politecnica de Valencia, Camino de Vera s/n, 46022 Valencia.



conditions of the duodenal phase (pH 6/7; [bile] 1/10 mM). The results showed that
the hydrolysis of lipids and proteins increased as the kreon® dose did, reaching
values of 100 % in the poached egg for the highest concentration of kreon® and
duodenal conditions pH 6, [bile] 1 mM. Instead, the macronutrients in boiled egg and
omelet, resulted to be less digestible reaching a maximum proteolysis percentage of
60 % in both cases, and 42 % and 62 % of lipolysis in omelet and boiled egg,
respectively. Finally, an increase of pH and bile concentration with a constant
concentration of 2000 kreon® UL / g fat, improved the kreon® enzymic activity on fat
digestibility for omelet and boiled egg, reaching higher values of lipolysis (75 -100 %)
at pH 7 and 10 mM bile, respectively.

KEY WORDS: in vitro digestion, pancreatic insufficiency, lipolysis, proteolysis,
processed egg.

RESUM

La insuficiéncia pancreatica és una manifestacio clinica que es caracteritza per la
incapacitat del pancrees d'alliberar suficient enzim pancreatica a lintesti prim,
produint-se una malabsorcié dels macronutrients, i especialment dels greixos. El
tractament actual consisteix en la ingesta d'un suplement enzimatic de Pancreatina
(kreon®) per via oral, en funcié del pes de l'individu. No obstant aix0, existeixen una
série de factors relatius a I'aliment (matriu, tipus de greix, etc), aixi com extrinsecs al
mateix (pH intestinal, concentracio biliar, tipus de processat, etc.) que poden influir en
la digestibilitat dels greixos. En el present treball s'ha utilitzat un model in vitro de
digestié gastrointestinal per analitzar I'eficacia de diferents dosis de kreon® (0-4000
UL / g greix) sobre l'extensio de la lipdlisi i proteolisi en mostres d'ou processat
(escalfat, cuit i en truita) i condicions fisiologiques variables de l'etapa duodenal (pH
6/7; [bilis] 1/10 mm). Els resultats van mostrar que la hidrdlisi de lipids i proteines va
augmentar segons el va fer la dosi de kreon®, aconseguint-valors del 100 %, per a la
major concentracié de kreon® en I'ou escalfat i condicions duodenals de pH 6 i [bilis]
1 mM. En canvi, els macronutrients de I'ou cuit i de la truita, van resultar ser menys
digeribles amb uns percentatges maxims de protedlisi del 60 % en els dos casos, i el
42 % i el 62 % de lipolisi en truita i ou cuit, respectivament. Finalment, I'augment del
pH i concentracié biliar per a una concentracié de kreon® de 2000 UL / g greix, va
millorar I'activitat enzimatica del kreon® en la digestibilitat dels greixos de la truita i
I'ou cuit, obtenint-se valors de lipdlisi majors (75 -100 %) a pH 7 i concentracié biliar
10 mM respectivament

PARAULES CLAU: digestié in vitro, fibrosi quistica, insuficiencia pancreatica, greixos,
proteines, processat, ou.



1. INTRODUCCION

La insuficiencia pancreatica exocrina es un trastorno fisiolégico asociado
clinicamente a varias enfermedades como la pancreatitis cronica, la fibrosis quistica
(FQ) o el cancer de pancreas, aunque también puede aparecer como resultado de
una intervencion quirdrgica (reseccidén pancreatica) o incluso en personas de
avanzada edad. Puede deberse a diversas causas metabdlicas como una pérdida
de parénquima funcional (atrofia), bloqueo del ducto pancreatico o asincronia
postprandial (Sikkens, Cahen, Kuipers y Bruno, 2010). Esto, da lugar a un déficit de
enzimas pancreaticas (proteasas, amilasas y lipasas) en el duodeno provocando una
maldigestion y malabsorcion de ciertos macro y micronutrientes de la dieta. La
digestion mas comprometida es la de las grasas pues ocurre mayoritariamente en
esta region del intestino delgado. Asi, y una vez finalizada la etapa géstrica, las sales
biliares, producidas por el higado a partir de los acidos biliares conjugados con
glicina o taurina y secretadas por la vesicula biliar, contribuyen a la emulsion de los
lipidos favoreciendo la formacion de micelas gracias a la accion detergente de la
lecitina presente en la bilis (Griffiths, 2014). La emulsificacion reduce la tension
superficial de los glébulos grasos favoreciendo la actuacion de las lipasas, y
facilitando asi su absorcién en forma micelar. Las sales biliares se combinan con
fosfolipidos en esta accién, asociando su lado hidrofébico con los lipidos y su lado
hidrofilico con el agua. La maldigestién y malabsorcién de las grasas puede, a su
vez, ir acompafiada de un déficit en la absorcidon de vitaminas liposolubles (A, D, E y
K) (Griffiths, 2014).

La terapia de sustitucion enzimatica, consistente en la suplementacion oral de
pancreatina encapsulada gastrorresistente, es una practica clinica habitual para el
tratamiento de esa sintomatologia. Actualmente, la dosificacion se establece en
funcién del peso del paciente resultando este criterio insuficiente por no observarse
una mejora sustancial en el estado nutricional de estos sujetos. Asi, factores
intrinsecos al alimento, tales como el contenido y origen de la grasa, perfil lipidico o
la estructura matricial, podrian afectar la accesibilidad por parte de la lipasa
pancreatica a la grasa, no siendo siempre necesaria la misma cantidad de
suplemento enzimatico para dos alimentos con el mismo contenido graso.
Igualmente, las condiciones del entorno duodenal, como el pH o la concentracion
biliar, en el que ha de actuar el suplemento también pueden afectar a la lipdlisis.

El huevo es un ingrediente de la practica culinaria de todas las culturas,
admitiendo numerosos métodos de cocinado que dan como resultado un producto
muy variado en cuanto a textura y sabor. Estos cambios fisico-quimicos
consecuencia del cocinado, podrian condicionar también la digestibilidad de los
macronutrientes y bioaccesbilidad de compuestos bioactivos. El huevo estd formado
por la yema (31 %) rodeada por el albumen o clara (58 %), y todo ello envuelto por
una cascara externa (11 %). La grasa, aproximadamente un 11 %, se encuentra
exclusivamente en la yema, estando distribuida en un 66 % por triglicéridos, un 28 %
por fosfolipidos y un 5 % colesterol. Las vitaminas liposolubles y los carotenoides
forman parte de un 1 % de los lipidos de la yema. En cuanto al valor proteico, un
huevo aporta 6 g de proteina a la dieta, encontrandose fundamentalmente en la
clara. El albumen consiste en una disoluciéon acuosa (88 %) y proteica (11 %). De las
numerosas proteinas presentes en la clara, destacan la ovoalbumina (54 %) vy
ovomucina (11 %) responsables de la consistencia del albumen, y la lisozima (3,4 %)
por sus propiedades antibacterianas. El resto de las proteinas del huevo se
encuentran en la yema (16 % de la yema), que consiste en una emulsion de agua (49
%) y lipoproteinas. La composicién proteica del huevo se considera de alto valor
bioldgico, ya que contiene todos los aminoacidos esenciales. Por ello, se utiliza como



patron de referencia para la evaluacion de la calidad proteica de los alimentos
(Barroeta, 2008).

En este contexto, el objetivo de este trabajo ha sido evaluar la eficacia del
suplemento enzimatico de pancreatina kreon® para llevar a cabo la digestion
intestinal de los lipidos y proteinas de diferentes tipos de huevo procesado: huevo
cocido, escalfado y en tortilla, utilizando para ello un modelo de digestion in vitro.
Asimismo, se ha analizado la influencia de las condiciones de la etapa intestinal, pH
y concentracion biliar, en la efectividad del suplemento. Adicionalmente, se determind
la degradacién de la matriz y se realizaron observaciones microscopicas con el fin
ayudar a comprender y a justificar los resultados de protedlisis y lipdlisis.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materiales

Para llevar a cabo la simulacién in vitro gastrointestinal, se emple6 pepsina
procedente de mucosa gastrica porcina (P6887, Sigma-Aldrich) y pancreatina porcina
comercial disponible en capsulas de 10.000 unidades lipasa (U)/capsula (Kreon©
Abbott). Cada capsula contiene 150 mg de pancreatina porcina en forma de
microesferas gastrorresistentes, equivalentes a: 10.000 U. lipasa, 8.000 U. amilasa,
600 U. proteasa. Ademas, durante la etapa intestinal de la digestion, se hizo uso de
bilis bovina (B3883, Sigma-Aldrich). Los reactivos utilizados, NaOH 1 Ny HCI 1 N, se
adquirieron de AppliChem Panreac.

Para la preparacién de los stocks y fluidos digestivos simulados se emplearon los
siguientes reactivos: KCI, KH,PO,4, NaHCO3, NaCl, MgCl,(H20)s, (NH,4),CO3 y CaCl,
(0,3 M). Todos ellos se obtuvieron de Sigma-Aldrich. Para las determinaciones
analiticas, se utilizé Triton X-100, éter de petrdleo, acido tricloroacético (TCA), acido
palmitico y albumina sérica bovina (BSA) obtenidos de Sigma-Aldrich, ademas de
urea cristalina para analisis (ACS) adquirida de AppliChem Panreac.

2.2. Preparacion de la muestra

Los huevos frescos se dividieron en tres lotes que fueron sometidos a un tipo
distinto de cocinado. Los tipos de cocinado que se realizaron fueron hervido,
escalfado y tortilla. El tipo de cocinado huevo cocido (HC), consistid en hervir los
huevos durante 10 minutos a 100 °C, tras los cuales se eliminé la céascara
(Nimalaratne et al., 2015). El huevo escalfado (HE), consistié en romper los huevos
en bolsitas de parafim que fueron sumergidas en un bafio de agua a una
temperatura de 100 °C durante 4 minutos. Posteriormente, en ambos tratamientos se
peso por separado la yema y la clara. La tortilla (HT) se batié durante 1 minuto y se
cocind en un microondas durante 80 segundos (modelo de microondas) (750 W,
2450 MHz) (Nimalaratne, Lopes-Lutz, Schieber y Wu, 2012). Una vez finalizados los
tratamientos, las muestras se sometieron a una digestion in vitro gastrointestinal.

2.3. Modelo estatico de digestion in vitro

La simulacion de la digestion gastrointestinal se llevo a cabo utilizando un modelo
estatico in vitro y comprendio6 tres etapas: oral, gastrica y duodenal. La simulacion se
realiz6 en base al protocolo consensuado a nivel europeo por la ACTIONCOST
INFOGEST vy publicado por (Minekus et al., 2014), si bien se ampliaron las
condiciones de la etapa duodenal para analizar la influencia del pH, concentracion
enzimatica y de sales biliares sobre la extension de la lipdlisis y protedlisis de los



diferentes tipos de huevo procesado en estudio. Para llevar a cabo la simulacion, se
prepararon los fluidos simulados (tabla 2.5), gastrico (SGF) e intestinal (SIF) a partir
de las disoluciones stocks cuya composicién se detalla en las tablas 2.2 y 2.3, y se
procedié a la misma tal y como se describe a continuacién. Para la etapa oral, se
estimé la cantidad de alimento necesaria para digerir aproximadamente 0,35 g grasa.

La cantidad estimada para las distintas muestras (HC, HE, HT), se introdujo en
tubos falcon de 50 mL a los que seguidamente se afiadieron 5 mL de SSS. La
masticacion se simuldé batiendo la muestra durante 3 minutos para asegurar su
correcta homogenizacion. A continuacién, para la etapa gastrica, se afiadieron 10 mL
de SGF, y la cantidad de kreon® correspondiente a cada muestra segun el disefio
experimental desde la condicién 0 (sin kreon®), 1000, 2000, 3000 y 4000 UL/ g grasa
(tabla 2.1 y tabla 2.4). Las dosis de kreon® fueron establecidas en base a las
recomendaciones generales para pacientes con insuficiencia pancreatica (Aseeri et
al., 2012; Gelfond, Ma, Semler y Borowitz, 2013). La equivalencia en actividad lipasa
y proteasa segun la dosis de kreon® queda reflejada en la tabla 2.4. Seguidamente
se ajusté el pH a 3 con acido clorhidrico (HCI 1N) y ayuda del pH-metro
(SevenCompact™ S210, Mettler Toledo). Las muestras se introdujeron en una
camara termostatada a 37 °C (SELECTA modelo Boxcult 3000957) y se mantuvieron
en agitacion circular (arriba-abajo) a 55 rpm (agitador modelo Intelli — Mixer RM-2)
durante 2 horas. Una vez finalizada la etapa gastrica, la etapa intestinal se simul6 en
las diferentes combinaciones de pH-concentracion de kreon® (UL/ g grasa)-
concentracion de sales biliares (mM) detalladas en el disefio experimental recogido
en la tabla 2.1. Para las cinco dosis de kreon® comentadas anteriormente (0 — 4000
UL /g grasa) la concentracion biliar y el pH de la fase gastrointestinal se mantuvieron
en 1 mM y pH 6 dichas condiciones.

Con el fin de evaluar la influencia del pH y la concentracién de bilis en la fase
gastrointestinal, se ensayaron ademas tres condiciones extra para una dosis de
kreon® fija de 2000 UL/ g grasa y se combinaron las condiciones de pH y molaridad
de la bilis de la siguiente manera: pH 6/ 10 mM, pH 7/ 1 mM y pH 7/ 10 mM,
correspondiendo estas ultimas con las de un adulto sano (Minekus et al., 2014).

La simulacion de la etapa intestinal consistié en afiadir al digerido gastrico 20 mL
de SIF a la molaridad biliar correspondiente al disefo, y ajustar el conjunto a pH6 6 7
con hidroxido sodico (NaOH 1N) y ayuda del pH-metro (SevenCompact™ S220,
Mettler Toledo). Seguidamente, las muestras se introdujeron nuevamente en la
camara termostatada a 37 °C y se mantuvieron en agitacién circular (arriba-abajo) a
55 rpm durante 2 horas mas. Transcurrido el tiempo de digestion, las muestras
fueron incubadas en hielo durante 10 minutos y el pH ajustado a 9 para asegurar la
inactivacion enzimatica.

TABLA 2.1. Condiciones de pH, concentracion de kreon® (UL/ g grasa) y biliar (mM) de la
etapa intestinal y nomenclatura asignada a cada experimento.

Nomenclatura kreon® UL pH Molaridad biliar
(mg/ mL) (UL/ g grasa) (mM)

0 0 0 6 1

1000 0,24 1000 6 1

2000 0,48 2000 6 1

3000 0,71 3000 6 1

4000 0,95 4000 6 1

6/10 0,48 2000 6 10

7 0,48 2000 7 1

710 0,48 2000 7 10



TABLA 2.2. Composicion recomendada para un litro de las disoluciones Stocks.

Constituyente SSS (mL) SGS (mL) SIS (mL)
KCI 30,2 13,8 13,6
KH,PO, 7,4 1,8 1,6
NaCl 6,8 23,6 18,3
MgCl,(H20)e 1 0,8 2,2
(NH4).COs 0,12 1 .
NaHCO; - 25 95
H,0 954,48 934 869,3

SSS: Stock Salivar Simulado; SGS: Stock Gastrico Simulado; SIS: Stock Intestinal Simulado.

TABLA 2.3. Concentraciones de electrolitos recomendadas para la realizaciéon de los stocks
simulados.

Constituyente SSS (mmol-L™") SGS (mmol-L™") SIS (mmol-L™)
K* 18,8 7.8 7,6

Na* 13,6 72,2 123,4

cr 19,5 70,2 55,5
H,PO, 3,7 0,9 0,8
HCO; ', CO;* 13,7 25,5 85

Mg** 0,15 0,1 0,33
NH," 0,12 1 -

ca* 1,5 0,15 0,6

TABLA 2.4. Dosis de kreon® y su equivalencia segun su actividad proteasa y lipasa.

kreon® uni Proteasa
(mg/ mL) -

UL/ g grasa UL/ mL UP/ g proteina UP/ mL
0,24 1000 9,32 53,28 0,56
0,48 2000 18,64 106,56 1,12
0,71 3000 27,97 159,84 1,68
0,95 4000 37,29 213,12 2,24

TABLA 2.5. Composicion de los fluidos simulados.

Constituyente SGF SIF
SGS (mL) 375 -
SIS (mL) - 452,08
CaCl; (mL) 0,25 0,83
Pepsina (mg) 41,86 -
Bilis (mg) - 439,83
Volumen final (mL) 500 500

SGF: Fluido Gastrico Simulado; SIF: Fluido Intestinal Simulado.

* El pH se ajusté a 3, 6 6 7 dependiendo de la etapa (gastrica o intestinal) y la
condicion con HCI (1N) y NaOH (1N) y se enrasé con agua a 500 mL.** La masa
de bilis es para 1 mM.



*HC, HE 6 HT + 5 ml SSS (bolo
alimenticio)

*pH 7; 3 minutos

*bolo alimenticio + 10 ml SGF
(quimo gastrico)

*pH 3 (HCI 1N);

+2 horas en agitacion (55 rpm)

+37 °C

*Mix 2 + 20 mL SIF (quimo
intestinal)

*pH 7 6 6;

+2 horas en agitacion (55 rpm)

«37 °C

FIGURA 2.1. Diagrama esquematico de las distintas etapas del proceso de digestién in vitro.
2.4. Determinaciones analiticas
ANALISIS DE GRASA Y HUMEDAD

La humedad se determiné gravimétricamente en estufa a vacié a 63 °C hasta
peso constante. El contenido en grasa se estimé también por gravimetria tras
extraccion con éter de petréleo (40:60) mediante soxlet. Ambas determinaciones
segun los métodos oficiales de la AOAC (AOAC, 2000).

DEGRADACION DE LA MATRIZ

La degradacién de la matriz se calculdé como la proporcion de sélidos dispersados
durante la digestion de las muestras segun el método propuesto por Lamothe,
Corbeil, Turgeon, Britten (2012). Una vez terminada la digestion y tras haber llevado
el pH a 9, las muestras fueron centrifugadas a 1200 rfc durante 15 minutos, y
filtradas mediante un tamiz (1 mm de diametro) para separar la fase micelar (FM), en
la cual se encuentran los &cidos grasos libres, de la fase sélida (FS). La FM se utilizé
para la observacion por microscopia optica, la determinacion de acidos grasos libres
y proteina digerida. Las FS se utilizo para estimar la disgregacion de la matriz. Para
ello, las FS de las distintas muestras se introdujeron en unos recipientes de aluminio
previamente pesados y se mantuvieron en una estufa a vacio (63 °C, P) durante 48
horas hasta alcanzar peso constante. El indice de degradacién de la matriz (IDM) se
calculd con la siguiente ecuacion:

£50=CSt 100 (1)
S

IDM (%) = c

Donde CSy es el contenido inicial de sélidos antes de la digestién y CS; es el
contenido final de sélidos una vez finalizada la digestion.

MICROSCOPIA OPTICA

La FM obtenida después de la digestion se mezclé con una disolucidon de Red Oil
(5 % en isopropanol) en una proporcion 4:1 (v/v), se vorteé durante 10 segundos y se



incub6 durante 10 minutos a 37 °C. Seguidamente, se tom6 una gota de la mezcla y
se colocd en un portaobjetos, para su observaciéon en microscopio 6ptico Leica DM
5000 B. Las imagenes se adquirieron con una camara (Leica, DFC550) mediante el
software de adquisicion de imagenes LAS (Leica Application Suite).

ANALISIS DE PROTEINA: PROTEOLISIS

La extension de la protedlisis durante la digestion, se determind midiendo la
fraccion de proteinas solubles en acido tricloroacético (TCA) (Lamothe et al., 2014).
El TCA se anadi6 a las muestras con el fin de obtener una concentracién final de 12
% (p/p). Seguidamente, la mezcla se agit6é en el vortex, se incubé durante 15 minutos
y se filtrd utilizando un embudo Buchman vy filtros Whatman del 40. La fraccion
soluble en el 12 % de TCA se compone de péptidos y residuos de aminoacidos. Una
vez filtrada la muestra, el filtrado se diluyé en una disolucién tampén (50 mM EDTA y
8 M urea, pH 10). La extension de la protedlisis se determind
espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 280 nm. Se llevaron a cabo
digestiones sin enzimas (pepsina en fase gastrica y kreon® en fase intestinal) a
modo de controles. Los resultados se expresaron como g equivalentes de BSA tras
la digestién respecto a la proteina inicial. Albumina sérica bovina (BSA) se utilizo
para la recta de calibrado.

ANALISIS DE ACIDOS GRASOS LIBRES: LIPOLISIS

La extension de la lipdlisis al final de la digestién gastrointestinal se estimé
espectrofotométricamente utilizando un kit enzimatico (Roche Diagnostics,
Idianapolis, IN, USA) (Lamothe et al., 2012). Para ello, 100 pL de la FM se diluyeron
en 10 ml de una disoluciéon acuosa (5,6 % de Triton X- 100; 6 % etanol). Dicha
disolucion se utilizé para solubilizar los acidos grasos libres y evitar la actividad de la
lipasa. Para la determinacion de los acidos grasos libres, se midio la absorbancia de
las muestras diluidas a una longitud de onda de 564 nm.

Los valores de absorbancia de las muestras se compararon a los de la recta de
calibrado obtenida con acido palmitico. La extensién de la lipdlisis se expresé como
porcentaje de acidos grasos libres tras la digestién respecto a la grasa inicial,
teniendo en cuenta que por cada molécula de triglicéridos se liberan dos acidos
grasos, y teniendo en cuenta el peso molecular del acido graso mayoritario en el
huevo (acido palmitico: 861 g-mol™).

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los analisis se realizaron por triplicado y se evaluaron mediante un analisis
de la varianza multifactorial (ANOVA multifactor) con el programa Statgraphics
Centurion con un nivel de confianza del 95 % (p-valor < 0,05). Para la realizacion del
ANOVA multifactor se comprobé que los datos seguian una distribucién normal.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion de las matrices alimento antes de la digestién
La tabla 3.1 muestra los contenidos en agua y grasa respecto a 100 g de

producto (%) de los distintos tipos de huevo procesado: huevo cocido (HC), huevo
escalfado (HE) y tortilla (HT).



TABLA 3.1. Porcentaje de agua y grasa (%) (media y desviacion estandar) de los distintos
tipos de huevo procesado: huevo cocido (HC), huevo escalfado (HE) y tortilla (HT) (n=3).

Huevo procesado Contenido en agua Contenido en grasa
(%) (%)

Huevo cocido (HC) 71,2 (0,5)° 7,0 (0,3)°

Huevo escalfado (HE) 72,0 (1,0)° 7,0 (0,3)°

Tortilla (HT) 40,3 (1,0) 22,0 (2,2)°

a-b: Superindices diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas
entre las muestras para un nivel de significacion del 95% (p<0,05)

Tal y como puede ver en la tabla 3.1 tanto el huevo cocido como el escalfado
presentaron porcentajes similares de agua y grasa. La tortilla, en cambio,
experimentd una elevada pérdida de agua (44,8 %) debida al tratamiento por
microondas y en consecuencia un mayor contenido en grasa.

En cuanto a la estructura matricial se refiere, la figura 3.1 muestra las
micrografias correspondientes a la fase liquida de cada uno de los tipos de huevo
procesado (cocido, escalfado y tortilla), mezclados con el SSS. Pueden apreciarse
las diferencias entre los tres tipos de muestra como consecuencia del procesado.

Asi, en el caso del huevo cocido es posible observar un mayor numero de
glébulos grasos y mas agregados que en el huevo escalfado, en el que son de menor
tamafo y aparecen mas dispersos y emulsionados. Esto podria deberse a la accion
emulsificante de los fosfolipidos presentes en la yema (Guilmineau y Kulozik, 2006),
ya que en el caso concreto del escalfado, el tratamiento térmico fue menos severo
sin llegar a producirse la solidificacion de la misma. Ademas la presencia de
ovoalbumina podria incrementar la estabilidad de la emulsién (Sponton Perez,
Carrara y Santiago 2015 a; 2015 b). En el caso de la tortilla, los gldbulos grasos
presentan un tamafo muy inferior al resto de los casos.

HC HT

FIGURA 3.1. Micrografias de microscopia optica de los tres tipos de huevo, cocido (HC),
escalfado (HE) y tortilla (HT) tras el cocinado y antes de la digestion in vitro (x20). Los gldbulos
grasos aparecen tefiidos con red oil.

3.2. Degradacion de la matriz durante la digestion gastrointestinal. Influencia de
las condiciones de simulacion de la fase intestinal.

El analisis estadistico puso de manifiesto la existencia de diferencias significativas
debidas a la interaccion entre el método de preparacién (cocido, escalfado y tortilla) y
la concentracion de kreon®, tal y como muestran la tabla de interaccion (tabla 3.2).

Durante la digestién gastrointestinal tiene lugar una degradacion gradual de la
matriz alimento que ayuda a la liberacion de los macro y micronutrientes. Este
fendmeno resulta de especial relevancia en matrices semisélidas o sélidas como es
el caso del huevo cocinado. La figura 3.2 presenta el indice de degradacién de la
matriz (IDM) (%) de los distintos tipos de huevo (cocido, escalfado y tortilla) al final de



la digestién in vitro para las cuatro concentraciones de kreon® ensayadas (mg
kreon®/ mL) y unas condiciones de insuficiencia pancreatica (pH intestinal 6 y [bilis] 1
mM). Se puede observar un aumento del IDM (%) en todos los tipos de huevo
conforme aumentd la concentracion de enzimas presentes en la fase intestinal. Al
comparar las muestras entre si, los resultados indican un mayor IDM del huevo
escalfado para una misma concentracion de pancreatina en comparaciéon al huevo
cocido y tortilla (p<0,05). Esto no ocurre para la maxima concentracion de kreon®
(0,95 mg/ mL), para la que el huevo cocido alcanza un IDM similar al escalfado.

Puede apreciarse, que la tortilla presentd una menor degradacion que las otras
dos matrices a cualquier concentracidén de enzima.

100 - Huevo cocido (HC)
90 - Huevo escalfado (HE)
80 - Tortilla (HT)

70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 1
10 A

IDM (%)

0,24 0,48 0,71 0,95
Concentracién kreon® (mg/ mL)

FIGURA 3.2. indice de degradacion de la matriz (IDM) (%) del huevo cocido (HC), huevo
escalfado (HE) y tortilla (HT) a distintas concentraciones de kreon® (mg/ mL), pH intestinal 6 y
concentracién biliar 1 mM. a-f: letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos
homogéneos para un nivel de significacion del 95% (p<0,05).

TABLA 3.2. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p<0,05) para el tipo de
muestra (HC, HE y HT) y la concentracién de kreon® (mg/ mL) para la variable respuesta
indice de degradacidn de la matriz (IDM (%)). Estos resultados corresponden a una digestién
in vitro llevada a cabo a pH 6 y concentracion biliar de 1 mM.

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Razoén-F Valor-P
PRINCIPALES Cuadrados libertad Medio

A: mg kreon®/ mL 8590,1 3 2863,37 129,48 0,0000
B: Muestra 9760,75 2 4880,37 220,69 0,0000
INTERACCIONES

AB 787,464 6 131,244 5,93 0,0007

En la figura 3.3 puede observarse que, para una misma concentracién de kreon®
(0,48 mg/ mL), la influencia del pH y [bilis] dependié del tipo de procesado. El analisis
estadistico confirmé la significacion estadistica (p<0,05) de la interaccién tipo de
muestra-concentracion biliar (tabla 3.3). De forma que, los valores de IDM (%)
obtenidos en el caso del huevo escalfado se situaron alrededor al 70% con
independencia del pH intestinal y concentracion biliar. Sin embargo, en el caso de la
tortilla y el huevo cocido se observo un aumento de la degradacion de la matriz para
los valores mas altos de pH y concentracion biliar, siendo este efecto mas acusado
en el caso del huevo cocido.

En el caso del huevo cocido, la cocciéon durante 10 min y 100 °C provoco la
desnaturalizacidén de las proteinas presentes en la clara y en la yema, y su completa
solidificacién. La desnaturalizacién de las proteinas depende de la temperatura y del
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tiempo de tratamiento térmico al que son sometidas (Matsudomi, Takahashi y Miyata
2001). La ovoalbumina, proteina mayoritaria en la clara, se desnaturaliza a una
temperatura de 80 °C. En cambio, las proteinas mayoritarias de la yema, proteinas
plasmaticas como la livetina y LDL (Light Densinty Lipoprotein), son muy sensibles al
calor y juegan un papel importante en la gelificacion de la yema. La lecitina también
presente en la yema presenta a su vez capacidad emulsificante. De hecho, a
temperaturas superiores a 64 °C empieza a aumentar la viscosidad y a producirse la
desnaturalizacion proteica de las mismas. Esta desnaturalizacion ocurre también en
la tortilla, y unida a la homogeneizacion por batido previa a su coccidon, podria
explicar que la estructura generada sea mas compleja (mayor interaccion entre
proteinas y otros macronutrientes que en el huevo cocido), y por tanto mas dificil de
degradar que en el caso del huevo cocido. En este ultimo caso, la muestra no fue
sometida a ninguna homogeneizacion previa de modo que fue mas accesible durante
la digestion, hecho que se vio acentuado tanto para un mayor pH como para una
mayor concentracion biliar. Sin embargo, y tal y como se ha comentado
anteriormente, el escalfado, tratamiento térmico menos severo (4 min, 100°C), y por
tanto causante de una estructura de gel débil emulsionada en comparacién con el
cocido o la tortilla es degradado con facilidad durante el proceso digestivo, con
independencia del pH intestinal y concentracion biliar, si bien el kreon® favorece este
fendmeno.
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Huevo cocido (HC) Huevo escalfado (HE) Tortilla (HT)
Tipos de huevo cocinado

FIGURA 3.3. indice de degradacién de la matriz (IDM) (%) del huevo cocido (HC), huevo
escalfado (HE) y tortilla (HT) a distintas concentraciones de sales biliares (1 6 10 mM ) y pH
(6 6 7), concentracion de kreon® de 0,48 mg/ mL. a-f: letras diferentes indican diferencias
significativas entre grupos homogéneos para un nivel de significacion del 95% (p<0,05). Barras solidas

se corresponden con pH 6 — 1 mM; barras ralladas pH 6 — 10 mM; barras con borde sélido pH 7 — 1 mM;
barras con puntos pH 7 — 10 mM.

—
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TABLA 3.3. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p<0,05) para el tipo de
muestra (HC, HE y HT), el pH y la concentracién biliar (mM) para la variable respuesta indice
de degradacion de la matriz (IDM (%)). Estos resultados corresponden a una digestion in vitro
llevada a cabo con una concentracion de kreon® de 0,48 mg/ mL.

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Razoén-F Valor-P
PRINCIPALES Cuadrados libertad Medio

A: Muestra 9594,87 2 4797 ,44 149,76 0,0000
B: pH 522,434 1 522,434 16,31 0,0005
C: Bilis (mM) 1757,0 1 1757,0 54,85 0,0000
INTERACCIONES

AC 1725,34 2 862,67 26,93 0,0000
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3.3. Influencia de las condiciones de simulacion de la fase intestinal
sobre la extension de la protedlisis.

La digestion de las proteinas comienza en el estbmago para luego continuar en la
parte ileal del intestino delgado. La pepsina, enzima encargada de iniciar el proceso
de hidrdlisis proteica, estd activa gracias al HCl segregado en el estobmago. La
pepsina hidroliza aproximadamente el 15 % de las proteinas de la dieta en
aminoacidos y péptidos de bajo peso molecular. Una vez en el intestino delgado, las
enzimas pancreaticas encargadas de la protedlisis (tripsina, quimiotripsina y
carbopeptidasa) contintan el proceso de hidrdlisis (Griffiths, 2014). No todas las
proteinas son absorbidas como aminoacidos libres, de hecho los dipéptidos y los
tripéptidos tienen un mecanismo de absorcién mas rapido que éstos (Griffiths, 2014).

La figura 3.4 muestra la extensién de la protedlisis tras las fases gastrica e
intestinal en funcién de la concentracion de kreon® (mg/mL) y a pH intestinal de 6 y
concentracién biliar de 1mM. Como cabia de esperar, e independientemente del tipo
de huevo, una pequefia parte de la protedlisis ocurrié durante la fase gastrica
(alrededor de 14% para el huevo escalfado, 9% para el huevo cocido y un 25% para
la tortilla). Al final de la digestion (finalizada la etapa intestinal) en cambio, la
protedlisis alcanzada oscilé6 entre un minimo y maximo del 40 y 90 % aprox., en
funcién del tipo de procesado y de la concentracién de pancreatina (tabla 3.4).

100 7 ®Huevo cocido (HC)
90 1 ®Huevo escalfado (HE)
80 1 ®Tortilla (HT)

70 A
60 -
50 A
40 A
30 A
20 A
10

0 T T T T 1

0 0,24 0,48 0,71 0,95
Concentracion kreon® (mg/ mL)
FIGURA 3.4. Extension de la protedlisis (g BSA/ 100 g proteina) del huevo cocido (HC),
huevo escalfado (HE) y tortilla (HT) tras las etapas gastrica (0) e intestinal a distintas
concentraciones de kreon® (mg/ mL), pH intestinal de 6 y concentracion de sales biliares de 1
mM. a-i: letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos homogéneos para un nivel de
significacion del 95% (p<0,05).

Protedlisis (g BSA/ 100 g proteina)

TABLA 3.4. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p<0,05) para el tipo de
muestra (HC, HE y HT) y la concentracién de kreon® (mg/ mL) para la variable respuesta
extension de la protedlisis (g BSA/ 100 g proteina) .Estos resultados corresponden a una
digestion in vitro llevada a cabo a pH 6 y concentracion biliar de 1 mM.

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Razoén-F Valor-P
PRINCIPALES Cuadrados libertad Medio

A: Muestra 2913,73 2 1456,86 81,00 0,0000
B: mg kreon®/ mL 4483,05 3 1494,35 83,08 0,0000
INTERACCIONES

AB 863,782 6 143,964 8,00 0,0001
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El tipo de procesado, y por tanto la estructura generada debida al mismo, asi
como los cambios quimicos generados en las proteinas, afectaron significativamente
a la cantidad de proteina digerida durante la etapa gastrica (p<0,05), siendo la
estructura de la tortilla la que favoreceria una mayor protedlisis. Al final de la
digestion, sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en la protedlisis
alcanzada entre la tortilla y el huevo cocido, pero si entre éstos y el huevo escalfado
(p<0,05) a una misma concentracion pancreatica. Es importante destacar que una
mayor concentraciéon de kreon® aumenté la protedlisis en todos los casos, y en
especial en el huevo escalfado a la concentracién de 0,95 mg/ mL. En este caso, el
tratamiento mas suave tuvo como consecuencia una menor desnaturalizacion y
gelificacion de las proteinas que en los otros dos tipos de procesado. El mayor
aumento de temperatura durante el cocinado del huevo cocido y la tortilla pudo
conllevar a una menor solubilizacién de las mismas y a un aumento de la viscosidad,
asi como a la formacion de agregados y a una posterior gelificacion debida a las
interacciones hidrofébicas y la formacion de enlaces disulfito (Guilmineau y Kulozik,
2006; Kiosseoglou y Paraskevopaulou, 2005). Los resultados obtenidos indican que
una menor desnaturalizacion y gelificacion proteica le confiere a la matriz una mayor
facilidad para ser digerida durante la etapa intestinal.

La figura 3.5 muestra la extensién de la protedlisis para una misma concentracion
de kreon® (0,48 mg/ mL) a diferentes condiciones de pH intestinal (6 y 7) y
concentracion biliar (1 y 10 mM). Se observa un ligero incremento de la hidrolisis
proteica al aumentar el pH de 6 a 7 en el caso del huevo escalfado y en tortilla, asi
como al aumentar la concentracion biliar en el huevo cocido. Si se comparan
unicamente los resultados a pH 6-1 mM bilis (insuficiencia pancreatica) con pH 7-10
mM de bilis (sujeto sano), la digestibilidad de las proteinas parece estar condicionada
en insuficientes pancreaticos uUnicamente en el caso del huevo cocido,
recomendandose sin embargo, el consumo de huevo escalfado frente a cocido y en
tortilla por presentar el mayor nivel de digestibilidad en condiciones de pH 6 y 1 mM
de bilis (tabla 3.5).

100 -
90 H
80 A 9
70 1 f == def cde

60 - cd ab cd a bc
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Huevo cocido (HC) Huevo escalfado (HE) Tortilla (HT)

Tlpos de huevo cocinado

Proteodlisis ( g BSA/ 100 g proteina)

FIGURA 3.5. Extension de la protedlisis (g BSA/ 100 g proteina) de los distintos tipos de
huevo, cocido (HC), escalfado (HE) y tortilla (HT) a distintas concentraciones de sales biliares
(1610 mM )y pH (6 6 7), concentracion de kreon® de 0,48 mg/ mL. a-g: letras diferentes
indican diferencias significativas entre grupos homogéneos para un nivel de significacion del 95%
(p<0,05). Barras sodlidas se corresponden con pH 6 — 1 mM; barras ralladas pH 6 — 10 mM; barras con
borde soélido pH 7 — 1 mM; barras con puntos pH 7 — 10 mM.
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TABLA 3.5. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p<0,05) para el tipo de
muestra (HC, HE y HT), el pH y la concentracion biliar (mM) para la variable respuesta
extension de la protedlisis (g BSA/ 100 g proteina). Estos resultados corresponden a una
digestion in vitro llevada a cabo con una concentracion de kreon® de 0,48 mg/ mL.

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

A: Muestra 1446,6 2 723,298 45,65 0,0000
B: pH 431,582 1 431,582 27,24 0,0000
C: Bilis (mM) 3,66249 1 3,66249 0,23 0,6350
INTERACCIONES

AC 1143,82 2 571,912 36,09 0,0000

3.4. Influencia de las condiciones de simulacion de la fase intestinal sobre la
extension de la lipdlisis .

La lipdlisis es el proceso de degradacion enzimatica que experimentan las grasas
del alimento para poder ser absorbidas en el intestino delgado. La grasa en los
alimentos se encuentran mayoritariamente en forma de triglicéridos (TTG) que son
un complejo glicerol y tres &acidos grasos (AG) (Griffiths, 2014). Los TTG se
encuentran almacenados en forma de gotitas (micelas) sobre las que actuara la
lipasa. Esta enzima se encarga de hidrolizar los enlaces éster en C1 6 C3, liberando
un AG y dejando un diacilglicerol (DAG) unido a los otros dos AG. A continuacion, la
diaglicerol liapasa libera al segundo AG, dejando un monoglicerido (MAG) unido al
otro AG, que finalmente serd liberado por la monoglicerol lipasa (Vanbergen, 2013).

La extension de la lipdlisis a las diferentes concentraciones de kreon® ensayadas
(mg kreon®/ mL), pH intestinal de 6 y concentraciéon biliar de 1mM se ha
representado en la figura 3.6 para cada uno de los tipos de huevo digeridos. Tal y
como ocurre con la protedlisis, la mayor digestibilidad, en este caso de la grasas,
tuvo lugar para el huevo escalfado, aumentando conforme lo hizo la concentracién de
kreon®, obteniéndose valores de lipdlisis del 100 % a una concentraciéon de kreon®
del 0,71 mg/mL. Una vez mas, pudo comprobarse como el menor nivel de
desnaturalizacion y gelificacion de la matriz proteica en el huevo escalfado, facilité el
acceso al sustrato, en este caso grasa, por parte de la lipasa pancreatica. Asi mismo,
también se observd un efecto significativo de la concentracion del suplemento
enzimatico en el caso del huevo cocido si bien en la tortilla no se produjo un aumento
significativo de la lipdlisis al aumentar la concentracion de kreon® (tabla 3.6).

Claramente la solidificacion de la matriz en estos casos, y el batido inicial con la
rotura del glébulo graso, estarian dificultando la digestion de las grasas. La
desestructuracion seguida de un tratamiento térmico podria haber generado una red
proteica donde se intercala los glébulos lipidicos quedando encerrados en el interior
de la misma dificultando la bioaccesibilidad de los lipidos.

Para una mayor superficie especifica, y por tanto una mayor digestién lipidica es
necesario que las proteinas puedan colocarse en la interfase estabilizando asi la
emulsion. En teoria, la desnaturalizacién proteica conlleva a una mayor flexibilidad de
las proteinas que su vez les permite ser absorbida en la interfase, (Croguennec et
al., 2007; Perez, Andermatten, Rubiolo y Santiago, 2014; Sponton et al., 2015 a;
2015 b). Sin embargo, en un estudio sobre emulsiones de yema de huevo se vio que
a medida que el grado de desnaturalizacién aumentaba, se incrementaba el tamafio
de gota y su viscosidad (Dixon y Cotterill, 1981; Denmat, Anton y Gandemer, 1999;
Guilmineau y Kulozik, 2006). Esto justifica el hecho de que para el huevo cocido y en
tortilla, se generara una menor lipolisis.
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FIGURA 3.6. Extension de la lipdlisis (%) para los distintos tipos de procesado: huevo
cocido (HC), huevo escalfado (HE) y tortilla (HT) tras las etapas gastrica e intestinal a
distintas concentraciones de kreon® (mg/ mL), pH intestinal de 6 y concentracién de sales
biliares de 1 mM. a-f: letras diferentes indican diferencias significativas entre grupos homogéneos para
un nivel de significacion del 95% (p<0,05).

TABLA 3.6. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p<0,05) para el tipo de
muestra (HC, HE y HT) y la concentracién de kreon® (mg/ mL) para la variable respuesta
extension de la lipdlisis (%) .Estos resultados corresponden a una digestion in vitro llevada a
cabo a pH 6 y concentracion biliar de 1 mM.

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Razoén-F Valor-P
PRINCIPALES Cuadrados libertad Medio

A: mg kreon®/ mL 9521,37 3 3173,79 75,58 0,0000
B: Muestra 7821,82 2 3910,91 93,14 0,0000
INTERACCIONES

AB 4126,97 6 687,829 16,38 0,0000

La influencia del pH intestinal (6 y 7) y concentracién biliar (1 y 10 mM), a una
concentracion fija de kreon® de 0,48 mg/ mL, sobre la extensién de la lipdlisis en
huevo cocinado se puede observar en la figura 3.7. El papel de las sales biliares fue
esencial en la emulsificaciéon de la matriz ayudando a que las lipasas accediesen a la
superficie interfacial de los lipidos y por ende, aumentando de forma importante la
hidrolisis de las grasas, en los dos tipos de huevo en los que el acceso al sustrato
por parte de la lipasa esta mas comprometido, cocido y tortilla. En el caso del huevo
escalfado, la extension de la lipdlisis se situé entre un 60-80 % con independencia de
la concentracion biliar pero si ligeramente del pH. Esto podria deberse al hecho de
que la solidificacion de la yema evita la accion emulsificante propia de la lecitina, de
modo que le afecta en mayor medida la presencia de un agente emulsificante
externo. La tabla 3.7 muestra la interaccidon entre el tipo de muestra y la
concentracion biliar obtenida del analisis estadistico, no siendo significativa la
interaccion matriz alimento-pH intestinal.
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FIGURA 3.7. Extension de la lipdlisis (%) de los distintos tipos de huevo, cocido (HC),
escalfado (HE) y tortilla (HT) a distintas concentraciones de sales biliares (1 6 10 mM ) y pH
(6 6 7), concentracion de kreon® de 0,48 mg/ mL. a-e: letras diferentes indican diferencias
significativas entre grupos homogéneos para un nivel de significacion del 95% (p<0,05). Barras solidas
se corresponden con pH 6 — 1 mM; barras ralladas pH 6 — 10 mM; barras con borde sélido pH 7 — 1 mM;
barras con puntos pH 7 — 10 mM.

TABLA 3.7. Tabla resumen obtenida en el ANOVA multifactorial (p<0,05) para el tipo de
muestra (HC, HE y HT), el pH y la concentracion biliar (mM) para la variable respuesta
extension de la lipdlisis (%). Estos resultados corresponden a una digestion in vitro llevada a
cabo con una concentracion de kreon® de 0,48 mg/ mL.

EFECTOS Suma de Grados de Cuadrado Razoén-F Valor-P
PRINCIPALES Cuadrados libertad Medio

A: Muestra 1065,52 2 532,761 2,58 0,0967
B: pH 30,514 1 30,514 0,15 0,7041
C: Bilis (mM) 6991,74 1 6991,74 33,85 0,0000
INTERACCIONES

AC 4244 .45 2 2122,23 10,27 0,0006

Las micrografias recogidas en la figura 3.8 permiten comparar el nivel de grasa
digerida al final de la digestion gastrointestinal en las diferentes condiciones
ensayadas. Es claramente apreciable la influencia de la concentracion kreon® sobre
el fendmeno de lipdlisis al observarse un incremento de la presencia de grasa
digerida en las micrografias de huevo cocido y escalfado, aunque en este ultimo caso
la grasa ya estaria emulsionada antes de la digestion por el papel emulsificante que
ejerce la lecitina de la yema del huevo. En el caso de la tortilla, al haber sido
sometida a un batido previo al cocinado, los glébulos de grasa presentan un menor
tamafo que en las otras muestras y encontrdndose ya emulsionados y poco
accesibles para la enzima debido al tratamiento térmico posterior. Por ello, se
observa una menor proporcion de grasa digerida que para los otros dos tipos de
huevo, hecho que justifica los resultados comentados anteriormente.
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FIGURA 3.8. Micrografias de microscopia optica de los tres tipos de huevo cocido (HC),
escalfado (HE) y tortilla (HT) tras el cocinado y la digestion in vitro con distintas
concentraciones de kreon® (mg/ mL), pH intestinal de 6 y concentracion de sales biliares de 1
mM (20x). Los gldbulos grasos aparecen tefidos con red oil. Letras entre paréntesis indican la
concentracion de kreon® (mg/ mL). (a): O; (b): 0,24; (c): 0,48; (d): 0,71; (e): 0,95.

4. CONCLUSIONES

En el presente estudio se utiliz6 un modelo de digestion in vitro gastrointestinal
con el fin de evaluar la eficacia de distintas dosis de suplemento enzimatico Kreon®
sobre la extension de la lipdlisis y protedlisis en muestras de huevo procesado
(escalfado, cocido y en tortilla) y condiciones fisiolégicas variables de la etapa
duodenal (pH 6/7; [bilis] 1/10 mM). Los resultados obtenidos muestran que el tipo de
cocinado, influye significativamente en la degradacion de la matriz, estando ésta
determinada tanto por el grado de protedlisis como por el de lipdlisis.

La extension de la protedlisis aumentdé al aumentar la dosis de kreon®
alcanzandose el 100 % de la misma, para la mayor concentracion de la enzima, en el
caso del huevo escalfado y condiciones duodenales de pH 6 y [bilis] 1 mM. En
cambio, las proteinas del huevo cocido y de la tortilla, resultaron ser menos digeribles
con unos porcentajes maximos del 60 %.
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Del mismo modo, en condiciones duodenales de pH 6 y [bilis] 1 mM, la hidrdlisis
lipidica en el huevo escalfado aumenté segun lo hizo la dosis de kreon® hasta un
100 % a la mayor concentracién del suplemento. Sin embargo, en el huevo cocido y
en la tortilla, la lipdlisis resulté menor (42 % y 62 % respectivamente). Ademas, en
estos dos productos, el aumento de pH y de concentracion biliar durante la etapa
intestinal (7/10 respectivamente), se tradujo en un mayor rendimiento del kreon®,
con valores de lipdlisis entre 75-100 %, para una concentracién constante de kreon®
(2000 UL / g grasa).

Asi pues, de los tres tipos de huevo procesado estudiados en el presente trabajo,
el huevo escalfado seria el mas recomendable para personas que cursan con
insuficiencia pancreatica, puesto que presenta la mayor digestibilidad de grasa vy
proteina. Seria interesante el estudio adicional de la accesibilidad y biodisponibilidad
de compuestos bioactivos del huevo, como por ejemplo los carotenoides, dada su
naturaleza liposoluble.
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