SN

?Iﬁ
5|
*

(e O\ UNIVERSITAT
“ POLITECNICA
DE VALENCIA

==

Escuela Técnica Superior
de Ingenieria Agronémica y del Medio Natural

UNIVERSIDAD POLITECNICA DE VALENCIA

ESCUELTA TECNICA SUPERIOR DE INGENIERIA
AGRONOMICA Y DEL MEDIO NATURAL

DESARROLLO DE UN SISTEMA DE DIGESTION
IN VITRO PARA LA DETERMINACION DE LA

BIOACCESIBILIDAD

BIOACTIVOS.

TRABAJO FIN DE GRADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS

ALIMENTOS.

DE

Curso académico: 2018-2019

Valencia, febrero 2019

Autora: Andrés Andrés, Alicia
Tutora: Garcia Segovia, Purificacion

Segunda tutora: Garcia Martinez, Eva

Directora Experimental: Uribe Wandurraga, Zaida Natalia

[eree;

COMPONENTES



DESARROLLO DE UN SISTEMA DE DIGESTION IN VITRO PARA LA
DETERMINACION DE LA BIOACCESIBILIDAD DE COMPONENTES

BIOACTIVOS.
Valencia, febrero de 2019.

Resumen

Las frutas, y en general los alimentos de origen vegetal, juegan un papel fundamental en la
dieta puesto que, ademds de suministrar nutrientes, contienen sustancias no nutritivas,
también denominados compuestos bioactivos, los cuales pueden tener efectos fisioldgicos
beneficiosos, al modular funciones corporales especificas. A raiz de los estudios que vinculan
estos compuestos directamente con la salud, la industria alimentaria desarrolla nuevos
alimentos que incorporan compuestos bioactivos en su formulacion. No obstante, para que los
compuestos bioactivos incorporados ejerzan su actividad bioldgica, no solo deben ser
incorporados, sino que, ademas, deben ser susceptibles de atravesar la barrera intestinal, es
decir, ser bioaccesibles para el organismo. La medida de la bioaccesibilidad de un compuesto
puede obtenerse con digestiones in vitro e in vivo. Estas Ultimas se realizan con seres vivos y
requieren estudios epidemioldgicos complejos, sin embargo, las digestiones in vitro, a pesar de
ser menos exactas, reproducen las condiciones fisioldgicas bajo las que tiene lugar la digestidn
humana, de un modo flexible y reproducible. Con todo esto, el objetivo de este trabajo fue
desarrollar un sistema de digestidon in vitro que permita medir la bioaccesibilidad de
compuestos bioactivos, concretamente en alimentos liquidos. El protocolo de digestion in vitro
se desarrollé con zumo de naranja y con una suspensién de microalga, para los que se estudié
la evolucidn de los compuestos fendlicos totales y de la actividad antioxidante en cada una de
las etapas de la digestion, y se determind su bioaccesibilidad. Debido al estado fisico de los
alimentos, la digestion comenzé directamente con la fase gastrica. Tanto en la fase gdstrica
como en la intestinal, se adecuaron las condiciones de pH y temperatura a las dptimas de las
enzimas correspondientes, pepsina y bilis-pancreatina, respectivamente. La absorcidon de
nutrientes en la fase intestinal se simulé a través de una membrana de didlisis. Los resultados
obtenidos para ambas muestras mostraron que los compuestos fendlicos disminuyeron
significativamente un 20% durante la etapa de digestion gastrica. La fase intestinal afectd de
distinta manera a dichos compuestos dependiendo de la muestra. Asi se observé una pérdida
significativa de fenoles totales del 47% en el zumo de naranja y un aumento del 34% en la
suspension de microalga, respecto al contenido inicial. En la fraccion dializada se observd un
contenido en fenoles totales de 13,32 + 0,26 mg acido gélico/ 100 mL en el zumoy de 478,56 *
78,75 mg 4acido galico/100 g en la microalga, lo que supuso una bioaccesibilidad de un 21% y
40%, respectivamente. La evolucién de la actividad antioxidante en el zumo de naranja a lo
largo de la digestidn in vitro fue similar a la observada en los fenoles totales, sin embargo, la
disminucion observada en la actividad antioxidante de la suspension de microalga, hace
suponer que otros compuestos fitoquimicos presentes en la microalga no estudiados en este
trabajo, como son los carotenoides, pueden estar afectando a la misma.

Palabras clave
Digestion in vitro, bioaccesibilidad, fenoles totales, actividad antioxidante, naranja, microalga.

Autora: Andrés Andrés, Alicia

Tutora: Garcia Segovia, Purificacion

Cotutora: Garcia Martinez, Eva

Directora Experimental: Uribe Wandurraga, Zaida Natalia



DESENVOLUPAMENT D’UN SISTEMA DE DIGESTIO /N VITRO PER A LA

DETERMINACIO DE LA BIOACCESSIBILITAT DE COMPONENTS BIOACTIUS.
Valéncia, febrer de 2019.

Resum

Les fruites, i en general els aliments d'origen vegetal, juguen un paper fonamental en la dieta
ja que, a més de subministrar nutrients, contenen substancies no nutritives, també
denominades compostos bioactius, els quals poden tindre efectes fisiologics beneficiosos, al
modular funcions corporals especifiques. Arran dels estudis que vinculen aquest compostos
directament amb la salut, la industria alimentaria desenvolupa nous aliments que incorporen
compostos bioactius en la seua formulacié. No obstant aixo, perquée els compostos bioactius
incorporats exercisquen la seua activitat biologica, no sols han de ser incorporats, sind que, a
més, han de ser susceptibles de travessar la barrera intestinal, és a dir, ser bioaccessibles per a
I'organisme. La mesura de la bioaccessibilitat d'un compost pot obtindre's amb digestions in
vitro i in vivo. Estes Ultimes es realitzen amb éssers vius i requerixen estudis epidemiologics
complexos, no obstant aix0, les digestions in vitro, a pesar de ser menys exactes, reproduixen
les condicions fisiologiques sota les que té lloc la digestié humana, d'una manera flexible i
reproduible. Amb tot a¢o, I'objectiu d'este treball va ser desenvolupar un sistema de digestid
in vitro que permeta mesurar la bioaccessibilitat de compostos bioactius, concretament en
aliments liquids. El protocol de digestid in vitro es va desenvolupar amb suc de taronja i amb
una suspensio de microalga, per als que es va estudiar I'evolucié dels compostos fenolics totals
i de I'activitat antioxidant en cada una de les etapes de la digestid, i es va determinar la seua
bioaccessibilitat. A causa de l'estat fisic dels aliments, la digestié va comencar directament
amb la fase gastrica. Tant en la fase gastrica com en la intestinal, es van adequar les condicions
de pH i temperatura a les Optimes dels enzims corresponents, pepsina i bilis-pancreatina,
respectivament. L'absorcié de nutrients en la fase intestinal es va simular a través d'una
membrana de dialisi. Els resultats obtinguts per a ambdues mostres van mostrar que els
compostos fenolics van disminuir significativament un 20% durant I'etapa de digestié gastrica.
La fase intestinal va afectar de distinta manera al compostos citats depenent de la mostra. Aixi,
es va observar una pérdua significativa de fenols totals del 47% en el suc de taronja i un
augment del 34% en la suspensié de microalga, respecte al contingut inicial. A la fraccid
dialitzada es va observar un contingut en fenols totals de 13,32 + 0,26 mg acid gal-lic/ 100 mL
en el suci de 478,56 + 78,75 mg acid gal-ic/100 g en la microalga, la qual cosa va suposar una
bioaccessibilitat d'un 21% i 40%, respectivament. L'evolucié de I'activitat antioxidant en el suc
de taronja al llarg de la digestid in vitro va ser semblant a I'observada en els fenols totals, no
obstant aix0, la disminucié observada en I'activitat antioxidant de la suspensié de microalga, fa
suposar que altres compostos fitoquimics presents en la microalga no estudiats en aquest
treball, com sdn els carotenoides, poden estar afectant a la mateixa.
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DEVELOPMENT OF AN /N VITRO DIGESTION SYSTEM TO DETERMINE THE

BIOACCESSIBILITY OF BIOACTIVE COMPONENTS.
Valencia, February 2019

Abstract

Fruits, and in general foods of plant origin, play a fundamental role in the diet since, in addition
to supplying nutrients, they contain non-nutritive substances, also called bioactive compounds,
which can have beneficial physiological effects, by modulating specific bodily functions. As a
result of the studies that link these compounds directly with health, the food industry develops
new foods that incorporate bioactive compounds in their formulation. However, in order for
the incorporated bioactive compounds to exert their biological activity, not only must they be
incorporated, but they also must be able to pass through the intestinal barrier, that is, be
bioaccessible for the organism. The measurement of the bioaccessibility of a compound can be
obtained with digestions in vitro and in vivo. The latter are carried out with living beings and
require complex epidemiological studies; however, the in vitro digestions, although being less
exact, reproduce the physiological conditions under which human digestion takes place, in a
flexible and reproducible way. With all this, the aim of this work was to develop an in vitro
digestion system that allows to measure the bioaccessibility of bioactive compounds,
specifically in liquid foods. The in vitro digestion protocol was developed with orange juice and
with a suspension of microalgae, for which the evolution of the total phenolic compounds and
the antioxidant activity in each one of the stages of the digestion was studied, and its
bioaccessibility. Due to the physical state of the food, digestion started directly with the gastric
phase. In both the gastric and intestinal phases, the pH and temperature conditions were
adjusted to the optimum levels of the corresponding enzymes, pepsin and bile-pancreatin,
respectively. Nutrient’s absorption in the intestinal phase was simulated through a dialysis
membrane.The results obtained for both samples showed that the phenolic compounds
decreased significantly by 20% during the gastric digestion stage. The intestinal phase affected
these compounds differently depending on the sample. Thus, a significant loss of total phenols
of 47% in the orange juice and a 34% increase in the suspension of microalga was observed
with regard to the initial content. In the dialyzed fraction, a total phenol content of 13,32 +
0,26 mg gallic acid / 100 mL was observed in the juice and 478,56 + 78,75 mg gallicacid / 100 g
in the microalga, which meant a bioaccessibility of 21% and 40%, respectively. The evolution of
the antioxidant activity in the orange juice during the in vitro digestion was similar to that
observed in the total phenols, however, the decrease observed in the antioxidant activity of
the microalga suspension, suggests that other phytochemicals compounds present in the
microalga not studied in this work, such as carotenoids, may be affecting it.
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In vitro digestion, bioaccessibility, total phenolic compunds, antioxidant activity, orange,
microalga.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Digestion gastrointestinal

El proceso de digestiéon gastrointestinal se lleva estudiando desde hace mas de 300 afios
(Bornhorst & Singh, 2014). La simulacion de dicho proceso permite obtener informacion
diversa a la vez que util: la digestibilidad de alimentos, la liberacidon de nutrientes, evaluar la
absorcién de un alimento, el punto de liberacion de un ingrediente encapsulado o la
efectividad de un farmaco tras la modificacién por la accién de jugos gastrointestinales, entre
otros.

Los experimentos de simulacidn in vivo se realizan sobre seres vivos, bien con pacientes o con
animales. Este tipo de pruebas requieren gran cantidad de tiempo, y por tanto elevada
dotacidn econdmica, pero aportan informacién muy exacta del proceso de digestion (Boisen &
Eggum, 1991). Hay que tener en cuenta que se trata de una técnica muy compleja, puesto que
al estar tratando con seres vivos intervienen muchas variables; y es por tanto dificil de
estandarizar. Tanto es asi, que no siempre es posible llevarlo a cabo. También cabe destacar la
componente que en estos Ultimos afios esta adquiriendo relevancia: la ética de la
experimentacion con seres vivos. Es por ello que, en los ultimos afios, muchos grupos de
investigacion se han centrado en el desarrollo de modelos de digestion in vitro. Este concepto
se refiere de forma genérica a técnicas de ensayo realizadas en un laboratorio, bajo un
entorno y condiciones de ambiente controlado, fuera del organismo vivo (Rivas, 2014). Estos
sistemas deben ser capaces de reproducir las condiciones fisiolégicas bajo las que tienen lugar
la digestion humana, de un modo flexible, exacto y reproducible (Guerra et al.,, 2012). La
digestion in vitro, pese a sus limitaciones es capaz de aportar resultados precisos en poco
tiempo y de un modo mas econémico (Coles et al., 2005).

Revisando la literatura existente referente a digestiones in vitro, se observan diferencias
importantes que dependen principalmente: del componente concreto a analizar, la naturaleza
de la matriz alimentaria y la sofisticacién del modelo de digestion in vitro empleado. Pero a
pesar de ello, en lineas generales, simulan las condiciones de las distintas etapas del proceso
de digestién, poniendo en contacto el alimento en cuestién con una serie de fluidos
gastrointestinales simulados. Paralelamente se controlan otras variables como: la temperatura
corporal, los movimientos peristalticos, la adicion de enzimas o la absorcién de nutrientes.
(Hur, 2011).

1.1.1.-Fundamentos fisiolégicos del sistema digestivo humano (Guerra et al.,

2012)
La digestion humana es un proceso complejo y esencial para la salud. Mediante éste, los
alimentos ingeridos son transformados en sustancias quimicamente mas pequefias y sencillas.
Este proceso metabdlico facilita la asimilacion de nutrientes para su posterior funcidn
energética, plastica o reguladora. El tracto digestivo es el conjunto de dérganos huecos que
forman un largo y tortuoso tubo que va de la boca al ano (Rivas, 2014). El aparato digestivo
humano, mostrado en la Figura 1, es el conjunto de drganos que ayudan al cuerpo a
transformar y absorber los alimentos; incluye el tracto digestivo, asi como el higado y el
pancreas.
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Figura 1: Aparato digestivo humano. Fuente: Modificado de Centralx, 2019.

Durante el transcurso de la digestidon se distinguen dos procesos que ocurren de manera
simultdnea: la transformacidn mecdnica, que reduce el tamafio de particula y las
transformaciones enzimaticas, que provocan la hidrdlisis de macromoléculas en moléculas mas
pequefias, que seran absorbidas en el torrente sanguineo. La desintegracion de los alimentos
se lleva a cabo principalmente en la boca y estémago, mientras que la digestidon enzimaticay la
posterior absorcién tienen lugar en el intestino grueso y delgado.

La digestiéon comienza con la masticacidn o trituracién del alimento recién ingerido en la boca.
El alimento se mezcla con la saliva, que estd compuesta en un 99% de agua y cuya funcién es la
lubricacidn y proteccion de la superficie del resto del tubo digestivo. En comparacion, este
proceso dura muy poco tiempo.

Cuando finaliza la masticacién comienza la deglucidn, es decir, el paso del bolo alimenticio a
través del eséfago hacia el estdmago por peristalsis. Al llegar al estdmago se pone en contacto
con los jugos gastricos, compuestos por pepsina y lipasas, enzimas encargadas de la digestion
de proteinas y lipidos; y con el acido clorhidrico, capaz de bajar el pH desde 6-5 hasta 2, lo que
provoca la hidrélisis proteica.

En el estdmago cabe destacar la importancia de los movimientos peristalticos, ya que
contribuyen a romper las particulas de mayor tamafio, asi como a mezclar correctamente el
bolo alimenticio junto con los jugos gastricos. Cuando el estdbmago va a verter su contenido
hacia el duodeno, se generan contracciones mas intensas.

El duodeno es la primera porcion del intestino delgado, y es el tramo donde entra en contacto
el quimo acido junto con el bicarbonato, que neutraliza su pH hasta adecuarlo al 6ptimo de las
enzimas. También se mezcla con las secreciones biliar y pancreatica. Las sales biliares son las
encargadas de emulsionar las moléculas de grasa en otras mas pequefias para que puedan ser



transformadas por las lipasas pancredticas; mientras que las enzimas pancredticas son una
mezcla compleja de proteasas, amilasas y lipasas.

En el intestino delgado, ademds de fragmentar las moléculas en otras mas pequefias, también
se produce la absorcion de nutrientes y agua en los enterocitos, por difusidn simple, facilitada
y transporte activo. Asi mismo también hay actividad peristaltica.

Todo aquello que no se ha absorbido pasa al intestino grueso, donde se absorbe agua y
electrolitos del quimo, se fermentan los polisacdridos y las proteinas, se reabsorbe las sales
biliares y se forman, almacenan y eliminan las heces.

Cabe destacar la importancia del sistema hormonal y nervioso en la regulacién del vaciado
gastrico, el transito intestinal, asi como en la secrecidn de los diferentes fluidos.

La Tabla 1 muestra de un modo esquematico las acciones que tienen lugar en cada érgano, el
tiempo de residencia de los alimentos en dichos érganos, ademas de los jugos y enzimas que
actuan vy al pH que lo hacen.

Tabla 1. Resumen de los érganos y caracteristicas del tracto digestivo humano.

. , TIEMPO DE
ORGANO | ACCION RESIDENCIA pH JUGOS Y ENZIMAS
Masticar y mezclar conla | 10 segundos — Enzimas salivares: amilasa
Boca . . 5-7 - . .
saliva 1,5 minutos (ptialina) y lipasa lingual.
. Procclasfa\do enzimaticoy 15 minutos —3 Acido clorhidrico,
Estémago | mecanico del bolo 1-5 . . s
. . horas pepsina, y lipasa gastrica.
alimenticio
Intestino Fragmenta/uon de Bicarbonato sddico y
macromoléculas y 2-5 horas 6-7,5 | . L. .
delgado ., . jugos pancreatico y biliar.
absorcion de nutrientes.
Intestino Fermentaciéon microbiana
y reabsorcién de aguay 12-24 horas 5-7,5 | Microbiota.
Grueso . .
electrolitos del quimo

1.1.2. Simulacién de la digestion

Para diseifiar un modelo de digestién in vitro que se adapte a las necesidades del estudio y se
adecue a las posibilidades técnicas, se ha hecho una revision previa de los distintos modelos
existentes. Las diferencias entre ellos dependen principalmente de: el componente/s a
analizar, la naturaleza de la matriz alimentaria, asi como la sofisticacion del modelo empleado
(Hur et al., 2011). Dichas diferencias se hacen presentes en: el nimero de fases incluidas en la
digestion (boca, estomago, intestino delgado, intestino grueso), la composicién de los fluidos
empleados en cada etapa (enzimas, sales, soluciones tampon, etc.) y los pardmetros mecdnicos
(simulacién de movimientos peristalticos, trituracion, agitacion, homogenizacion,etc.)

i. Elecciéon de las enzimas
Las enzimas mds utilizadas son: pepsina, pancreatina, tripsina, quimiotripsina, peptidasas, a-
amilasas, lipasas, y sales biliares. En la Tabla 2 se muestran las enzimas mas utilizadas y su
actividad. En cada estudio se escogen aquellas que mas se adecuan a la digestion de los
componentes principales del alimento; por ejemplo, si un alimento es rico en almidén, pero
con un contenido nulo en lipidos, habrd que emplear a-amilasa y se podra prescindir de la
lipasa. Las enzimas empleadas generalmente provienen de animales.



Tabla 2. Clasificacion de las enzimas en funcion de las moléculas que digieren:

Moléculas que | Proteinas y/o | Lipidos Almidon
digieren péptidos
Pepsina Sales biliares | Amilasas
Enzimas Tripsina Lipasas Pancreatina
Peptidasas Quimitripsina

Pancreatina Pancreatina

En lo referente a la concentracién de las enzimas empleadas, existe una gran variedad, pero
cabe destacar que elevadas concentraciones enzimaticas se corresponden con una mayor
velocidad de digestion de los componentes alimentarios.

Por ultimo, mencionar que no se afiaden todas a la vez, si no de manera secuenciada,
simulando asi las diferentes etapas de la digestién (Hur et al., 2011). Esto también garantiza
gue cada enzima pueda trabajar en sus condiciones éptimas.

ii. Temperatura y tiempo
En cuanto a la temperatura de digestién no hay variacién entre los distintos modelos, se
incuba a 372C (Gil-lzquierdo et al., 2001; Benlloch-Tinoco et al., 2015). En cambio, la duracion
de la digestidn si presenta pequefas variaciones, y estas dependen esencialmente de la
naturaleza de las muestras, en concreto, del tamafio de las moléculas. En la digestion humana,
las moléculas mas grandes permanecen mas tiempo en el estémago, puesto que deben reducir
su tamafio (hasta <1 mm) antes de acceder al intestino delgado (Hur et al., 2011).

iii. Equipos (Guerra et al., 2012)
En funciéon de la complejidad del equipo empleado, se distinguen, desde sistemas
monocompartimentados estaticos hasta sistemas dindmicos y multicompartimentados. Por lo
general aquellos mds complejos técnicamente, imitan mejor las condiciones de la digestién
humana; pero en funcidn del tipo de alimento, asi como del objetivo del estudio habrd que
elegir un sistema u otro.

e Sistemas monocompartimentados estaticos: La fase gastrica y la intestinal ocurren en
el mismo biorreactor. La digestion comienza a nivel gdstrico con el alimento
homogenizado, las enzimas requeridas y las condiciones de esta fase fijadas (pH 1-2 y

379C) y esto se incuba durante un periodo de tiempo que suele oscilar entre 1-3 horas.
Para pasar a la fase intestinal, simplemente se ajusta el pH y se afiaden las enzimas de
esta nueva fase. Entre los usos de este sistema destaca: la medida de la digestibilidad
de proteinas y almiddn; y la bioaccesibilidad de los bioactivos y contaminantes. Como
ventaja destaca su alto rendimiento, asi como su precio, ya que son los mads
econdmicos. A pesar de ello, estos sistemas no reproducen algunos de los procesos
clave de la digestion, como los continuos cambios de pH o las variaciones en la
secrecion de fluidos.

e Sistemas monocompartimentados dindmicos: Estos sistemas solventan algunos de los
inconvenientes planteados en los modelos estaticos, pero a su vez, son mas caros y
mas complejos a nivel técnico. Algunas de las funciones que pueden llevar a cabo son:
acidificacion progresiva del alimento (mediante adicién secuenciada de 4cido

clorhidrico), flujo progresivo de enzimas o la regulaciéon del vaciado gastrico. Hay
algunos equipos que distinguen entre las distintas partes del estémago e intestino. A
pesar de ser mas exactos que los modelos estaticos, tampoco reproducen los
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movimientos peristalticos. Los sistemas monocompartimentados dinamicos son
adecuados para el estudio de la fase gdstrica de la digestion.

e Sistemas bi- y multicompartimentados dindmicos: Simulan de un modo mucho mas
exacto la digestion humana. Son capaces de reproducir y monitorizar la temperatura,
los cambios de pH, la adicién de las enzimas, asi como la absorcion. Por lo general
simulan el estdmago y las tres partes del intestino delgado. Son los mas
estandarizados y validados para aplicaciones especificas como el estudio de Ia
actividad de productos antiacidos o la supervivencia de probidticos. Se han empleado
para numerosos estudios nutricionales, toxicoldgicos, farmacéuticos y microbiolégicos.

iv. Absorcion
El método empleado para simular el proceso de absorcion depende fundamentalmente del
objetivo final del estudio. Entre los distintos métodos destacan: dialisis, decantacion vy
centrifugacion.

El proceso de dialisis consiste en introducir dentro de una membrana con un determinado
tamano de poro (14000 daltons), la cantidad necesaria de disolucién de NaHCOs para alcanzar
en el exterior un pH de 7,5; e introducir esta membrana dentro un recipiente que contenga el
digesto gastrico. Este recipiente se incuba a 372C durante un tiempo determinado y cuando
alcanza pH 5 se adiciona la disolucién enzimatica. Tras el tiempo de incubacidn fijado, el fluido
contenido en la membrana incluird los compuestos bioactivos bioaccesibles (Gil-lzquierdo et
al., 2001). La didlisis es el método que mejor se aproxima a la absorcién real, puesto que
simula la capilaridad que ocurre en el intestino delgado (Rodriguez-Roque et al., 2013).

Otros autores emplean la centrifugacién como método para obtener la fraccién bioaccesible.
Tras realizar la digestiéon gastrointestinal, centrifugan el digesto y consideran que el
sobrenadante recoge los compuestos que son bioaccesibles en el intestino delgado y los
compuestos recogidos en el residuo, pertenecen a la fraccion que llega al intestino grueso.
Algunos autores complementan la centrifugacién con la filtracién del sobrenadante (Dinnella
etal., 2007).

1.2.- Bioaccesibilidad

1.2.1- Alimentos funcionales

El término alimento funcional surge en Japén a principios de los afios 80, y hace referencia a
aquellos alimentos que protegen la salud de los consumidores y contribuyen asi, a la reduccion
de los costes sanitarios derivados de tener una amplia poblacidn con elevada esperanza de
vida. (Arai, 1996). Para que un alimento pueda ser considerado como funcional debe haber
demostrado afectar de manera beneficiosa al organismo, ademas de por su perfil nutricional,
por presentarse de un modo que contribuya realmente a la mejora del estado de salud del
organismo (Plaza et al., 2009).

1.2.2.- Bioaccesibilidad
Tal y como se ha mencionado anteriormente, una de las principales aplicaciones de la
utilizacién de simuladores gastrointestinales es la determinacién de la bioaccesibilidad de los
distintos macronutrientes, micronutrientes y componentes bioactivos de los alimentos. Para
comprender el significado de bioaccesibilidad y no confundirlo con otros términos, se presenta
a continuacidén una revision de las distintas definiciones encontradas en bibliografia.

e Cantidad de nutriente disponible para absorberse en una forma fisiolégicamente util
(Van Campen & Glahn, 1999).



e Cantidad de un nutriente ingerido que esta disponible para ser absorbido por el
intestino tras la digestion. (Hedrén et al., 2002).

e Tendencia del compuesto a ser extraido de la matriz alimentaria, para posteriormente
ser absorbido por las células intestinales (Dinnella et al., 2007).

e Cantidad de un componente alimentario que estd presente en el intestino, como
consecuencia de la liberacion de la matriz alimentaria, y que es susceptible de
atravesar la barrera intestinal. (Saura-Calixto et al., 2007).

e Fraccion de alimento ingerido que ha sido liberado de la matriz alimentaria y que esta
disponible para la absorcion intestinal (Guerra et al., 2012).

En adelante, comprenderemos bioaccesibilidad como la cantidad de un componente
alimentario que esta presente en el intestino, como consecuencia de la liberacién de la matriz
alimentaria, y que es susceptible de atravesar la barrera intestinal (Saura-Calixto et al., 2007).

1.2.3.- Bioactividad
Por otro lado, la bioactividad es la capacidad de un compuesto activo de generar una
respuesta fisiolédgica determinada (Parada & Aguilera, 2007). Es decir, la actividad bioldgica
(por ejemplo, actividad antioxidante) que posee o poseen los compuestos activos al llegar a la
célula diana. Algunos de los compuestos bioactivos mds estudiados son los polifenoles y las
vitaminas.

Un ejemplo que pone de manifiesto y aclara las diferencias entre estos conceptos es la fibra
soluble. Segun las definiciones anteriores la fibra no seria biodisponible puesto que no se
absorbe, pero sin embargo es bioactiva pues tiene una clara actividad bioldgica sobre el
microbioma intestinal.

1.2.4.- Biodisponibilidad
Por ultimo, cabe destacar la existencia de otro término muy relacionado con la bioaccesibilidad
y la bioactividad, es la biodisponibilidad. Su significado esta estrechamente vinculado con los
anteriores y, ademads, en ocasiones, puede confundirse con bioaccesibilidad. La
biodisponibilidad se define como la fraccion de componente ingerido que se encuentra
disponible para su utilizacion en las funciones fisioldgicas normales. Normalmente la
biodisponibilidad se determina a través de los ensayos in vivo (Guerra et al., 2012).
La biodisponibilidad de los macronutrientes dada su importancia en las funciones en el
organismo (energética y plastica) suele ser elevada, llegando a superar el 90% de la ingesta.
Sin embargo, en el caso de micronutrientes (vitaminas y minerales) y otros componentes
activos o funcionales (carotenoides, flavonoides) hay grandes diferencias entre las
proporciones que se absorben y las que se utilizan (Holst & Williamson, 2008).
La Figura 2 pone de manifiesto de un modo esquematico la diferencia entre los términos
bioaccesible y biodisponible.
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Figura 2: Fracciones bioaccesible y biodisponible de los distintos componentes (Guerra et al.,
2012).

1.3.- Compuestos bioactivos

1.3.1.- Sustancias antioxidantes
Los compuestos con capacidad antioxidante son todos aquellos capaces de inhibir o retardar la
oxidacion de otras moléculas, inhabilitando la iniciacién o propagacién de las reacciones en
cadena de los radicales libres en el cuerpo humano. A su vez, los radicales libres, son todas
aquellas especies quimicas capaces de existir de forma independiente y que contienen uno o
mas electrones desapareados en su estructura, lo que les proporciona una alta reactividad
(Leos-Rivas et al., 2016).

Cuando los radicales libres estdn presentes en el organismo humano, son capaces de
secuestrar electrones de las macromoléculas bioldgicas (lipidos, carbohidratos, proteinas y
ADN). Esto provoca que los radicales libres participen en los mecanismos fisiopatoldgicos de
algunas enfermedades como: patologias cardiovasculares, procesos neurodegenerativos,



cancer, diabetes, etc. Ademas, también estdn implicados en otros procesos como el
envejecimiento (Leos-Rivas et al., 2016).

Puesto que los antioxidantes actian neutralizando en mayor o menor medida la actividad de
los radicales libres, han demostrado efecto beneficioso sobre todas las patologias generadas
por estas moléculas. Y como consecuencia de esto, ha crecido el interés entre los
consumidores por aumentar la ingesta dietética de antioxidantes, bien a través de alimentos
gue los contienen de forma inherente, o de alimentos que incorporan en su formulacién estas
sustancias.

1.3.2.- Polifenoles

Los compuestos fendlicos son el grupo mds extenso de sustancias no energéticas presentes en
los alimentos de origen vegetal (Quifiones et al., 2012). Recientemente, numerosos estudios
han demostrado que una dieta rica en polifenoles puede mejorar la salud y disminuir la
incidencia de enfermedades cardiovasculares (Saura-Calixto et al., 2007). Estos y otros de los
efectos beneficiosos de los polifenoles son debidos principalmente a sus propiedades
antioxidantes (Quifiones et al., 2012). Las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos
les permiten participar en distintas reacciones metabdlicas celulares de oxido-reduccion
(actividad antioxidante).

i. Origen, estructura y clasificacién de los polifenoles

Los polifenoles son todos aquellos compuestos presentes en la naturaleza que tienen como
caracteristica principal la presencia de uno o varios anillos fendlicos en su estructura. Son
sintetizados en grandes cantidades por las plantas, como producto de su metabolismo
secundario. Estos se clasifican en funcidon del nimero de anillos fendlicos y los elementos
estructurales de los mismos. Los grandes grupos de polifenoles son: estilbenos, lignanos,
alcoholes fendlicos y flavonoides (Quifiones et al.,, 2012). En la Figura 3 se muestra la
clasificacién de los polifenoles, sefialando los sustituyentes que corresponden a la estructura
concreta de algunos compuestos y numerando los dtomos de carbono del nucleo estructural
de los flavonoides.

CLASIFICACION DE LOS POLIFENOLES
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Figura 3: Nucleo estructural de los principales grupos de polifenoles. Fuente: Quifiones et al.,
2012.



ii. Metabolizacién de los polifenoles

La gran mayoria de los polifenoles estdn presentes en los alimentos de distintas formas que no
pueden ser absorbidas, como ésteres, glucdsidos o polimeros. Es por ello que, durante la
absorcién de los mismos, sufren modificaciones muy diversas. El metabolismo de los
polifenoles se produce a través de una secuencia de reacciones comun para todos ellos, que es
similar a la detoxificacién metabdlica que sufren muchos xenobidticos para reducir su
potencial efecto citotdxico: incrementar su hidrofobicidad y facilitar su eliminacién urinaria o
biliar (Quifiones et al., 2012). Como consecuencia de estos procesos, las formas que se
encuentran en el plasma y en los tejidos son muy distintas de las que estan presentes en los
alimentos, lo que dificulta la identificacién de sus metabolitos y la evaluacién de su actividad
bioldgica (Day &Williamson, 2001).

iii. Bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los polifenoles

Como se ha visto anteriormente los polifenoles tienen una serie de efectos beneficiosos para
la salud, pero para ejercer su actividad, deben encontrarse disponibles en los tejidos
requeridos. Por este motivo, las propiedades biolégicas de los polifenoles de un alimento
dependen de la absorcidn de estos a nivel gastrointestinal y de su posterior biodisponibilidad
(Saura-Calixto et al.,2007). Es decir, es posible que algunos alimentos tengan una elevada
concentracién de polifenoles, pero éstos tengan una baja bioaccesibilidad y por tanto una baja
biodisponibilidad. Consecuentemente, es de especial relevancia conocer la cantidad total de
polifenoles presente en un alimento o ingrediente.

1.4.- Frutas y microalgas.

Cada vez son mas las evidencias cientificas que muestran como el consumo, prolongado en el
tiempo, de alimentos ricos en compuestos bioactivos bien sea de manera natural o afiadidos
durante su formulaciéon, contribuye a la prevencién de numerosas enfermedades asociadas
con el estrés oxidativo (Pinazo et al., 2015).

Entre las fuentes habituales de antioxidantes de la dieta, destacan los alimentos de origen
vegetal, desde las frutas y hortalizas hasta los alimentos mas novedosos como las microalgas.

1.4.1.- Naranja y Zumo de Naranja
Segun el “Informe del consumo de alimentacidn en Espafia 2017 “en los hogares espafoles en
2017 se consumieron 419.684 miles de litros de zumos y néctares; lo que supone un consumo
per cépita de 9,2 litros. En lo referente al consumo de fruta fresca cada espafiol/a consumio
una media de 92 kilos de fruta fresca siendo la mds consumida la naranja (19,3%), seguida del
pldtano (12,5%) y la manzana (10,6%) (MAPA, 2018).

Las naranjas (Citrus x sinensis) y sus derivados son una fuente de compuestos bioactivos, entre
los que destacan: los carotenoides, como luteina y zeaxantina; los flavonoides, como
hesperidina, diosmina y narirutina; y vitamina C (Aschoff et al., 2015). Gran parte de las
propiedades beneficiosas del consumo de naranja son atribuidas a su contenido en estos
bioactivos. La realizacién de experimentos con animales, cultivos celulares y ensayos in vitro ha
permitido atribuir a los flavonoides citricos actividad antiinflamatoria, antitumoral,
antimutagénica, y diurética (Gil-lzquierdo et al., 2001). Ademas, la ingesta de zumo de naranja
en individuos con hipercolesterolemia mejora su perfil lipidico en sangre (Aschoff et al., 2015).
Por otra parte, también existen estudios epidemioldgicos que corroboran que el consumo
habitual de naranja, asi como otros vegetales contribuyen a la reduccion del riesgo de padecer
cancer (



1.4.2.- Microalga: Chlorella vulgaris (Plaza et al., 2009).
Actualmente se emplea una amplia variedad de compuestos bioactivos como polifenoles,
fitoesteroles, dacidos grasos poliinsaturados, etc. para formular alimentos funcionales.
Tradicionalmente estos compuestos se obtenian de: las plantas, el vino o los productos del
mar. Recientemente se han realizado diversos estudios cientificos que defienden el potencial
de las microalgas en la aportacidon de compuestos bioactivos.

Para la microalga Chlorella vulgaris ha sido probado su contenido en componentes bioactivos
entre los que destacan: las sustancias antioxidantes (luteina, o y B- carotenos), acido
ascorbico, a-tocoferoles y otras moléculas con capacidad de neutralizar radicales libres.
Respecto a la composicidn lipidica destacan los acidos oleico, palmitico y linolénico. En lo
referente a polisacaridos, destaca la presencia de fibra insoluble. Ademas, hay diversos autores
qgue han probado la capacidad de proteger el ADN y de prevenir del dafio celular causado por
los radicales hidroxilo, que tienen los péptidos de Chlorella vulgaris.

Este conjunto de compuestos bioactivos proporciona a Chlorella vulgaris una serie de
propiedades como: efecto antitumoral, propiedades hepatoprotectoras y antioxidantes, efecto
antibacteriano, actividad inmunoestimulante, y prevencién de las enfermedades relacionadas
con el estrés oxidativo como la arterosclerosis, el cadncer o los problemas coronarios, entre
otras.

Un aspecto clave en la composicién quimica de las microalgas, son los pardmetros de cultivo,
es decir, la composicidon de estos microorganismos varia considerablemente en funcién de los
factores ambientales de su cultivo: salinidad, temperatura del agua, luz, y nutrientes
disponibles. Muchos de estos factores a su vez, varian en funcién de la estacidn del afio; y
estos cambios provocan la inhibicién o estimulacién de la biosintesis de los distintos
bioactivos. Este aspecto posibilita el uso de las microalgas como bioreactores de compuestos
bioactivos.

Por todo esto, distintas empresas agroalimentarias estan apostando por el uso de las
microalgas como ingredientes. Segun un informe publicado por Credence Research (2016), se
espera que el mercado de las microalgas crezca a un ritmo del 5% entre 2016 y 2023, aio en
que alcanzard una cuota de mercado de 44,7 billones de dodlares. Dicho mercado serd
dominado por los productos nutraceuticos, seguido de alimentacién humana y animal (Batista
etal., 2017).
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2.- OBJETIVOS

El presente estudio tiene como objetivo principal el desarrollo de un protocolo de digestién in
vitro para alimentos liquidos, que permita fundamentalmente el andlisis de la bioaccesibilidad
de diferentes compuestos bioactivos.

Como objetivos secundarios, una vez puesto a punto el método se estudiara la evolucidn de
los compuestos fendlicos totales y de la actividad antioxidante en las diferentes etapas de la
digestidon y se establecerd la bioaccesibilidad de estos compuestos para las muestras de
estudio: zumo de naranja y suspension de microalga.
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3.- MATERIALES Y METODOS

3.1.- Propuesta de sistema de digestidn in vitro

3.1.1.-Consideraciones previas
A la hora de poner a punto un método que permitiera llevar a cabo la simulacién de la
digestion gastrointestinal hay que tener en cuenta una serie de puntualizaciones.

La puesta a punto del método se ha realizado empleando, siempre que ha sido posible, los
materiales y equipos ya disponibles en el laboratorio, puesto que el presupuesto para el
proyecto esta limitado. Por otro lado, es importante tener presente que se han desarrollado
dos protocolos para alimentos (zumo de naranja y suspension de microalga) muy distintos
entre ellos, en cuanto a composicidn se refiere: concentracion de azlcares, presencia y tipos
de 4cidos, pero que comparten el estado liquido.

La revisién exhaustiva de la bibliografia existente sobre los diferentes sistemas de simulacién
de la digestidn, descrita en la introduccién, pone de manifiesto que la seleccidén correcta del
método a emplear debe tener en cuenta la naturaleza de los alimentos o matrices alimentarias
gue vayan a ser estudiadas, los compuestos que van a ser evaluados y la actividad que quiere
medirse tras la digestidon. Teniendo en cuenta estas consideraciones se decidié poner a punto
el método descrito por Rodriguez-Roque et al., (2013), al cual se realizaron las modificaciones
necesarias para ajustar las condiciones en funcién de las caracteristicas del alimento.

Existen tres parametros cuyo control resulta indispensable, y estos son: la temperatura, el pHy
la agitacion de la muestra. Se debe mantener y garantizar que durante toda la digestion la
temperatura de la muestra sea de 372C; de no ser asi, las enzimas podrian bloquear su
actividad. En segundo lugar, es necesario el control y adecuacién del pH de la muestra a la fase
de digestion en la que se encuentre. Y por Ultimo cabe destacar que la muestra debe estar en
constante agitacidn, con el objetivo de garantizar el éptimo rendimiento de las enzimas.

3.1.2.-Protocolo de digestidon
Para escoger el disefio fisico que mejor se adapta al objetivo final de la digestién in vitro
(calculo de bioaccesibilidad), es preciso fijar primero las etapas que se van a simular:

e Fase oral: Puesto que ambos alimentos se encuentran en estado liquido se ha obviado
estd etapa a nivel mecanico. Asi mismo, teniendo en cuenta que la saliva estd
compuesta principalmente por amilasa, y que los alimentos a estudiar no tiene un
contenido destacado en hidratos de carbono complejos, también se ha prescindido de
esta fase a nivel enzimatico.

e Fase gastrica: El protocolo de digestidon para ambos productos (zumo y suspension de
microalgas) comienza en esta fase. Tras adicionar las enzimas elegidas, se acondiciona
el pH con ayuda de acido clorhidrico. En lo referente a la simulacion de los
movimientos peristalticos de esa fase, es importante resaltar que no se requiere una
rotura mecdnica del alimento, puesto que se trata de liquidos, por tanto, el Unico
objetivo de esta simulacidn es asegurar el correcto mezclado del alimento junto con el
fluido gastrico simulado (acido clorhidrico y enzimas)

e Fase intestinal (intestino delgado): Durante esta fase ocurre, tal y como se ha
detallado anteriormente, por un lado, tras la adecuacién de nuevo del pH, la digestién
enzimatica; y, por otro lado, la absorcidn de nutrientes. Por ello se dividira esta fase en
dos tramos: la digestidn enzimatica y la absorcién intestinal. Esta ultima se simula por
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dialisis, empleando una membrana con un tamafio de poro de 14000 daltons, (Sigma-
Aldrich, Alemania).

Dado que el objetivo es el cdlculo de la bioaccesibilidad y esta se obtiene con la
fraccién de digesto intestinal que atraviesa la membrana; la simulacion de lo que
ocurre en el intestino grueso no se considera para el presente estudio.

3.1.3.- Materiales

i. Muestras
Para la realizacidn del estudio se emplearon dos matrices alimentarias distintas:

e Zumo de naranja: El zumo fue adquirido en un supermercado de la ciudad de Valencia
que comercializa zumo recién exprimido de naranja (Citrus x sienensis, var. Navelina).
Desde que se adquirié en el supermercado hasta su andlisis, el zumo se almacené a
una temperatura controlada de 42C, no mas de 12 horas.

e Suspensién de Chlorella vulgaris: partiendo de un preparado de alga liofilizada
(AlgaEnergy, Espafia) se prepard una suspension acuosa al 1,5% (p/v).

Para garantizar la homogeneidad de las muestras, se les midid su pH (Consort, Bélgica) y al
zumo se le midié también los 2 Brix (Atago, Japén).

Las primeras digestiones se realizaron con un volumen de muestra 150 mL, que tras la
optimizacidn del método se pudo reducir a 100 mL lo cual supone una optimizacién también
en el gasto de reactivos y enzimas. De este modo, es posible reservar 40 mL como digesto
gastrico para el estudio de la evolucién de la fase gastrica y hacer tres repeticiones de 20 mL
para la fase intestinal.

ii. Biorreactores
Para la simulacién de la fase gastrica se emplearon vasos de fondo plano con camisa
termostdtica, de una capacidad de 250 mL (Vidrafoc, Valencia, Espafia).

La absorciéon intestinal se realizé evaluando la permeabilidad a través de una membrana
dialisis (Sigma-Aldrich, Alemania). Para garantizar que la didlisis se lleva a cabo de forma
Optima, se requiere de un recipiente que garantice la maxima superficie de contacto entre la
disolucidén intestinal y la membrana; se optd por el uso de probetas de PTE de 50 mL.

iii. Ajuste de pH
Se realiza mediante ajuste manual con una pipeta usando un pHmetro (Consort, Bélgica). Este
método permite una acidificacién progresiva de la muestra.

iv. Eleccion de las concentraciones de reactivos y de enzimas
En lo referente al acido que debe ajustar el pH de la muestra a 2, existe en la literatura una
gran variedad en cuanto a su concentracién: desde valores de 12 M (Rodriguez-Roque et al.,
2013), 6 M (Briones-Labarsca et al., 2011) hasta 1 M (Minekus et al., 2014; Rivas, 2014). Puesto
gue en el presente protocolo la acidificacién de la muestra se realiza manualmente, es preciso
encontrar una concentracion de HCI (Sigma Aldrich, Alemania) lo suficientemente baja para
gue permita ir ajustando paulatinamente el pH a 2. Tras realizar acidificaciones con distintas
concentraciones de clorhidrico se fijé 2 M como concentracion del dcido para las dos muestras.

Respecto a la concentracion NaHCOs (Scharlab SL, Espafia) utilizado para subir el pH en la

siguiente etapa de la digestidn, existe muy poca bibliografia, debido a que su concentracion
depende directamente de la muestra, mas concretamente de su composicion en acidos. Hay
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gue tener en consideracion que este compuesto estard contenido en la membrana de didlisis,
y serd el encargado de ir aumentando el pH paulatinamente desde 2 (pH final de la fase
gdstrica) hasta 5 (cuando se adiciona la disolucion enzimdtica); y desde 5 hasta 7,5; teniendo
en cuenta que este ultimo intervalo debe durar como minimo unas dos horas. Es por ello que,
para conocer la concentracién de NaHCOs fueron necesarios ensayos previos hasta encontrar
la concentracidon que cumpliera estos requisitos.

La velocidad de la digestion depende de la concentracion de enzimas, como ya se ha
mencionado en la introduccion. Las tres enzimas usadas son de Sigma-Aldrich (Alemania). La
eleccién de la concentracion de las enzimas se hizo en base a la metodologia descrita por
Rodriguez-Roque et al., (2013): para la fase gastrica se empled pepsina de origen porcino con
una concentracion 1mg/mL de muestra fresca. Para la fase intestinal se emplearon Bilis
porcina y Pancreatina porcina. Cuando el pH del digesto intestinal alcanzé el valor de 5, se
afiadieron estas enzimas en forma de 5 mL de disolucién con unas concentraciones de 4
mg/mL de pancreatina y 25 mg/mL de bilis.

v. Ajuste y control de la temperatura

En el transcurso de la fase gastrica se ajustd la temperatura de la muestra a 372C conectando
el vaso con camisa termostatica a un bafio térmico de agua (Heidolph, Alemania). Para el
control de la temperatura en la fase intestinal se empled una cdmara de temperatura
controlada (Velp Cientifica, Italia). El control de la temperatura de la muestra permite
programar tanto el bafio térmico de agua como la cdmara de temperatura controlada. Tanto
en la fase gdstrica como en la intestinal, dicho control se realizé con una sonda de temperatura
(Testo, Alemania).

vi. Duracioén de la digestion
La gran mayoria de digestiones in vitro de alimentos vegetales y derivados emplean 2 horas
tanto para la gastrica como para la intestinal. En el caso de digestiones de otros alimentos
como cereales o productos marinos, las digestiones son mas largas. Es por ello que, siguiendo
nuevamente la metodologia descrita por Rodriguez-Roque et al., (2013) se establecié como
tiempo para cada fase de la digestion (gastrica e intestinal) 2 horas.

vii. Digestion mecanica
Tal y como se ha detallado anteriormente, el objetivo de la agitacion es Unicamente el correcto
mezclado del alimento tanto con las enzimas como con el acido clorhidrico y el bicarbonato de
sodio. En la fase gastrica se consiguié la homogenizacién mediante un agitador magnético a 90
rom (Velp Cientifica, Italia). En la simulacién de la absorcidn en fase intestinal, se empleé un
agitador orbital (Ovan, Espafia), dentro de una cdmara de temperatura controlada.

3.2.- Ensayo en blanco y digestién de acido galico

3.2.1.-Ensayo en blanco
Puesto que los analisis que se van a utilizar para determinar los compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante son anadlisis espectrofotométricos, es necesario evaluar si los reactivos
empleados interfieren en dicha medida. Para ello, se realizé una digestién sin muestra,
empleando Unicamente agua.

3.2.2.-Digestidn de 4cido galico
Con el objetivo de evaluar el protocolo de digestion disefiado y eliminar el posible efecto de la
matriz alimentaria, se procedid a la digestidn de acido galico, que es el reactivo que se empled
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como patrén en el andlisis de los compuestos fendlicos. Se partié de 100 mL de una disolucién
de 2000 ppm de acido galico (Sigma Aldrich, Alemania) para llevar a cabo la digestion
mediante el sistema in vitro disefiado.

3.3.- Determinaciones analiticas

Las muestras de zumo de naranja, la suspension de microalga, asi como los respectivos
digestos gastricos, intestinales y la fraccion dializada se analizaron en cuanto al contenido en
compuestos fendlicos totales y su actividad antioxidante, tal y como se describe a
continuacién. Previo a las determinaciones analiticas de los digestos, las muestras se
centrifugaron (Selecta Medifriger-BL, Espafia) a 42C y 7000 rpm durante 10 minutos,
consiguiendo asi la precipitacidon y separacion de las enzimas, para que no interfirieran en los
analisis. A continuacidn, el sobrenadante se filtré a través de un filtro de nylon de 0,45 um.

3.3.1.- Analisis de compuestos fendlicos totales

La extraccion de compuestos fendlicos se realizé mezclando 1 g de la muestra con 9 mL de una
disolucion de metanol: agua (70:30, v/v). Este disolvente mostré los mejores resultados en
estudios previos para la extraccion de estos compuestos (Farinha, 2014; Spaggiari, 2014). La
mezcla se mantuvo en agitacién magnética durante 30 minutos, en oscuridad, y después se
centrifugd a 42C y 7000 rpm durante 10 minutos (Grupo Selecta, Espaia) y se recogio el
sobrenadante. Para la microalga se realizaron dos extracciones, una hidrofilica con agua y otra
lipofilica con hexano, en la misma proporcion muestra: disolvente y siguiendo el mismo
procedimiento que en el zumo, segin recomendaciones de otros autores (Li et al., 2007). En
este caso el resultado se expresé como la suma del contenido en fenoles de las dos fracciones
obtenidas, hidrofilica y lipofilica. El andlisis de fenoles totales de los diferentes digestos se
realizé directamente, sin etapa de extraccion.

La determinacidn de los fenoles totales presentes en las muestras se llevé a cabo mediante el
método de Folin-Ciocalteu, segin Benzie y Strain (1999). Para llevar a cabo el ensayo, se
utilizaron 250 pL del extracto fendlico o del digesto, se le afiadieron 15 mL de agua bidestilada
y 1,25 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemania) y se dejo reaccionar la mezcla
en oscuridad durante 8 minutos. Seguidamente, se afiadieron 3,75mL de carbonato sédico al
7,5% (p/v) y agua bidestilada hasta completar 25mL. Tras 2 horas en oscuridad y a temperatura
ambiente, se midié la absorbancia a 765 nm en un espectofotometro UV/Visible (Thermo
Electron Corporation, USA). El resultado se expresé como mg acido gélico/100 mL de zumo de
naranja y mg acido galico/ 100 g de microalga.

3.3.3.- Analisis de actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las muestras fue determinada por el método del DPPH. Este
método se basa en la capacidad de las sustancias antioxidantes para captar radicales libres
(Puupponen-Pimia et al, 2003). Para realizarlo, se colocaron en una cubeta
espectrofotométrica 3 mL de reactivo DPPH y 30 uL del extracto fendlico o del digesto. Se
midié la absorbancia a 515 nm (Thermo Electron Corporation, USA) a tiempo cero (Ao) y a los
15 minutos (Ass), cuando la reaccion se estabilizd. El porcentaje de DPPH fue calculado segun
la ecuacién 1. Se utilizaron diferentes disoluciones de Trolox (Sigma—Aldrich, Alemania) para
construir la recta patrén. Los resultados finales fueron expresados como pmol Trolox
equivalente /100 mL de zumo de naranja y umol Trolox equivalente/ 100 g de microalga.

0 =01 Ec. 1
%DPPH = 2215 100 (Ec. 1)

0
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3.4.- Calculo de la bioaccesibilidad

Para el calculo de la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos, tanto del zumo de naranja
como de la suspension de microalga, se empled la ecuacion 2 (Briones-Labarsca et al., 2011;
Rodriguez-Roque et al., 2013; Stinco et al., 2013).

Concentracion de bioactivos del dializado

Bioaccesibilidad (%) =

(Ec.2)

Concentracién de bioactivos de la muestra freca

3.5.- Andlisis estadistico

Para conocer si existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos se realizd un
andlisis de varianza simple (ANOVA) con un nivel de confianza de 95% (p<0,05), utilizando para
ello el software Statgraphics Centurion (version 17.2.04) disponible bajo licencia de la
Universitat Politécnica de Valencia.
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.- Protocolo desarrollado de digestion gastrointestinal in vitro

4.1.1.- Fase gastrica
Tal y como se ha detallado anteriormente, justo antes de dar comienzo a la digestidn, se
midieron el pH de ambas muestras (zumo de naranja y suspension de microalga) y los 2 Brix del
zumo de naranja.

La fase gastrica se llevd a cabo en agitacion a 90 rpm y a temperatura controlada, mediante un
bafio termostdtico, a 372C. Se afadid la enzima responsable de esta etapa: pepsina. A
continuacién, se ajustd el pH a 2 con acido clorhidrico 2 M. Cuando la muestra se encontré a
una temperatura constante de 372C dio comienzo las 2 horas de digestion gastrica. La figura 4
muestra el zumo de naranja contenido en el biorreactor, y este sobre el agitador magnético,
conectado al bafio térmico.

Figura 4: Digestion gastrica del zumo de naranja.

Trascurridas 2 horas de digestion, se procedid a colocar 20 mL de digesto gastrico en cada
probeta de 50mL, esta operacién se realizd6 por triplicado. El digesto sobrante (40mL
aproximadamente) se almacené en congelacion (-182C) hasta su analisis.

4.1.2.-Fase intestinal
Como paso previo a esta fase, se activaron segmentos de membrana, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

Se rellenaron las tres membranas con bicarbonato sédico 0,1 M para la digestion de microalga
y 0,5 M para el zumo de naranja. Es importante cerrar las membranas siempre a la misma
altura (19cm). Una vez cerradas, es imprescindible verificar que el cierre se ha hecho
correctamente y que no tiene pérdidas. La figura 5 muestra una membrana activada,
preparada con bicarbonato sédico.
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Figura 5: Membrana de didlisis llena de bicarbonato sddico.

Las membranas se introdujeron en las probetas, junto con el digesto gdstrico. Tal y cédmo
muestra la figura 6, las probetas se colocaron en el agitador orbital dentro de la cdmara de
temperatura controlada y se registré constantemente el pH y la temperatura. Cuando se
alcanzé pH 5, se adicionaron 5 mL de la disolucion enzimatica intestinal previamente
preparada, que contenia bilis y pancreatina disueltas en bicarbonato sédico 0,1M.

Figura 6: Digestidn intestinal de zumo de naranja.

En el momento que se adicionaron las enzimas y tras haber verificado que el interior de las
probetas se encontraba a 372C, dio comienzo el tiempo de fase intestinal. Se dio por finalizada
estd fase cuando el digesto alcanzé un pH de 7,5 o transcurrieron 2 horas.

Una vez finalizada esta parte, se congeld (-182C) tanto los digestos intestinales como el
contenido del interior de la membrana. En la figura 7 se aprecian las muestras recogidas tras la
digestion intestinal, se puede observar como el digesto intestinal tiene un color naranja-
marrén debido en parte a las sales biliares; y el color ligeramente amarillo del dializado. Por
otro lado, la figura 8 muestra el color de la membrana de la digestién de la microalga.

Figura 7: Muestras resultantes de fase intestinal de la digestién del zumo naranja: en la parte
superior la fraccion dializada y en la inferior el digesto intestinal.
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Figura 8: Membrana que contiene el dializado correspondiente a la digestion de la microalga.

La figura 9 muestra el diagrama de flujo del protocolo desarrollado en este trabajo para la
digestidn in vitro de zumo de naranja y microalga.
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MUESTRA FRESCA: MUESTRA FRESCA:

100 mL de agua destilada 100 mL de Zumo de Naranja

+1,5g de Chlorella Vulgaris liofilizada

Medida de pH y grados Brix
+ 0,1 g de Pepsina
+ HCI 2 M (hasta pH 2)

37°C // 90rpm // 2horas

MUESTRA DIGESTO DIGESTO GASTRICO:

GASTRICO:

L

Volumen aprox. 40mL
Congelacién a-182 C

PROBETA INTESTINAL 3:
20 mL de digesto gastrico
+ 5 mL de disolucidn
enzimatica intestinal**

PROBETA INTESTINAL 2:
20 mL de digesto gastrico
+ 5 mL de disolucidon
enzimatica intestinal**

PROBETA INTESTINAL 1:
20 mL de digesto gastrico
+ 5 mL de disolucidon
enzimatica intestinal**

!

!

!

INTERIOR MEMBRANA 1:

25 mL de NaHCO;,
0,1 M (para suspension de
microalga)

0,5 M (para el Zumo de
naranja)

INTERIOR MEMBRANA 2:

25 mL de NaHCO;,
0,1 M (para la suspension
de microalga)

0,5 M (para el Zumo de
naranja)

INTERIOR MEMBRANA 3:

25 mL de NaHCO;,
0,1 M (para la suspension
de microalga)

0,5 M (para el Zumo de
naranja)

Una vez anadidas las enzimas:

**Cuando pH del digesto intestinal 379C// 100rpm// tiempo hasta pH=7,5 o 2horas.
= 5; Se afiaden 5mL en cada
probeta de disolucion enzimatica
intestinal:  Bilis (25 g/L) +

Pancreatina (4 g/L) disueltas en

Finalizada la digestion intestinal,
se congelan las 6 muestras
(3intestinal y 3 dializado) a -189C.

Figura 9: Diagrama de flujo del protocolo para la digestion in vitro de zumo de naranja y
suspension de microalga.
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Se realizaron 3 digestiones in vitro de cada muestra (zumo de naranja y suspension de
microalga), obteniendo de cada una de ellas: 1 muestra de gastrico, 3 muestras de intestinal y
3 fracciones dializadas.

4.2.- Influencia de los pardmetros de la digestion in vitro.

4.2.1.- Concentracién de bicarbonato sédico

Tal y como se ha mencionado anteriormente, tanto la digestién gastrica como la intestinal
duraron 2 horas cada una. En el transcurso de ambas se mantuvieron las condiciones
requeridas por las enzimas: 372C para ambas fases, pH 2 para el caso de la pepsinay pH 5-7,5
para el caso de las enzimas intestinales. El ajuste de pH de la fase intestinal tiene lugar gracias
al intercambio que hay entre el contenido de la membrana (bicarbonato sédico) y el exterior
de esta (el digesto gastrico); por tanto, la velocidad de variacién del pH dependera de varios
factores: la concentracion y tipologia (fuertes o débiles) de acidos presentes en la muestra, la
cantidad de acido clorhidrico proveniente de la digestidn gdstrica, entre otros.

Tal y cédmo muestran las figuras 10 y 11, al poner en contacto el digesto gdstrico con la
membrana que contenia bicarbonato sédico 0,1 M (para el caso de la suspension de microalga)
y 0.5 M (para el caso del zumo de naranja), el digesto tardé 20 minutos aproximadamente en
alcanzar pH 5, momento en el que se afiadieron las enzimas y dio comienzo la digestidn
intestinal. Durante las 2 horas que durd la digestién intestinal, se mantuvo el rango pH
requerido por las enzimas de esta fase: 5-7,5; para ambas digestiones.

7,5
.u..ﬁ.g“03°oo
7 s e o . c e
®
ool
6,5
6
5,5 o®
L 5
4,5 ®
4 ®
@ Digestion 1 de microalga
3,5 ° Digestién 2 de microalga
3 @ Digestién 3 de microalga
2,5 ®
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)

Figura 10: Evolucién del pH durante el transcurso de la fase intestinal para la suspensién de
microalga.
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Figura 11: Evolucion del pH durante el transcurso de la fase intestinal del zumo de naranja

4.2.2.-Ensayo en blanco
Como ya se ha comentado, se realizé una digestidon con agua para comprobar si los distintos
reactivos empleados provocaron interferencias en el analisis de fenoles y de actividad
antioxidante. Se observd que los tres digestos (gdastrico, intestinal y dializado) mostraron
ausencia de fenoles y de actividad antioxidante, por lo que se puede considerar que no hubo
interferencia por reactivos en los analisis realizados a los digestos.

4.2.3.-Digestién con acido galico

La Figura 12 muestra la evolucién de la concentracion de acido gdlico durante la digestidn
gastrointestinal. Se partid6 de una disolucion de 2000mg de &acido galico/1000mL, las
condiciones de la fase gastrica provocaron un aumento significativo (p<0,05) de un 9 % de este
contenido, mientras que en la fase intestinal se produjo una pérdida significativa (p<0,05) del
31% con respecto a la disolucién inicial, y 36% respecto a la gastrica. Finalmente, tras la dialisis
se obtuvo una concentracion de 217,81 + 4,35 mg de acido gélico/1000mL, que se traduce en
un 11% de bioaccesibilidad. Esta evolucidon se corresponde a la obtenida en estudios similares
con otros patrones de compuestos fendlicos. Asi, Rodriguez-Roque et al. (2013) observaron
diferentes estabilidades en la fase gastrica, determinadas por el tipo de fenol y la matriz
alimentaria; un descenso general en la fase intestinal, y una bioaccesibilidad que comprende
valores desde 11% (acido cafeico) hasta 28,9% (quercetina).
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Figura 12: Evolucién del contenido en fenoles totales (expresado en mg acido galico/1000 mL)
a lo largo de la digestién in vitro de la disolucion de acido galico. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras establecidas por el ANOVA (p<0,05).

4.3.- Resultados del analisis de compuestos fendlicos totales y actividad

antioxidante

La Figura 13 muestra el contenido en fenoles totales del zumo de naranja expresado en mg
acido galico/ 100 mL muestra. El zumo de partida presentd 64,14 + 1,43 mg acido galico/100
mL, del orden del contenido obtenido en otros estudios para naranja (Klimczak et al., 2007,
Mennah-Govela y Bornhorst, 2017) y para otras frutas citricas (Toh et al., 2013; Igual et al.,
2016). Como se puede observar, existen diferencias significativas (p<0,05) entre los
compuestos fendlicos de la muestra de zumo inicial y los distintos digestos. Se observé que los
fenoles totales disminuyeron significativamente (p<0,05) en cada etapa de la digestién. En el
digesto gastrico la cantidad de fenoles se redujo (p<0,05) en un 20% respecto al zumo inicial.
Como ya se ha comentado, las condiciones acidas de la fase gastrica afectan de distinta
manera a la estabilidad de los compuestos fendlicos, en funcién de su naturaleza, pudiendo
favorecer su oxidaciéon quimica o enzimdtica, o protegerlos de la misma. Asi, algunos
flavonoides del zumo de naranja como la hesperidina, la quercetina o la catequina disminuyen
durante la digestion gastrica y otros compuestos aumentan, como la naringenina o la rutina
(Rodriguez-Roque et al., 2013). Por otra parte, se observd una disminucion significativa
(p<0,05) del contenido en fenoles en la fase intestinal del 47% respecto a la muestra fresca y
de 34% respecto a la fase gastrica. Este descenso puede ser debido a las transformaciones
guimicas, principalmente oxidaciones y polimerizaciones, que experimentan los fenoles como
consecuencia del pH alcalino del medio en esta esta etapa de la digestion. Ademas, otros
compuestos de la matriz alimentaria como la fibra pueden reducir la solubilidad y
disponibilidad de los compuestos fendlicos (Saura-Calixto et al., 2007). En la fracciéon dializada
se observd un contenido en fenoles totales de 13,32 + 0,26 mg acido gélico/ 100 mL, lo que
supone que la bioaccesibilidad del zumo de naranja fue de un 21%. Valores similares de
bioaccesibilidad de compuestos fendlicos fueron encontrados por otros autores en zumos de
frutas (Rodriguez-Roque et al., 2013).
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Figura 13: Evolucidn del contenido en fenoles totales (expresado en mg 4cido gélico/100 mL) a
lo largo de la digestion in vitro de zumo de naranja. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las muestras establecidas por el ANOVA (p<0,05).

La Figura 14 muestra el contenido en compuestos fendlicos de la suspensién de microalga
antes y durante la digestidn in vitro. El valor de fenoles de la muestra antes de ser digerida fue
de 1189,59 + 17,09 mg de &cido galico/ 100 g de microalga; tal y cdmo se ha descrito en
Material y Métodos, este valor es la suma del contenido en compuestos fendlicos totales de la
fraccidn hidrofilica (265,81 + 6,21 mg acido galico/ 100 g microalga) y lipofilica (923,77 + 10,87
mg acido galico/ 100 g microalga). Estos resultados fueron del orden de los obtenidos en otros
estudios similares para Chlorella Vulgaris (Batista et al., 2017; Li et al., 2007). Tal y como
ocurrié en el zumo de naranja, tras la fase gastrica se redujo significativamente (p<0,05) un 20
% la concentracidn de fenoles respecto al contenido inicial de la suspensién de microalga. Sin
embargo, el digesto intestinal aumentd significativamente (p<0,05) un 34% el contenido
fendlico respecto a la suspensidon de microalga sin digerir y un 67 % respecto al digesto
gastrico. El diferente comportamiento observado de los compuestos fendlicos durante la
digestion intestinal en el zumo de naranja y en la microalga puede explicarse teniendo en
cuenta que los fenoles pueden mantener interacciones sinérgicas o antagoénicas entre ellos y
entre otros constituyentes, dependiendo de la matriz alimentaria, afectando a su cémputo
global (Rice-Evans et al., 1997). En la fraccion dializada se obtuvo un contenido en fenoles de
478,56 + 78,75 mg acido galico/100 g de microalga, en este caso la bioaccesibilidad fue de un
40%.

24



1650 I

— 1375

Q0 a

o

o T
QL o I
s O
S'® 825
(%]
3 9
© 5 550 T
c 3
ak:

o 275

E

0
Suspension de  Digesto Gastrico Digesto Intestinal Fraccion Dializada
microalga Muestra anaizada

Figura 14: Evolucion del contenido en fenoles totales (expresado en mg acido gélico/100 g) a lo
largo de la digestion in vitro de la suspensién de microalga. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre las muestras establecidas por el ANOVA (p<0,05).

Las Figura 15 muestra el resultado del andlisis de la actividad antioxidante del zumo de naranja
sin digerir, de los digestos gastrico e intestinal y de la fraccién dializada. Inicialmente el zumo
de naranja mostrd una actividad antioxidante de 64,14 + 1,42 pm Trolox /100mL, valores
similares a los descritos por Mennah-Govela & Bornhorst (2017). Se observaron pérdidas
significativas (p<0,05) de actividad antioxidante durante la digestidon respecto al zumo sin
digerir. Asi, se produjeron pérdidas de un 24% en la fase gastrica y de un 87% en la fase
intestinal respecto al zumo de naranja inicial. La fraccién dializada mostré una actividad
antioxidante de 13,32 + 0,32 um Trolox /100mL, lo que supone un 8% de la actividad
antioxidante de la muestra fresca.

La evolucién de la actividad antioxidante a lo largo de la digestion in vitro fue similar a la
observada en los fenoles totales, esto es debido a que, en la naranja, los fenoles son los
mayores responsables de dicha actividad (Pérez-Jiménez et al., 2008). En este sentido, existe
cierta controversia en cuanto a qué compuestos fitoquimicos aportan mayor actividad
antioxidante. Hay autores que apuntan que la mayor actividad antioxidante de los citricos es
proporcionada por la vitamina C (Xu et al., 2008), mientras que otros estudios afirman que es
consecuencia de los fenoles (Bahorun et al., 2004). En cualquier caso, la actividad antioxidante
viene determinada por interacciones antagonistas o sinergistas entre las diferentes sustancias
gue muestran esta actividad dentro del alimento (Gil y Rojano, 2009).
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Figura 15: Evolucion de la actividad antioxidante (expresada en um Trolox /100 mL) a lo largo
de la digestion in vitro de zumo de naranja. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre las muestras establecidas por el ANOVA (p<0,05).

La actividad antioxidante de Chlorella vulgaris fue de 101,74 + 0,69 pum Trolox/100 g, valor
similar al obtenido en otros estudios de microalgas (Li et al., 2007). La Figura 16 muestra como
la microalga va perdiendo su actividad antioxidante a lo largo de la digestidn in vitro: la fase
gastrica provocd una pérdida significativa (p<0,05) del 89% vy, la intestinal del 93% (p<0,05)
respecto a la suspensién de microalga sin digerir. La fraccidn dializada mantuvo un 3% de la
actividad antioxidante inicial, con una actividad antioxidante de 4,83 + 1,83 um Trolox/100 g.

Como ya se ha comentado, la evolucidn de la actividad antioxidante en un alimento durante su
digestidn es funcidn de la cantidad de compuestos que presenten dicha actividad, y de cudl sea
la estabilidad de estos compuestos frente a las distintas fases de la digestién. El diferente
comportamiento observado en los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante durante la
digestion de microalga puede deberse a que entre los fitoquimicos que otorgan actividad
antioxidante a Chlorella Vulgaris destacan, ademas de los fenoles, los carotenoides (Li et al.,
2001). En este caso, es conocida la inestabilidad de los compuestos carotenoides, siendo
susceptibles de sufrir reacciones de oxidacidon debido a sus numerosos dobles enlaces de su
estructura quimica. Otros factores de la digestiéon, como la temperatura, los cambios de pH
pueden también favorecer su oxidacién (Belitz y Grosch, 2012). En nuestro caso, las posibles
pérdidas de compuestos carotenoides en la microalga durante la digestién in vitro pueden
estar afectando a la disminucidn de su actividad antioxidante observada. Asi, en trabajos de
otros autores con otros alimentos, se observaron pérdidas de B-caroteno del 50% en la fase
intestinal de la digestién de espinaca (Rich et al., 2003), mientras que Rodriguez-Roque et al.,
(2013) no detectaron carotenoides en la fraccion dializada de la digestion de zumos de frutas.
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Figura 16: Evolucién de la actividad antioxidante (expresada en um Trolox /100g) a lo largo de
la digestion in vitro de suspension de microalga. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las muestras establecidas por el ANOVA (p<0,05).
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5.- CONCLUSIONES

La realizaciéon del presente trabajo fin de grado ha permitido llegar a las siguientes
conclusiones:

e Se ha puesto a punto un sistema que permite la digestidn in vitro de alimentos liquidos
de un modo sencillo y fiable.

e El sistema desarrollado ha sido probado para zumo de naranja y para una suspension
de microalga y los resultados obtenidos se consideran satisfactorios, comparando con
otros estudios bibliograficos.

e Se haestudiado la evolucion de los compuestos fendlicos y de la actividad antioxidante
alo largo de la digestién de ambas muestras y se ha calculado la bioaccesibilidad de los
polifenoles. En este sentido, se ha observado que:

o La estabilidad de los compuestos fendlicos a lo largo de la digestion in vitro y
su bioaccesibilidad dependen tanto de su naturaleza quimica como de la
matriz alimentaria de donde provengan. Asi, en el zumo de naranja la
bioaccesibilidad de los mismos fue menor que en la suspension de microalga.

o Laactividad antioxidante de un alimento es debida a la interaccidn de distintos
compuestos bioactivos que pueden evolucionar de distinta manera a lo largo
de la digestion. Evaluada en su conjunto, tanto en el zumo como en la
suspensidon de microalga, la actividad antioxidante se vié disminuida tras la
digestidn in vitro.

e El protocolo supone el punto de partida para determinar la bioaccesibilidad de
compuestos bioactivos en férmulas vegetales y/o matrices liquidas que incorporen
microalgas.
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6.- LIMITACIONES

En primer lugar, cabe destacar que el sistema de digestion in vitro ha sido desarrollado para
alimentos en estado liquido. Unicamente se ha probado su correcto funcionamiento para dos
alimentos: zumo de naranja y suspension de microalga. Para poder emplear este sistema en
otros alimentos habria que realizar las modificaciones necesarias.

Por otro lado, en lo referente a los métodos de analisis utilizados para la determinacidn de
fenoles totales y de actividad antioxidante, cabe destacar que en la actualidad existen
métodos mas sensibles que los empleados, como la cromatografia liquida de alta resolucién.
Se decidido emplear los métodos espectrofotométricos descritos anteriormente, pese a ser
menos sensibles, puesto que el objetivo del presente trabajo no fue la caracterizacién de los
compuestos bioactivos, sino el desarrollo del sistema de digestion in vitro a partir del estudio
de compuestos mayoritarios. Para futuras investigaciones se recomienda estudiar la
bioaccesibilidad de compuestos bioactivos mds concretos (vitamina C, flavonoides, etc.)
empleando técnicas cromatograficas.

Por dltimo, tras una revision de la literatura cientifica sobre digestiones in vitro de microalgas
no se ha encontrado apenas acerca de suspensiones de microalgas puras, Unicamente de
alimentos que las incorporan en su composicion. Esto ha dificultado la comparacién y
discusion de los resultados obtenidos.
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