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1 Resumen de las ideas clave

Los lipidos son fundamentales para la salud humana ya que intervienen en diversos
procesos bioldgicos del organismo. Por ello, tanto factores estructurales del alimento
como las condiciones del medio digestivo pueden influir facilitando o dificultando la
digestién de los mismos. En los Ultimos anos, el drea de tecnologia de los alimentos ha
mostrado un interés creciente en estudiar la influencia estos factores sobre la
digestibilidad de los macronutrientes, especialmente los lipidos pues presentan un
proceso mds complejo de digestion que carbohidratos o proteinas. En este sentido, las
metodologias de digestion in vitro se presentan como una alternativa andalitica para esta
finalidad.

La simulacion de la digestion de un alimento en el laboratorio, asi como la
determinacion de la lipdlisis, se pueden realizar por distintos métodos. En este articulo
detallamos cémo analizar la digestion de la grasa, o lipdlisis, de un alimento, a través del
método del pH-stat, que ofrece la doble ventaja de reproducir la digestion
gastrointestinal en el laboratorio, asi como de monitorizar el proceso de lipdlisis en
continuo. Este método se fundamenta en una valoracion dcido-base en continuo vy
automatizada, de forma que el equipo anade el volumen de NaOH necesario para
neutralizar la acidificaciéon del medio provocada por la liberacion de dcidos grasos a
medida que avanza la digestion. Posteriormente, el volumen de NaOH, como valorante
a lo largo del proceso, se utiliza para calcular el porcentaje de lipdlisis alcanzado.

2 Introduccion

Los lipidos son biomoléculas orgdnicas formadas principalmente por carbono,
hidrégeno y oxigeno. Se caracterizan por ser insolubles en agua y por su baja densidad.
También son conocidos comUnmente como ‘grasas” y constituyen uno de los
principales macronutrientes, junto a carbohidratos y proteinas, que conforman los
alimentos. La mayoria de los lipidos son triglicéridos (96%). y estdn formados por tres
moléculas de acidos grasos unidos a una de glicerol.

Para que los macronutrientes de los alimentos puedan ser absorbidos en el intestino, es
necesario sean previamente hidrolizados. El proceso de digestibn consiste en la
descomposicion de los macronutrientes de los alimentos en moléculas mds simples que
pueden ser absorbidas por el organismo. Para ello, diferentes enzimas digestivas tales
como lipasas, proteasas y amilasas, se encargan de la hidrdlisis de los lipidos, proteinas
e hidratos de carbono, respectivamente.

La lipdlisis, también conocida como digestion o hidrdlisis de los lipidos, consiste en la
ruptura de los enlaces que mantienen los dcidos grasos unidos al glicerol. La lipasa es la
enzima encargada de mediar esta reaccion. De los tres puntos de anclaje que tienen
los dcidos grasos al glicerol, las lipasas son especificas de los dos puntos de anclaje
externos. De esta manera, de la lipdlisis completa resultan dos dcidos grasos libres y un
monoglicérido, es decir, un glicerol con una cadena de dcido graso unida. Asimismo, si
la lipdlisis es parcial y solo se hidroliza por una de las posiciones de los extremos (1 6 3),
el proceso da como resultado la liberacion de un dcido graso, quedando el resto de la
molécula como diglicérido (dos dcidos grasos unidos a un glicerol).

El proceso digestivo consta principalmente de tres etapas: oral, gdstrica e intestinal. La
digestién de la grasa ocurre principalmente en la etapa intestinal, gracias a la accién
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de las lipasas pancredticas. Una vez liberados, los dcidos grasos son absorbidos por las
células epiteliales del intestino delgado pasando al torrente sanguineo. Para que los
dcidos grasos estén disponibles para el organismo, primero han de estar accesibles. Por
ello, la extension de la lipdlisis puede estimarse como la cantidad de d&cidos grasos
liberados y que son accesibles para el organismo [1].

La digestibilidad de la grasa depende de varios factores, entre los que se la estructura
molecular del triglicérido en cuanto a la posicidon que los dcidos grasos ocupan, el tipo
de d&cidos grasos (nUmero de dtomos de carbono o longitud de cadena (corta, media
o larga) y el nUmero de dobles enlaces (saturados, monoinsaturados o poliinsaturados)
presentes en las cadenas. Asimismo, la matriz estructural del alimento también
condiciona la extension de la lipdlisis ya que modula el acceso de las lipasas al sustrato,
es decir a los lipidos. Finalmente, las condiciones del medio digestivo han demostrado
ser determinantes en el proceso de lipdlisis, de tal manera que, si no son las dptimas,
especialmente a nivel intestinal (pH 7, concentracién de sales biliares 10 mM), la
extension de la lipdlisis se verd disminuida, a distintos niveles, en funcién del tipo de
alimento [2,3]. En este sentido, existen algunas patologias con afectacién en los drganos
y procesos que intervienen en la digestion, tales como la insuficiencia pancredtica
exocring, la fibrosis quistica o diferentes alteraciones hepdticas. Por ello, el drea de
tecnologia de alimentos ha mostrado un gran interés no sélo en el disefio de alimentos
sino también en estudiar cémo se comportan durante la digestion, ya que de esta va a
depender su eventual funcion bioldgica. Gracias a estos estudios de digestibilidad in
vitro es posible simular las condiciones fisioldgicas de la digestidn en el laboratorio. Esta
metodologia se caracteriza por la simulaciéon de los fluidos digestivos (por ejemplo, la
saliva con la enzima alfa-amilasa o el jugo pancredtico con la enzima lipasa) y la
adecuacién de las condiciones del medio (el pH, la concentracién de electrolitos, de
sales biliares, etc.). Asi, es posible estudiar y caracterizar la digestibilidad de grasa de un
alimento. Las aplicaciones prdcticas incluyen el diseio de alimentos que permitan
modular la digestion de la grasa mediante su procesado con el fin de promoverla o
inhibirla, por ejemplo, o poder anticipar la extensién final de lipdlisis que se alcanzard
segun el tipo de alimento y de condiciones del medio digestivo.

3 Objetivos

El objetivo de este articulo docente es mostrar al estudiante el protocolo a seguir la
cinética y extension de la lipdlisis digestiva en alimentos mediante el método pH-stat.

Los objetivos especificos son:

e Conocer el fundamento tedrico del método pH-stat

e Reproducir la digestion in vitro de un alimento mediante pH-stat

e Cuantificar la cinética y la extension de la lipdlisis de un alimento a partir de los
datos contenidos con el método pH-stat.

4 Desarrollo

A continuacion, describimos el fundamento y las etapas del proceso experimental para
digestion in vitro de un alimento (leche) y la simultdnea determinacién de la cinética y
la extension de la lipdlisis con el método del pH-stat.
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4.1 Fundamento del método

La lipdlisis, o hidrdlisis de un triglicérido, produce la liberacion de dcidos grasos, los cuales
acidifican el medio en el que tiene lugar la reaccion. El método del pH-stat consiste en
simular la digestién de la grasa en un medio a pH constante. El equipo consta de una
sonda de medida del pH y otra de liberacién automdatica de un valorante alcalino. La
cuantificacién de la cinética y de la extension de la lipdlisis se fundamente en la
liberacion de este valorante al medio en el volumen necesario para compensar la
bajada del pH producida por la liberacién de dcidos grasos a medida que avanza la
lipdlisis, manteniendo siempre el pH del medio constante (por eso se conoce el método
como pH-stat). Asi pues, el fundamento es una valoracién dcido-base automatizada y
en continuo.

Terminado el experimento, el volumen de valorante anadido es convertido a la unidad
de "% de lipdlisis”. El equipo registra la adicion de volumen de valorante cada 10
segundos. Asi, terminado el experimento, se dispone de un gran niUmero de datos, que
permiten determinar la cinética (% digestibilidad a cada tiempo) y la extensidon (% de
digestibilidad en el punto final) de la lipdlisis.

4.2 Materiales y reactivos

Primeramente, se especifica el material y reactivos necesarios para poder llevar cabo
ensayos de digestion in vitro de alimentos y determinacién de la extension de la lipdlisis
por pH-staft.

Material e instrumentacion

Reactivos guimicos y enzimdticos

- Bano de agua

N . - NaCl0,9%
- Pez de agitacion magnética - HCIIN
- Balanza analitica
o . - NaOH 1N
- Vidrio de reloj Pepsina de origen porcino
- Vasos de precipitado de 200 mL ep . genp
- Bilis bovina

- Matraz aforado de 100 mL
- Cubetas de pesada
- Bureta de 100 mL Equipamiento especifico

- 718 pH-stat Titrino (Methrom)
- Software Tiamo 1.3

- Pancreatina porcina

4.3 Procedimiento experimental

Este objeto de aprendizaje detalla el cémo simular el proceso de digestion
gastrointestinal de un alimento en el laboratorio para poder determinar
simultdneamente la digestién de la grasa, mediante el método del pH-stat [4]. Para ello,
simulamos para cada etapa digestiva las condiciones fisioldgicas en cuanto a enzimas
y fluidos digestivos, pH y duracién. Como ejemplo de alimento de estudio, hemos
seleccionado la leche, por ser una matriz alimentaria sencilla en forma de emulsiéon
natural de glébulos grasos en suero ldcteo.

El primer paso del procedimiento experimental serd mostrar las condiciones de
simulacion de cada etapa del proceso. A continuaciéon, prepararemos los fluidos
digestivos simulados. Seguidamente, presentamos el equipo pH-stat y sus componentes.
Finalmente, definimos las condiciones que se deben programar con el soffware
informdtico para automatizar la determinacién de la lipdlisis.
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Simulacién del proceso gastro-intestinal

Como indicamos al inicio, la simulacién de la digestion es una reproduccion, de forma
simplificada, del proceso fisioldgico en el laboratorio. De entre todos los pardmetros que
podriamos simular en el laboratorio, de manera consensuada a nivel internacional, se
han establecido cuales son los mds relevantes. Estos son: la proporcién entre alimento y
fluidos digestivos, la presencia y concentracion de las enzimas principales, el pH al que
ocurre cada etapa, y la duracién de cada una de ellas. A continuacion, detallamos las
condiciones de cada etapa. Previamente a la digestiva simulada de la leche, es
necesario preparar los fluidos digestivo simulados, cuya composicién se detalla a
continuacion:

Preparaciéon de los fluidos digestivos simulados

Preparamos los fluidos digestivos simulados sobre la base de una solucién salina (NaCl al
0.9%) a la que anadiremos soluciones enzimdaticas y de otros componentes, especificos
de cada etapa, ajustando el pH.

e Fluido salivar simulado (FSS): se requieren 5 mL por experimento. Se prepara con 4.5
mL de la solucion de salina salival, ajustando el pH hasta 7 y enrasando hasta 5 mL
con agua destilada. En este caso no se anade la solucién de alfa amilasa ya que se
frata de un alimento sin carbohidratos complejos.

e Fluido gdstrico simulado (FGS): se requieren 10 mL por experimento. Se prepara con
7.5 mL de solucién salina a la que anadiremos 2 mL de solucidn de enzima pepsina
(5.5 mg pepsina/mL de solucién salina) 5 uL de CaClz, unos 0.2 mL de HCI 1IN (hasta
ajustar a pH 2) y unos 0.2 mL de H20 destilada, hasta enrasar a 10 mL.

e Fluido intestinal simulado (FIS): es el md&s complejo, y se requieren 20 mL por
experimento. Para prepararlo, partiremos de una base de 11 mL de solucién salina a
la que incorporaremos 5 mL de solucién de pancreatina (0.25 g pancreatina/mL
solucion salina), 2.5 mL de soluciéon de bilis (0.077 g bilis bovina/mL solucién salina), 40
uL de CaClz, y aprox. 0.15 mL de NaOH 1N (hasta ajustar a pH 7), y enrasaremos con
H2O destilada, hasta enrasar a 20 mL.

Una vez tenemos preparados los fluidos, podemos comenzar a simular la digestién.
Puesto que estamos trabajando con un sistema estdtico, ésta va a consistir en la adicién
de los fluidos a los tiempos requeridos y el reajuste del pH del medio al indicado fras
cada transicion de fase.

Simulacién de la digestidén gastrointestinal de la leche:

Etapa oral: al tratarse de un alimento liquido, omitimos la simulacién de la masticacion.
Esta etapa ocurre fuera del equipo pH-stat. En un matraz incorporamos el fluido salival
simulado (FSS) a 5 g de muestra alimento (leche), es decir, en proporcion 1:1 (p/v)y lo
dejamos actuar durante 3 minutos.

Etapa gdstrica: incorporamos la mezcla alimento + SSS al vaso de reaccién del equipo.
Seguidamente anadimos el fluido gdstrico simulado (FGS), que contiene la pepsina
(concentracién 2000 U/mL), en proporcion 1:1 (v/v) a la muestra tras la fase oral.
Ajustamos el pH hasta 3 mediante adicion manual de HCI 0.5 N. Tiene una duracion de
2h.

Etapa intestinal: incorporamos el fluido intestinal simulado (FIS), formado por la
pancreatina (lipasa, alfa-amilasa, tripsina y quimiotripsina) y la bilis (concentracion 10
mM en el volumen final), en proporcién 1:1 (v/v) a la muestra tras la fase gdstrica. Esta
etapa ocurre a pH 7. En esta fase tiene lugar la lipdlisis gracias a la lipasa pancredtica
presente en el FIS. Tiene una duracion de 2h.
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Digestidn gastrointestinal en pH-stat

Vamos a simular la digestidon gastrointestinal con el equipo de valoracién automdtica
pH-stat (718 pH-stat titrino). Este equipo consta de 4 componentes principales (Figura 1).
Una vez preparados los fluidos digestivos, y antes de empezar la simulacién, debemos
familiarizarnos con el equipo. En la parte central encontramos el vaso de reaccién
donde se anade la muestra alimento tras la etapa oral, y actia como el compartimento
de simulacion de las etapas gdstrica e intestinal, segin la configuracion explicada en el
apartado siguiente. Se sitUa sobre un agitador que mantiene el contenido digestivo
simulado en régimen de agitacion orbital durante todo el proceso. Una camisa de agua
a 37 °C envuelve el vaso, conectada a un bano de temperatura como fuente. A través
de la tapa del vaso, se conectan electrodos de medicién de temperatura y pH que
permiten configurar y monitorizar las condiciones del experimento. Asimismo, un catéter
de dispensacién del valorante conectado a un dosificador automdtico permiten la
adicion del mismo al vaso de reaccion de forma automdtica en funcién de las
condiciones del experimento. Sobre el dispositivo Titrino se sitUa el frasco con el
valorante, que permitird realizar los cambios de pH en el medio cuando sea preciso. En
referencia a la dosificacion automdtica, el equipo permite fijar criterios como “dosing
rate” o “titration rate”. Finalmente, la tapa del vaso cuenta con una apertura para
poder incorporar con la pipeta los fluidos digestivos en las distintas etapas. El sistema se
encuentra conectado a un software (Tiamo v1.3), a través del cual se programan las
etapas y las condiciones de la determinacién antes de empezar el experimento. El
software recoge ademds todos los datos del experimento de forma continua:
temperatura, pH y volumen de valorante anadido.

Antes de empezar la determinacién se deberdn tener en cuenta las siguientes acciones:

- Calentar el bano a 37 °C

- Disponer el frasco con el valorante (NaOH 1 N *) sobre el dispositivo Titrino

- Colocar los electrodos y el catéter de dispensacién automdtica sobre la tapa
del vaso analizador

- Configurar las condiciones de experimento con el software del equipo

Dispensador Dosificador
automético +—— automatico
Electrodo de pH Valorante Software

Electrodode T

Bafio de temperatura

|
!

Vaso de Titrino
Agitador reaccion

Apertura

Figura 1. Esquema de los componentes del equipo pH stat

* Es IMPRESCINDIBLE reajustar la concentracion del valorante y la velocidad de fitulacién para
cada matriz que se desee ensayar.
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Configuraciéon del software de valoracidon automdtica

El software del equipo permite configurar el método para realizar el experimento
mediante bloques que se anaden a un diagrama de flujo. Para cada blogue, se
especifican unas condiciones determinadas, como pH, duracidén o velocidad de
agitacién. Para la determinacién de lipdlisis intestinal, llevaremos a cabo la etapa oral
de forma externa al equipo, de tal manera que la configuracion del método con el
equipo serd relativa a las etapas gdstrica e intestinal. En este apartado, utilizaremos el
vocabulario especifico del equipo.

En el caso de medir la lipdlisis, configuraremos el método con 5 bloques o pasos segun
las especificaciones en la Figura 2. A continuacion, detallamos lo que haremos en cada
etapa.

- 1) INICIO: incorporamos la muestra alimento con el FGS. Le daremos a “next”

- 2) MEASURE PH: (etapa gdstrica) Ajustaremos manualmente con HCI 1N hasta
conseguir pH objetivo 3 y dejamos transcurrir la etapa gdstrica. Pasadas 2h
incorporamos el FIS, y el equipo saltard al paso 3 automdticamente.

- 3) SET PH: una vezincorporado el FIS, el equipo ajusta el pH a 7, dando comienzo
a la simulacién intestinal. Una vez alcanzado el pH objetivo (7), saltard al paso 4
automdticamente.

- 4) STAT PH: (etapa intestinal) durante 2h, el equipo mantendrd el pH del medio
constante en valor de 7 mediante la adicion del valorante (NaOH 1 N), en el
volumen necesario para neutralizar la acidificacién provocada por la liberacion
de dcidos grasos, como consecuencia de la lipdlisis. Terminadas las 2h de
duracioén, se pasa inmediatamente al paso 5.

- 5) DATABASE: el equipo ftransfiere la informacion generada durante el
experimento (Tabla 1) a una base de datos, que podremos exportar a formato
de hoja de cdlculo para trabajar sobre los resultados.

PAgina é de 10



INICIO
Paso 1 Introducir muestra
Introducir LES

]

Paso 2 Measure pH « Endpoint. time = 1200s

]

+ Dosing rate: maximum

+ Titration rate: optimal

Paso 3 Set pH 6 . Endpo|nt pH =6

» Time interval measuring point: 10s

+ Start volume = OmL

+ Dosing rate: maximum mL/min
+ Titration rate: 50pL/min

+ Stop criterion: time = 9000s

Paso 4 StatpH 6

l

Paso 5 Database

FIGURA 2_ Diagrama de las etapas del método de analisis disefiado con el software Tiamo
1.3. y los parametros seleccionaos para cada una de ellas. Se ilustra el método utilizado
para pH 6: para pH 7 el método es el mismo, cambiando los valores de pH a 7 en los pasos
3yd

4.4 Cuantificacion e interpretacion de los resultados

Transcurrido el tiempo del experimento, el equipo genera de forma automdatica una
base de datos en la que se recogen los valores de temperatura, pH y volumen del
valorante anadido para cada intervalo de tiempo (10 s) de la fase intestinal (es decir,
de la etapa “pH-stat”). Esta base de datos se puede exportar para frabajar con los datos
(Tabla 1).

Tabla 1. Ejlemplo de base de datos exportada tras la etapa de pH-stat

Volumen NaOH

Tiempo(s) T°(°C) pH (ml)
5,04 37,00 4,982 0
14,96 3700 4,993 0,045
24,96 37,00 7,005 0,065
34,96 37,01 4,998 0,07
44,96 37,00 7,032 012
54,96 3700 7025 0,12
64,96 3700 7,018 012
74,96 3700 7012 013
84,96 37,01 7,005 0,14

9004,5 3700 7 14,24
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El porcentaje de acidos grasos liberados (AGL (%)) o porcentaje de digestibilidad de los
lipidos, se calcula en base al volumen consumido de NaOH durante la etapa pH-stat,
tomando como referencia el dcido oleico y la cantidad de sustrato (de lipidos) en la
muestra (Ecuacion 1).

(V NaOH (mL))(N NaOH)(PM Ac.oleico)(100)
m sustrato (mg)

AGL (%) = (1)

Donde: V NaOH = volumen de valorante alcanzado en cada punto (mL); N NaOH = concentracién utilizada
del valorante (N); PM Ac. Oleico = peso molecular del dcido oleico; y m sustrato = masa de grasa de la muestra
(9).

A modo de ejemplo, vamos a calcular el % de AGL liberados a tiempo = 94.46 s, segun
los datos recogidos en la Tabla 1. En este caso, el valorante utilizado tenia una
concentraciéon 1 N, se tomd como referencia el dcido oleico (Peso molecular = 282,75)
y el sustrato utilizado, leche de vaca, tenia un 3,5% de grasa, es decir, 0,175 gen 5 g de
muestra empleada en el experimento.

AGL (%) — (0,13 mL)i:;)S(TZ:;AJ)(lOO) — 20,98%

De esta manera, podemos obtener el valor de “Extensidon de la lipdlisis” considerando el
% AGL a tiempo final. Para la obtenciéon de la “Cinética de la lipdlisis” representamos la
dispersion de la matriz “tiempo / % AGL" con todos los valores de la tabla (La Figura 3
muestra un ejemplo). Como se observa en la misma, la cinética de lipdlisis se caracteriza
por tres framos: un periodo breve de activacién, donde la pendiente o velocidad es
relativamente baja; una etapa de velocidad constante, en la que se produce la mayor
parte de la lipdlisis; y una etapa de velocidad decreciente, en la que la mayor parte de
la lipdlisis ya ha ocurrido y tan solo permanece la actividad residual de la enzima, la cual
permite alcanzar valores proximos al 100% de % AGL a los 120 minutos de simulaciéon de
la fase intestinal.

HAGL
I
Periodo de velocidad
decreciente
%AGL, |l

Periodo de !
velocicad !
constante !

Periodode |

%AGL. |- activacion | ;

| i tiempo
BN

t, Tiempo de adsorcion enzima al glébulo %FAR, Acidos grascs liberados at,
taisce Tiempo final del periodo de velocidad cle %FAR,  Acidos grascs liberados a1,
tpy  Tiempo final de la fase intestinal {2h) %AGLy Acidos grasos liberados a 1y,

Figura 3. Curva modelo del progreso de la lipdlisis con los pardmetros caracteristicos que definen cada uno
de los periodos.
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5 Cierre

A lo largo de este objeto de aprendizaje, el estudiante ha aprendido coémo reproducir
en el laboratorio el proceso de digestion gastrointestinal de un alimento (leche) y de
forma simultdnea, determinar la lipdlisis durante la etapa intestinal de la misma,
utilizando el método del pH-stat.
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