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Resumen: Cipsulas de polvo de ardndano como propuesta
nutracéutica para mejorar la bioaccesibilidad de compuestos
fenolicos. Introduccion. El arandano (Vaccinium corymbosum
L.) posee un alto contenido de compuestos fendlicos los cuales
han sido estudiados principalmente por su actividad antioxidante,
antiobesogénica,  antiinflamatoria, entre  otras.  Objetivo.
Evaluar el efecto de la digestion gastrointestinal in vitro sobre la
bioaccesibilidad de compuestos fenolicos y actividad antioxidante
de una formulacion nutracéutica de arandano (capsula), comparado
con arandano fresco y polvo. Materiales y métodos. Se obtuvieron
extractos metanolicos de muestras de arandano fresco y liofilizado
y se determiné su contenido de fenoles, flavonoides y antocianinas
totales, asi como también actividad antioxidante. Se llevo a cabo
un ensayo de simulacion de digestion gastrointestinal para evaluar
la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos presentes en las
muestras. Resultados. Los resultados mostraron que la digestion
gastrica de arandano en polvo y en capsula promovié una mayor
bioaccesibilidad de fenoles (42% y 40%), flavonoides (52% y 33%)
y antocianinas (45% y 40%) comparado con digestos de arandano
fresco. Posterior a la digestion intestinal, la bioaccesibilidad de
fenoles (63%) y flavonoides (67%) fue mayor en la capsula de
arandano comparada con su contraparte ardndano en polvo. Las
condiciones de digestion intestinal afectaron negativamente la
bioaccesibilidad de las antocianinas independientemente del tipo de
muestra evaluada. Conclusion. Las condiciones de digestion gastrica
promueven una mayor estabilidad de los compuestos fenolicos en
arandano en polvo y en capsula lo que pudiera ser relevante para
el mantenimiento de un ambiente antioxidante a este nivel. Las
condiciones de digestion intestinal afectaron de manera particular
a los compuestos fendlicos de arandano fresco y polvo, pero no a la
capsula, lo que puede sugerir que el encapsulamiento protegio de las
condiciones alcalinas a los fenoles presentes. Se sugieren estudios
posteriores sobre absorcion in vitro de los componentes remanentes
en intestino y sus posibles efectos sobre biomarcadores de estrés
oxidativo en modelos in vivo. Arch Latinoam Nutr 2022; 72(1):
11-22.
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Abstract: Blueberry Powder capsules as a nutraceutical
proposal to improve bioaccessibility of phenolic compounds.
Introduction. Blueberry (Vaccinium corymbosum L.) has a high
content of phenolic compounds which have been studied mainly for
their antioxidant, antiobesogenic, anti-inflammatory activity, among
others. Objetive. The objective of the present study was to evaluate
the effect of in vitro gastrointestinal digestion on the bioaccessibility
of phenolic compounds and antioxidant activity of a nutraceutical
formulation of blueberry (capsule), compared to fresh and powder
blueberry. Materials and methods. Methanolic extracts of fresh
and lyophilized blueberry were obtained and determined its total
phenols, flavonoids, anthocyanins content, as well as antioxidant
activity. A gastrointestinal digestion simulation test also was carried
out to assess the bioaccessibility of the phenolic compounds found
in samples. Results. The results showed that gastric digestion of
powder and capsule blueberry promoted greater bioaccessibility of
phenols (42% and 40%), flavonoids (52% and 33%) and anthocyanins
(45% and 40%), compared to fresh blueberry digests. After intestinal
digestion, the bioaccessibility of phenols (63%) and flavonoids
(67%) was higher in the blueberry capsule compared to its powdered
blueberry counterpart. The intestinal digestion conditions negatively
affected the bioaccessibility of anthocyanins regardless of the type
of sample evaluated. Conclusion. Gastric digestion conditions
promote greater stability of phenolic compounds in powdered and
capsule blueberries, which could be relevant for the maintenance
of an antioxidant environment at this level. The intestinal digestion
conditions particularly affected the phenolic compounds of fresh
and lyophilized blueberry, but not the capsule, which may suggest
that encapsulation protected the phenols present from alkaline
conditions. Further studies on in vitro absorption of the remaining
components in the intestine and their possible effects on oxidative
stress biomarkers in in vivo models are suggested. Arch Latinoam
Nutr 2022; 72(1): 11-22.
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Introduccion

Los compuestos fenolicos se encuentran distribuidos
ampliamente en el reino vegetal y constituyen una
gran familia de sustancias las cuales incluyen desde
moléculas de bajo peso molecular como los acidos
fenolicos hasta moléculas de gran tamafno molecular
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como los taninos (1). En las ultimas décadas los
compuestos fendlicos han venido siendo materia
de estudio dado los efectos benéficos que estos
compuestos confieren a la salud humana, ya que se
ha demostrado una relacion directa entre el consumo
de estos compuestos y la reduccion de diversas
enfermedades cronicas. Por ejemplo, los fenoles
han sido estudiados por su efecto antiobesogénico
(2), antidiabético (3), algunos tipos de cancer (4) y
enfermedad cardiovascular (5).

Dentro del grupo de los Ilamados “super
alimentos” destacan las bayas, el arandano azul
(V. corymbosum L.), ha sido de los mas estudiados.
Ademas de su aporte nutricional, este fruto posee
un alto contenido de compuestos fenolicos,
predominando los acidos fendlicos y flavonoides,
estos ultimos incluyen a las antocianinas,
las cuales son pigmentos que intensifican el
color de los arandanos, y que ademadas poseen
algunas actividades biologicas tales como
antiinflamatorias, antiobesogenicas y antioxidantes
(6-10). Se ha demostrado que las antocianinas
son extremadamente inestables y su degradacion
esta influenciada por oxigeno, temperatura,
pH, luz y actividad enzimatica (11). Asimismo,
ciertas condiciones fisiologicas como la digestion
gastrointestinal asociada a la estructura de los
compuestos pueden afectar su estabilidad limitando
en gran medida su biodisponibilidad (12). En
la busqueda de alcanzar una mayor estabilidad
y por lo tanto una mayor bioaccesibilidad de
estos compuestos se han probado diferentes
procesos tecnologicos, especialmente procesos de
deshidratacion. La obtencion de polvo de arandano
presenta algunas ventajas sobre el arandano fresco
especialmente por el efecto de concentracion de
componentes que se presenta por la eliminacion
de agua, de tal forma que es posible su uso
como aditivo en otros alimentos (13). También
algunos estudios han evaluado el efecto de la
microencapsulacion (14-15); otros trabajos se han
enfocado hacia la extraccion de los compuestos
fendlicos de arandano y su posterior integracion con
otros componentes alimentarios como proteinas o
polisacaridos (16-18). Desde hace muchos afios la
industria farmacéutica hace uso de materiales de

origen natural y biodegradables para la encapsulacion de una
gran variedad de farmacos, no obstante, la encapsulacion de
ingredientes activos provenientes de fuentes naturales o de
alimentos completos es relativamente reciente. Este tipo de
materiales se encuentran junto con los comprimidos, dentro
del grupo de los llamados nutracéuticos (19-20).

Hasta donde se sabe, no existen formulaciones de arandano
en polvo en forma de capsulas, particularmente tomando en
cuenta que algunos materiales de los que estan constituidas
las capsulas pudieran presentar cierta proteccion a las
condiciones de digestion gastrointestinal. La industria
farmacéutica ha alcanzado un grado de especializacion en el
uso de estos materiales, sin embargo, existe poca informacion
en relaciéon al uso de capsulas como contenedores de
componentes derivados de alimentos. Por lo anteriormente
expuesto, surge el interés de evaluar la bioaccesibilidad de
compuestos fenolicos y actividad antioxidante de digestos
de capsulas de arandano. Los resultados derivados pudieran
marcar la pauta para futuros estudios de tipo farmacocinéticos
y de esta manera brindar una opcion nutracéutica a individuos
que pudieran tener un impedimento al uso de farmacos.

Materiales y Métodos
Obtencion de muestras y preparacion de extractos

Para este estudio se utilizo arandano azul (V. corymbosum
L.) el cual fue adquirido en un comercio de la localidad, en
la Ciudad de Hermosillo, Sonora, México. Las frutas fueron
lavadas con agua destilada y enseguida fueron colocadas sobre
papel absorbente para eliminar exceso de agua de lavado. Se
formaron dos lotes de 2 kg cada uno y un lote de fruta se
destiné para los ensayos con la fruta fresca (arandano fresco),
mientras que otro lote se llevo a proceso de liofilizacion, en
el cual primeramente las frutas enteras fueron congeladas a
-20°C y colocadas en charolas, para enseguida proceder a su
liofilizacion usando un equipo de liofilizacion (LABCONCO
Kansas City, USA), el cual fue operado a una presion
absoluta de 0,34 mBar y una temperatura de condensacion
de -50°C durante 24 h. Las muestras liofilizadas fueron
llevadas a molienda hasta obtener un tamafio de particula de
0,5 mm utilizando un molino experimental (Laboratory Mill
Mod.3100). Las muestras de polvo de arandano se separaron
en dos lotes uno fue etiquetado como arandano polvo y el
otro lote se destind para la preparacion de las capsulas
de arandano y etiquetado como capsula de arandano. Se
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utilizaron capsulas comerciales (Tipo 00) de gelatina bovina,
con capacidad de llenado de 0,7 g de arandano polvo las
cuales fueron llenadas manualmente y utilizadas para el
ensayo de digestion gastrointestinal in vitro.

La preparacion de los extractos metanolicos se llevo a cabo
de acuerdo con la metodologia propuesta por Tagliazucchi et
al. (21) y Salazar-Lopez et al. (22). Las muestras frescas y
liofilizadas (1 g) fueron colocadas en tubos falcon de 25 mL
y posteriormente se le afladieron 15 mL de metanol (80%).
La mezcla fue sonicada a temperatura ambiente por 30 min
y posteriormente centrifugada a 6000 rpm durante 15 min, y
colectado el sobrenadante. El procedimiento se repitid dos
veces y en la ultima extraccion se utilizé metanol acidificado
(HC1 0.1 M). Los sobrenadantes fueron colectados y filtrados
enpapel Whatman Num 1. Posteriormente el volumen de todos
los extractos se llevd a 50 mL. La concentracion final de los
extractos fue de 0,02 g/mL. Los extractos fueron usados para
la cuantificacion de fenoles totales (FT), flavonoides totales
(FLAT), antocianinas totales (AT) y actividad antioxidante.

Contenido de fenoles y flavonoides totales

Se determind el contenido de fenoles totales en las muestras
de acuerdo con la metodologia propuesta por Singleton et
al. (23), adaptada a microplaca; los resultados se expresaron
como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de
muestra (mgEAG/g). Para la determinacion de flavonoides
totales se utiliz6 el método de cloruro de aluminio, siguiendo
la metodologia descrita por Robles-Sanchez et al. (24)
adaptada a microplaca. El contenido total de flavonoides se
calculo a partir de una curva estandar de quercetina y los
resultados se expresaron como miligramos equivalentes de
quercetina por gramo de muestra (mgEQ/g).

Determinacion de antocianinas totales

El contenido de antocianinas se midié por el método de
diferencial de pH (25). Las antocianinas monoméricas totales
se calcularon mediante la siguiente ecuacion (Eq. 1).

Antocianinas totales (mg C3G/g) = (AXPMxFDx1000) / (¢ x 1)

Donde: mgC3G/g corresponde a la unidad de expresion del
resultado (mg de cianidin-3-glucésido) por cada gramo de
muestra; A corresponde a la absorbancia (A510 — A700)
pH1.0 — (A510 — A700) pH4.5; PM corresponde al peso
molecular de cianidin-3 glucésido (449,9 g.mol-1); FD es
el factor de dilucidn; € es el coeficiente de extincion molar
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de cianidin-3-glucosido a 510 nm (26 900); 1
corresponde a la longitud (cm) del paso de luz de
una celda de borosilicato.

Determinacion de la capacidad antioxidante:
Ensayo TEAC

Se determind la capacidad de secuestramiento
del radical ABTS de acuerdo a la metodologia
propuesta por Salazar-Lopez et al. (22).
Brevemente, 10 ul. de cada uno de los extractos
fueron depositados en pocillos de microplaca
conteniendo una solucion de trabajo de ABTS (280
puL) con una absorbancia ~0.7. Las muestras se
mantuvieron en reposo por 5 min y posteriormente
la absorbancia se midio a 745 nm. Los resultados
fueron expresados como pmol equivalentes de
trolox por gramo de muestra (WMET/g) usando una
curva de calibracion de Trolox.

Ensayo de digestion gastrointestinal in vitro y
bioaccesibilidad

Para la estimacion de la bioaccesibilidad de
compuestos fenodlicos de ardndano fresco, polvo
y en capsula, fue necesario imitar las condiciones
de las tres fases de digestion gastrointestinal
in vitro (oral, gastrica e intestinal) de acuerdo
con la metodologia gastrointestinal in vitro de
INFOGEST con ligeras modificaciones (26). Tres
voluntarios en un rango de edad de 35-55 afios,
aparentemente saludables y en ayunas otorgaron
su consentimiento para participar en el estudio.
Los participantes masticaron durante 15 s 0,7 g
de cada una de las muestras (capsula de arandano
no fue masticada tratando de simular la ingestion
de este tipo de formulaciones y solamente se paso
por boca con un tiempo de residencia no mayor a
5 seg). Posteriormente, los sujetos expulsaron la
muestra masticada hacia tubos falcon de 50 mL, (9
tubos por muestra), se enjuagaron la boca dos veces
con 5 mL de agua durante 60 s y luego expulsaron
el liquido hacia sus respectivos tubos. Para la
obtencion del digesto oral se retiraron tres tubos de
cada set de muestras, los cuales fueron mantenidos
durante tres minutos en bafo maria a 37°C/100 rpm
y enseguida puestos en bafio de hielo para detener
actividad enzimatica. Los seis tubos restantes de
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cada una de las muestras fueron llevados a proceso
de digestion gastrica, agregando a los digestos 5
mL de solucion tampéon HCI-KC1 0,2 M y haciendo
un ajuste de pH a 1,5. Enseguida se agregaron 667
uL de solucion de pepsina (300 mg/mL) y los tubos
se incubaron durante 1 h en un bafio de agua con
agitacion constante a 37°C (Precision Scientific
Mod. 66800 Winchester, VA, USA). Terminado el
tiempo de incubacion se retiraron tres tubos de cada
una de las muestras y estas fueron llevadas a bafo
de hielo. Las muestras restantes fueron llevadas
a proceso de digestion intestinal. A cada uno de
los tubos procedentes de la digestion gastrica se les
afnadieron 9,0 mL de solucion fosfato (0,1 M, pH
7,5) y el pH se ajusto a 7,5. Se agreg6 1 mL de
solucion de pancreatina (17 mg/mL) y sales biliares
(80 mg), y la mezcla se incub6d durante 6 h en un
bafio de agua con agitacion a 37°C y 100 rpm para
obtener el digesto intestinal. Todos los digestos
procedentes de cada fase fueron centrifugados
durante 15 minutos a 6000 rpm a temperatura
ambiente; se midio el volumen final de cada uno de
los sobrenadantes y posteriormente fueron filtrados
(Econofltr Nyln 0.45 pm, Santa Clara, CA, USA).
En los sobrenadantes se determind la fraccion
bioaccesible de fenoles, flavonoides y antocianinas
totales. Para esta Giltima determinacion fue necesario
eliminar las sales biliares mediante el paso por una
columna de resina C18 (20). La bioaccesibilidad
(%) fue calculada como la proporcion entre la
concentracion del componente bioactivo en las tres
fases de la digestion (sobrenadantes) y su respectiva
concentracion en los frutos (Eq. 2). Los resultados
fueron expresados en términos de porcentaje (B %).

contenido de compuestos fenolicos/

actividad antioxidante en digestos
Bioaccesibilidad % = 100 x

contenido de compuestos  fendlicos/
actividad antioxidante muestras sin digerir

La actividad antioxidante también fue analizada
por este procedimiento y expresada como % de
recuperacion.

Analisis Estadistico

Para la evaluacion del efecto de los tratamientos
sobre las variables respuesta, el disefio experimental
del estudio fue completamente al azar, todas las

muestras del presente ensayo se analizaron por triplicado y
los resultados fueron analizados mediante una ANOVA. Se
realizo la prueba de Tukey para diferenciacion entre medias a
un nivel de significancia de P<0,05, para el analisis estadistico
de los datos se utilizé el programa estadistico JMP V16.

Resultados

Contenido de compuestos fenolicosy actividad antioxidante de
arandano fresco y polvo antes de la digestion gastrointestinal
in vitro.

En la Tabla 1 se muestra el contenido de fenoles, flavonoides
y antocianinas totales asi como también la actividad
antioxidante presente en arandano fresco y polvo antes
del proceso de digestion. Se observa que los componentes
fendlicos en su conjunto y actividad antioxidante mostraron
valores mas altos en la muestra liofilizada. Este incremento
fue del orden de 11,0, 6,1, 7,9 y 10,3 veces mas alto para
fenoles, flavonoides antocianinas totales y actividad
antioxidante respectivamente.

Contenido de compuestos fendlicos y actividad antioxidante
de ardandano fresco, polvo y en cdpsula después de la
digestion gastrointestinal in vitro.

En el presente estudio, se evaluo el contenido de compuestos
fenolicos (fenoles, flavonoides y antocianinas totales y
actividad antioxidante) en tres fases de digestion in vitro

Tabla 1. Contenido de fenoles totales, flavonoides totales,
antocianinas totales y actividad antioxidante en arandano
fresco y polvo.

Arandano Fresco'  Arandano Polvo!

Fenoles Totales

b a
(mgEAG/g) 2,17+0,04 26,0+0,07
Flavonoides Totales
1,25+0,03° 8,87+0,41 °
(mgEQ/g)
Antocianinas Totales
+ b + a
(mg C3G/a)’ 0,70+0,12 6,32+0,55
TEAC (WMET/g)? 10,95+0,31° 123,8143,87*

"Los valores corresponden al promedio (n=3) + desviacién estandar. *Valores
de antocianinas estin expresados como cianidin-3-glucésido (C3G).
*TEAC: Trolox equivalent antioxidant capacity. Medias con superindices
diferentes dentro de un mismo renglén son estadisticamente diferentes a
P<0.05 de acuerdo a la Prueba de Tukey.
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Figura 1. Contenido de fenoles totales (A), flavonoides totales (B), antocianinas totales (C) y actividad antioxidante
(D) durante el proceso de digestion gastrointestinal in vitro de ardndano fresco, arandano polvo y capsula de polvo
de arandano. Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones = desviacion estandar. Medias con letras
diferentes por fases de digestion para cada muestra son estadisticamente diferentes a una P<0.05.

(oral, gastrica e intestinal) de 0,7 g de arandano fresco,
0,7 g de arandano polvo y 0,7 g de ardndano liofilizado y
empacado en capsula de gelatina bovina, con el fin de evaluar
un posible efecto de proteccion de los compuestos fendlicos
durante su paso por el proceso de simulacion de digestion
gastrointestinal.

Fenoles Totales. LaFigura 1 A, muestra el contenido de fenoles
totales para las tres fases de digestion y para las tres muestras
analizadas. Para arandano fresco se present6 un incremento
gradual conforme transcurrio el proceso de digestion,
con valores de 0,147+0,008, 0,582+0,019 y 1,239+0,029
mgEAG/0,7 g de muestra, para las fases de digestion oral,
gastrica e intestinal respectivamente. Para el arandano
polvo, se presentd un comportamiento similar al reportado
para ardndano fresco con la diferencia de que el contenido
de fenoles totales fue significativamente mas alto, en una
relacion aproximada de 1:30 (0,147+0,008 vs 4,650+0,144),
1:13 (0,582+0,019 vs 7,510+0,246 mgEAG/0,7 g muestra)
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y 1:5 (1,239£0,029 vs 6,9844+0,980 mgEAG/0,7 g
muestra) para digestion oral, géstrica e intestinal
respectivamente. El contenido de fenoles totales
en las muestras de capsula de arindano mostr6é un
comportamiento diferente en el sentido de que los
valores se mostraron significativamente mas altos
en la fase intestinal (+65%) respecto a las muestras
de arandano polvo.

Flavonoides totales. El contenido de flavonoides
totales en las muestras digeridas (Figura 1B)
presentd un comportamiento similar al presentado
para fenoles totales, en donde los valores mas
bajos correspondieron a las muestras de ardndano
fresco para las tres fases de la digestion. Haciendo
una comparacion entre ardndano polvo y ardndano
en capsula, se observa que la concentracion de
flavonoides totales de los digestos gastricos de
arandano polvo fue aproximadamente un 62% mas
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alta que su contraparte arandano en capsula, sin embargo,
cuando las muestras fueron sometidas a digestion intestinal,
fueron las muestras de arandano en capsula quienes superaron
el contenido de flavonoides totales hasta en un 40%.

Antocianinas Totales. El contenido de antocianinas presentes
en arandano fresco, polvo y capsula mostraron un incremento
de la fase oral a la fase gastrica sin cambios significativos
para arandano fresco. Los valores en este componente
disminuyeron notablemente cuando las muestras fueron
sometidas a digestion intestinal para las tres muestras
evaluadas. En términos de porcentaje esta disminucion
de la fase gastrica a la intestinal fue de 13%, 40% y 48%
para arandano fresco, polvo y capsula respectivamente
(Figura 1C). En relaciéon al comportamiento de la actividad
antioxidante medida por el ensayo de TEAC, durante el
proceso de digestion gastrointestinal, en la Figura 1D se
muestran los valores para arandano fresco, polvo y cépsula.
Se presentd una tendencia hacia un incremento en los valores
conforme avanzé el proceso de digestion. Siendo en la fase
de digestion intestinal donde la actividad antioxidante se
incrementd considerablemente (5,44+0,025, 66,40+2,21 y

Tabla 2. Bioaccesibilidad de compuestos fenolicos de arandano fresco, polvo y capsula

107,74 uMET/0,7 g para arandano fresco, polvo y
arandano en capsula respectivamente).

Bioaccesibilidad. En la Tabla 2, se presenta
el contenido inicial de fenoles, flavonoides y
antocianinas totales en arandano fresco, polvo y
capsula ajustado a 0,7 g de muestra. Cabe senalar
que estos contenidos fueron considerados como el
100% de maxima extraccion metandlica y tomado
como referencia para el calculo de bioaccesibilidad
de estos componentes. Destaca primeramente que
ninguno de los componentes evaluados durante
el proceso de digestion gastrointestinal alcanzé
100% de bioaccesibilidad, esto puede significar
que las condiciones de digestion no favorecieron
una liberacion que pudiera superar a lo encontrado
en las muestras antes de la digestion. No obstante,
es posible observar un comportamiento interesante
en relacion a la dependencia entre la concentracion
de componentes fendlicos presentes en las
muestras antes de la digestion y su correspondiente
porcentaje de bioaccesibilidad de la fase oral a la

1,2,3

FT B FLAT B AT B
mgEAG/0,7g % mgEQ/0,7 g % mgC3G/0,7 g %
Fresco
Inicial 1,52+0,030 * 0,87+0,020 * 0,49+0,08 ¢
Oral 0,14+0,008¢ 10 0,060,006 < 8  0,006+0,0002°¢ 1
Gastrica 0,58+0,010¢ 38  0,18+0,010 > 21 0,15+0,020 * 30
Intestinal 1,23+0,020° 82  0,071+0,006° 8 0,130,010 ®* 26
Polvo
Inicial 18,2+0,30 * 6,20+0,28 * 4,42+0,0,38 ¢
Oral 4,65£0,10¢ 25 1,97+0,13 ¢ 31 0,480,070 ¢ 10
Gastrica 7,51+0,20° 42 3,26+£0,07 * 52 2,02+0,110 © 45
Intestinal 6,98+0,9° 38 2,97+0,10 < 47 1,214£0,010 < 27
Cépsula
Inicial 18,240,30° 6,20£0,28 * 4,42+0,38 *
Oral NA 0 NA 0 NA 0
Gastrica 7,27+£0,60 ¢ 40 2,03£0,07 ¢ 33 1,79+0,15° 40
Intestinal 11,52+0,50° 63 4,19+0,15 > 67 0,93+£0,08 © 21

1 Los valores se expresan como el promedio (n=3) + desviacion estandar. 2Los valores iniciales para FT (fenoles
totales), FLAT (flavonoides totales) y AT (antocianinas totales) fueron ajustados a 0.7 g de muestra. 3Distintos
superindices por columna y por tipo de muestra indican diferencias significativas (P<0.05). Bioaccesibilidad (B),

NA (No analizado).
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gastrica. De tal manera que a mayor contenido de
FT, FLAT y AT en los digestos de arandano fresco y
polvo, mayor fue su porcentaje de bioaccesibilidad.
Refiriéndonos ahora a la bioaccesibilidad de
los componentes presentes en las muestras de
arandano posterior a la digestion intestinal, se
puede observar que el contenido de FT, FLAT y
AT disminuy6 en muestras de arandano fresco y
polvo (a excepcion del contenido de FT en digestos
intestinales de muestras de arandano fresco) esta
disminucion fue asociada a una reducciéon en el
porcentaje de bioaccesibilidad. Para arandano
en capsula se presentd un efecto contrario, es
decir, tanto el contenido como el porcentaje
de bioaccesibilidad de FT como de FLAT se
incrementaron significativamente en los digestos
intestinales. No obstante la bioaccesibilidad de AT

Tabla 3. Porcentaje de recuperacion de actividad
antioxidante determinada en las fases oral, géstrica
e intestinal durante simulacion de digestion in vitro

de arandano fresco, polvo y capsula’*?

Fase TEAC Recuperacion

Digestion (LMET/0.7 g) %
Fresco

Inicial 7,660,042

Oral 0,42+0,03 © 5

Géstrica 0,97+0,05° 12

Intestinal 5,44+0,02 # 70
Polvo

Inicial 86,66+2,70 2

Oral 34,72+0,44¢ 40

Gastrica 42,0140,56 © 48

Intestinal 66,40+2,20 ° 76,62
Cépsula

Inicial 86,66+2,70 *

Oral NA 0

Gastrica 43,06+0,98 © 49

Intestinal 107,74+0,5 0° 124

"Los valores corresponden al promedio de tres repeticiones
+ desviacion estandar. 2Los valores iniciales para TEAC
fueron ajustados a 0.7 g de muestra. *Letras diferentes indican
diferencia estadisticamente significativa entre las diferentes
fases de digestion gastrointestinal (P<0.05). NA (No analizado).

de las tres muestras evaluadas fue mayormente favorecida en
la fase gastrica.

En la Tabla 3 se muestra la actividad antioxidante inicial
medida por el ensayo de TEAC en muestras de arandano
fresco, polvo y capsula (inicial) y recuperacion de actividad
antioxidante en términos de porcentaje en cada una de las
fases de digestion (oral, géstrica e intestinal). Para las tres
muestras evaluadas se presentd una tendencia hacia un
incremento en los porcentajes de recuperacion a medida que
se avanzo6 en el proceso de digestion gastrointestinal.

Discusion

Los compuestos fenolicos particularmente las antocianinas
son susceptibles a oxidacion y descomposicion quimica por
temperaturas y humedad, luz ultravioleta, pH entre otros
factores, por lo que se han estudiado diversas tecnologias
para mejorar la estabilidad de estos compuestos tales
como la pasteurizacion, ultrasonido de alta intensidad,
microencapsulacion y remociéon de agua bajo condiciones
controladas (13, 27). El proceso de liofilizacion ha sido uno de
los procedimientos mas utilizados para mejorar la estabilidad
de compuestos bioactivos en arandano. Una consecuencia de
este proceso es un aumento significativo de las concentraciones
de los componentes fenolicos y actividad antioxidante en el
fruto, tal como se present6 en nuestro estudio. Sin embargo,
adicional a este efecto, es relevante mencionar que el proceso
de liofilizacion no promueve pérdidas, pero si modifica la
estructura quimica de algunos componentes, y es que la sola
remocion de agua puede incentivar interacciones entre los
componentes quimicos del fruto, favoreciéndose reacciones
de oxidacion, polimerizacion entre otros efectos, lo que
pudo haber afectado de manera importante en los valores de
fenoles totales en su conjunto. De aqui que las proporciones
expresadas en referencia a los resultados mostrados en la
Tabla 1 no sean similares para todos los componentes.

Por otra parte, es importante sefialar que existe una amplia
variabilidad en el contenido de compuestos fendlicos totales
y por subgrupo en arandano fresco, atribuido a factores
como el cultivar, zona geografica de cultivo y practicas de
postcosecha en el fruto (28-30). El efecto del proceso de
secado por liofilizacion sobre contenido de fenoles y actividad
antioxidante ha sido ampliamente estudiado en arandano y los
resultados han sido similares a los encontrados en el presente
estudio (31, 27).
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Para el caso del contenido de flavonoides totales, se sabe
que estos pueden ser afectados por diferentes factores
agrondmicos y por lo tanto la variabilidad también puede ser
muy alta. Bunea et al. (32) reportd valores de flavonoides
totales en arandano de diferentes variedades en el orden de
1.03 mg EQ/ g, 0.92 mg EQ/g y 0.84 mg EQ/g para cultivares
‘Bluecrop’, ‘Elliot’y ‘Duke’respectivamente. Las variaciones
en el contenido de compuestos flavonoides también pueden
ser atribuidas al proceso de extraccion quimica utilizado
para su cuantificacion (33). También se han reportado rangos
muy amplios en el contenido de flavonoides totales dentro
de cultivares de una misma especie como lo reportado por
Saral et al. (34) que encontraron valores desde 0.74 - 5.65
mgEQ/g muestra. Para el caso de antocianinas, en un estudio
de Rodrigues et al. (30), reportaron valores de arandano azul
fresco similares a los obtenidos en nuestro estudio. En otros
estudios se ha demostrado que el contenido de antocianinas
puede variar de manera significativa conforme aumenta el
estado de madurez del fruto con valores que pueden ir desde
0.019+£0.002 mgAT/g para frutos inmaduros hasta 0.704+0.03
mgAT/g para frutos maduros (35)

Las antocianinas son flavonoides que contribuyen de manera
significativa al contenido total de fenoles. Kalt et al. (36),
demostraron que el porcentaje de contribucion de antocianinas
al contenido de fenoles totales se va incrementando a medida
que el fruto va madurando, con porcentajes que van desde el
2% para frutos inmaduros hasta el 60% para frutos maduros
(100% azules) esto para algunos cultivares de arandano azul;
sin embargo, también en este estudio se observd que esta
contribucion disminuye significativamente una vez que el
fruto ha sobremadurado. Para el caso de nuestro estudio la
contribucion de antocianinas al contenido de fenoles totales
fue del 67% para muestras frescas y del 25% para muestras
liofilizadas, este resultado puede sugerir que el proceso de
liofilizacion afecta de manera importante el contenido de
antocianinas.

En arandanos predominan las antocianinas monoméricas
(glucosiladas) por encima de las no glucosiladas
(antocianidinas) y practicamente todas las antocianidinas
precursoras (malvidina, petunidina, delfinidina, peonidina
y cianidina) estan presentes en este fruto (37), aunque
dependiendo del estado de madurez del fruto los contenidos
de estas antocianinas se pueden modificar, destacando la
cianidin-3-glucésido en frutos (rojizo-purpura) como la
antocianina predominante, también es relevante mencionar
que en fases inmaduras del fruto, la glicosilacion de los
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monomeros no se presenta por lo que es muy
probable encontrar antocianidinas (35). Olivas-
Aguirre et al. (31) estudi6 la misma variedad
comercial de arandano azul que estudiamos aqui,
reportando varios acidos fenolicos, flavonoides y
antocianidinas.

Los compuestos fendlicos en su conjunto
contribuyen a la actividad antioxidante del fruto.
En diversos estudios se han reportado valores
similares a los mostrados en el presente estudio (28,
30), aunque algunos autores han reportados valores
de actividad antioxidante hasta 5 veces mas altos
(33). Sobre esto ultimo, Baenas et al. (38) reportod
valores de actividad antioxidante en un cultivar
andino de ardndano polvo, medida como TEAC
(278.2+59 uMET/g), un valor que significa poco
mas del doble que lo obtenido en nuestro estudio.

Losbeneficios del consumo de compuestos fendlicos
dietarios van a depender de la accesibilidad en
la que estos compuestos se presenten en los
frutos (fenoles extraibles ‘libres’), la diversidad
molecular de los compuestos, las interacciones que
estos tengan con otros componentes de la matriz
alimentaria, la cantidad de fenoles consumida y
particularmente de su estabilidad a lo largo del
tracto gastrointestinal, todo lo anterior pudieran ser
factores limitantes para su potencial absorcion. En
el estudio de Parada et al. (39), se menciona que la
microestructura de la matriz alimentaria juega un
papel importante en el proceso de biodisponibilidad
de un compuesto bioactivo/nutriente, de tal manera
que el autor indica que entre menos compleja sea
la molécula mas grande sera su posibilidad de ser
bioaccesible, absorbible y por tanto biodisponible.

En el presente estudio, resalta el hecho de que las
condiciones de digestion gastrointestinal in vitro
no favorecieron la estabilidad de los componentes
fenodlicos de las tres muestras evaluadas en el
sentido de que ninguna de las muestras digeridas
logr6 alcanzar los contenidos observados en las
muestras originales (antes de la digestion). Lo
anterior ya ha sido discutido por diversos autores
que destacan la susceptibilidad a degradacion de
los compuestos fendlicos y particularmente de
las antocianinas ante las condiciones de digestion
gastrointestinal (40-41).
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A pesar de lo anterior, cabe destacar la influencia significativa
atribuida al proceso de liofilizacion ya que tanto ardndano
polvo como en capsula mostraron los valores mas altos en
fenoles, flavonoides y antocianinas totales durante el proceso
de digestion gastrointestinal in vitro comparado con arandano
fresco. Especificamente, en la fase gastrica se encontré un
mayor contenido de antocianinas totales, para todas las
muestras estudiadas, lo anterior puede explicarse por un
lado, considerando las condiciones acidas presentes en la
digestion gastrica que dieron lugar a la formacion del cation
flavilio una forma coloreada estabilizada de las antocianinas
(42), por otra parte, diversos autores han mencionado que
algunos acidos fenolicos presentes y liberados de la matriz
alimentaria pueden bajo las condiciones acidas de la digestion
gastrica llevar a cabo una funciébn como co-pigmentos
brindando estabilidad a las antocianinas (43-44). Un aspecto
relevante que se deriva de lo anterior es que la presencia
de estos compuestos fenodlicos en la fase gastrica pudiera
promover un ambiente antioxidante, que puede repercutir
en la inactivacion de radicales libres, cabe mencionar que la
fase gastrica al igual que la intestinal son importantes fuentes
productoras de radicales libres (45).

A nivel intestinal y comparando entre muestras de arandano
polvo y en cépsula, esta ultima demostrd tener una mayor
capacidad para estabilizar a fenoles y flavonoides totales, lo
que pudiera sugerir que el material del que esta construida la
capsula (gelatina bovina) fungié como barrera de proteccion
a las condiciones alcalinas del proceso de digestion intestinal.
Butkeviciut et al. (46), modelaron capsulas duras de gelatina
con manzana liofilizada y estudiaron la cinética de liberacion
de los compuestos fendlicos en funcion del tiempo de
disolucion y de la capsula y demostraron que la capsula puede
ser considerada de rapida disolucion cuando se ha liberado el
85% del componente bioactivo en este caso correspondio al
acido clorogénico. Pudiera ser relevante realizar un estudio
similar con el fin de valorar el posible uso de la capsula dura
como base para el desarrollo de suplementos nutracéuticos
basados en polvo de arandano.

La importancia de conocer el contenido de compuestos
fendlicos y actividad antioxidante en las diferentes fases
de la digestion gastrointestinal radica en el hecho de
que es posible asumir que las condiciones de digestion
gastrointestinal estan promoviendo un efecto que puede ser
positivo o negativo, dependiendo de algunos factores como
la constitucion de la matriz alimenticia y las interacciones
entre los componentes de la misma. Lo anterior brinda la
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posibilidad de inferir el potencial de absorcion
y bioactividad del componente. Sin embargo,
estos resultados pueden no informar acerca de
la bioaccesibilidad del componente fendlico
es decir tomar en cuenta la proporciéon que se
libera y que esta potencialmente disponible para
absorcion en relacion con el contenido original de
la muestra antes de la digestion. Contar con esta
informacion permite tomar decisiones en relacion
a posibles transformaciones de tipo tecnoldgicas
0 Dbioprocesamientos que puedan mejorar la
bioaccesibilidad del material alimenticio a digerir.

Durante el proceso de digestion gastrointestinal,
la fase gastrica es la que puede asumirse como la
que favorecié la estabilidad de los componentes
fendlicos evaluados, ya que es en esta fase en
donde se encontraron los valores mas altos de
bioaccesibilidad para las tres muestras evaluadas
y especificamente mas alta la bioaccesibilidad en
muestras liofilizadas y en céapsula.

Situaciones muy particulares se presentaron
durante la fase de digestion intestinal, primero,
el valor mas alto de bioaccesibilidad de fenoles
totales correspondio a digestos de arandano
fresco, lo anterior puede tener su explicacion en
dos aspectos uno seria la presencia de agua que
pudo promover reacciones de hidrolisis durante el
proceso de digestion y liberar una mayor cantidad
de compuestos fendlicos y por otra parte es
importante mencionar la naturaleza del ensayo de
Folin, que tiende a sobreestimar los resultados. A
excepcion del resultado anterior, tanto fenoles como
flavonoides y antocianinas totales de digestos de
arandano fresco y polvo mostraron una reduccion
en su bioaccesibilidad. Lo anterior puede significar
que las condiciones de digestion intestinal no fueron
favorables para este tipo de componentes por lo que
pudieron presentarse procesos degradativos o de
polimerizacion de estos compuestos.

Bajo las condiciones establecidas en el presente
estudio las antocianinas contenidas en arandano
fresco, polvo o encapsulado terminan degradandose
en un rango de 73-79%. Sin embargo, la propuesta
nutracéutica sigue siendo viable, ya que es
importante destacar la alta bioaccesibilidad de
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fenoles y flavonoides totales en la fase gastrica, ya
que ademas de brindar un ambiente antioxidante
a nivel gastrico, también existe la posibilidad de
absorcion de estos componentes a nivel gastrico
(47). Ademas, es importante mencionar que
los componentes que no sean susceptibles de
absorcion pueden llegar a ser utilizados por el
microbiota del colon (12). Hacer referencia a un
ambiente antioxidante implica el conocimiento de
la actividad antioxidante que puede ser atribuida
a los componentes fenolicos presentes en las
muestras de ardndano estudiadas. Sin embargo,
también cabe la posibilidad de la presencia de
otros componentes de naturaleza no fenolica que
pudieran estar contribuyendo al incremento de la
actividad antioxidante.

Conclusion

Las condiciones de digestion gastrica in vitro
promovieron una mayor estabilidad de fenoles,
flavonoides y antocianinas en las muestras de
arandano polvo y cépsula. Las condiciones de
digestion intestinal favorecieron la bioaccesibilidad
de fenoles y flavonoides totales, pero no la de
antocianinas en donde independientemente de
la constitucion de la muestra los valores fueron
similares.
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