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INTRODUCCION

Los compuestos fendlicos o polifenoles son metabolitos secundarios de las plantas y
representan los antioxidantes mas abundantes en la dieta. Comprenden una amplia
variedad de compuestos simples o polimerizados formados por uno o varios anillos
aromaticos unidos a uno o mas grupos hidroxilos (Hannum, 2004).

Las frutas finas (frutillas, ardndanos, zarzamoras, etc.) son muy populares debido a su
atractivo color y sabor y son reconocidas por ser muy ricas en compuestos fendlicos
con propiedades promotoras de la salud (Van de Velde y col., 2016).

Los efectos de los compuestos fendlicos sobre la salud dependen de su
bioaccesibilidad, es decir de la cantidad presente en el alimento que llega a la luz
intestinal como consecuencia de su liberacién de la matriz alimentaria, y que puede
ser absorbido para ejercer un efecto sistémico o local (Saura-Calixto y col., 2007).
Entonces, ademas de identificar y cuantificar el contenido total de compuestos
fendlicos de un producto vegetal determinado, se vuelve fundamental conocer la
bioaccesibilidad de estos compuestos.

Los métodos de digestion y dialisis in vitro pueden simular las condiciones
gastrointestinales y permiten el estudio de los cambios en los componentes dietarios
durante las fases gastrica e intestinal de forma rapida, reproducible y segura (You y
col., 2010). Si bien existen en la bibliografia algunos métodos in vitro para determinar
la bioaccesibilidad de los polifenoles a nivel de intestino delgado, estas metodologias
no consideran la fraccién de polifenoles metabolizados por la microflora del colon que
pueden ser absorbidos por el intestino grueso, aumentando su bioaccesibilidad.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un modelo de digestiéon y dialisis in vitro

para determinar la bioaccesibilidad de los polifenoles presentes en frutas finas
(frutillas y zarzamoras), simulando tanto la digestion en el intestino delgado, como en

el colon, para lo que se incorpor6 una etapa de fermentacion y dialisis que permitira
estimar la fraccion de polifenoles que tras ser metabolizada por las enzimas de las

bacterias coldnicas puede ser absorbida en el intestino grueso. Ademas, se analizo el

porcentaje de capacidad antioxidante remanente en cada porcion obtenida luego de la
digestion gastrointestinal en relacién a la capacidad antioxidante de la fruta sin digerir.

METODOLOGIA
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Material vegetal

Se emplearon frutillas (Fragaria ananassa Duch. variedad ‘Camarosa’) y zarzamoras
(Rubus fruticosus variedades ‘Jumbo’, ‘Blacksatin’ y ‘Dirksen’), provenientes de
Coronda (Santa Fe).

Andlisis de fenoles totales (FT), antocianinas totales (AT) y capacidad
antioxidante (CA)

Para el andlisis de FT se utilizé el método de Singletén y Rossi (1965). Los resultados
se expresaron en mg de acido gélico (AG)/g fruta seca (FS). El analisis de AT se
realizé segun el método de Heo y Lee (2005). Los resultados se expresaron como mg
pelargonin-3-glucosido (frutillas) o cianindin-3-glucésido (zarzamoras)/g FS. La CA se
analizé por el método de Brand-Williams y col. (1995). Los resultados se expresaron
como mg de butilhidroxitolueno (BHT)/g FS.

Modelo gastrointestinal con fermentacién coldnica in vitro

Para simular las condiciones de las fases gastrica e intestinal del proceso
digestivo se empled el método de Drago y col. (2005). Para la etapa gastrica,
se utilizé una solucion de pepsina 16 % en HCI 0,1 N (pH 2) y se incubd por 2 h
a 37 °C en bafio con agitacion. Para la etapa intestinal, se incorporaron
membranas de dialisis (cut-off: 6-8 kDa) conteniendo una solucién de NaHCO;
que permite ajustar el pH a la neutralidad, simulando el pH del duodeno, y se
incubo por 50 min. Posteriormente se agregd una solucion de bilis-pancreatina
en NaHCO3; 0,1 N (Bilis 1 %; Pancreatina 0,4 %) y se incub6 por 2 h a 37 °C
con agitacion. Se prepararon blancos de digestion remplazando el peso de
muestra por agua, los cuales fueron sometidos al mismo proceso digestivo.
Para simular la etapa de fermentacion colénica se empledé y modificd la
metodologia de Saura-Calixto y col., (2007). Se prepard un indculo (100 g/L) a
partir del contenido cecal de ratas macho ‘Wistar’ en caldo de cultivo para
microorganismos anaerobios. Se agregaron membranas de dialisis (6-8 kDa)
antes de comenzar la etapa fermentativa y se incub6 en anaerobiosis por 24 h
a 37 °C en bafo con agitacién. Se prepard un control positivo con rafinosa,
hidrato de carbono totalmente fermentable.

Bioaccesibilidad intestinal y coldnica y retencion de CA

La bioaccesibilidad intestinal (BI) y col6nica (BC) se estimé como la fraccion dializable
de FT y AT en cada etapa, en relacion al contenido total de fenoles o antocianinas de
la muestra sin digerir. El porcentaje de retencion de CA se estim6é como la CA de los
dializados intestinales (CA 1) y coldnicos (CA C), en relacion a la CA de la muestra sin
digerir.

Andlisis estadistico

Todos los andlisis se realizaron por triplicado. La comparacion de las medias se realizé
por medio del analisis de la varianza (ANOVA) usando el software STATGRAPHICS
Centurion XV 15.2.06 (StatPoint Technologies, Inc., Warrenton, Virginia, EE.UU.). Las
diferencias significativas entre las medias se determinaron mediante la prueba de
Tukey al 5% de nivel de significacion.



RESULTADOS

Los contenidos totales de FT, AT y CA de las frutillas y zarzamoras sin digerir se
muestran en la Tabla 1. El contenido de FT de las zarzamoras ‘Jumbo’ y ‘Black Satin’
no presentd diferencias estadisticamente significativas y fue 19% mas alto al contenido
registrado en las zarzamoras ‘Dirksen’. Las frutillas ‘Camarosa’ exhibieron un
contenido de FT casi 70% menor al contenido hallado en las zarzamoras.

Atributo Zarzamoras Frutilla
‘Jumbo’ ‘Blacksatin’  ‘Dirksen’  ‘Camarosa’

FT (mg AG/g FS) 36 +3° 37+2° 30+1° 18+ 2°

AT (mg/g FS) 6.1+0.1° 55+0.2° 54+02° 1.7+0.2°

CA (mg BHT/gFS) 30.6+0.1° 295+0.7° 29.8+0.7° 17.9+0.6°
Letras distintas en la misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Tabla 1: Fenoles totales (FT), antocianinas totales (AT) y capacidad antioxidante (CA) de las
frutas analizadas.

El contenido de AT mas alto se encontré en las zarzamoras ‘Jumbo’, siendo 12%
mayor a aquel de las frutas ‘Dirksen’ y ‘Blacksatin’, cuyo contenido no fue
significativamente diferente. Las frutillas mostraron un contenido de AT 69% menor al
de las zarzamoras. Por su parte, la CA no mostro diferencias entre los tres cultivos de
zarzamoras, siendo 40% mayor a la CA de las frutillas (Tabla 1).

La bioaccesibilidad (B) de FT de las zarzamoras vy frutillas se muestra en la Tabla 2.
De acuerdo a los resultados, no se encontraron diferencias significativas entre los
resultados de Bl para las tres variedades de zarzamoras estudiadas. Sin embargo, las
frutillas presentaron una pequefia pero significativa mayor Bl a este nivel de absorcion.

Zarzamoras Frutilla

‘Jumbo’ ‘Blacksatin’ ‘Dirksen’ ‘Camarosa’
% BI 10+ 2° 11+1° 11+1° 16 + 22
% BC 44 + 6° 61+ 7° 48 + 6° 32+ 4°
% B Total 53+ 3° 73+ 7b° 58 + 4° 48 + 3%

Bl: bioaccesibilidad intestinal, BC: bioaccesibilidad colénica. Letras minUsculas distintas en la
misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Tabla 2: Bioaccesibilidad de fenoles totales (FT) en las frutas estudiadas

Por su parte, la BC de FT resulté mayor para todas las frutas estudiadas en
comparacion con la Bl (Tabla 2). Esto es debido a que las bacterias fermentativas del
colon provocan la escision, liberacion y/o solubilizacion de nuevas especies fendlicas
desde la matriz de la fruta digerida, lo cual incrementa la didlisis de estas especies
hacia el interior de las membranas, lo que se traduciria como un aumento en su
absorcion. ‘Blacksatin’ exhibié el mayor valor de BC, siendo 25% mayor a los valores
observados para ‘Dirksen’ y ‘Black Satin’ y mas del 50% del valor hallado para las
frutillas ‘Camarosa’. Estas diferencias pueden explicarse por la diferente naturaleza de
los compuestos fendlicos y los distintos metabolitos producidos por la fermentaciéon de
las bacterias del colon con diferente capacidad de didlisis.

Zarzamoras Frutilla
‘Jumbo’  ‘Blacksatin’ ‘Dirksen’ ‘Camarosa’
% Bl 6.2+05° 7.5+05° 8.8+0.6° 153+0.8°



% BC 7+22 5+ 1?2 4+1° 16+3°
% B Total 13 +1° 13+1° 13 +1° 32+4°

Bl: bioaccesibilidad intestinal, BC: bioaccesibilidad coldnica. Letras mindsculas distintas en la
misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).
Tabla 3: Bioaccesibilidad de antocianinas totales (AT) en las frutas estudiadas

La B de AT de las zarzamoras y frutilas se muestra en la Tabla 3. Segun los
resultados, las frutillas exhibieron casi 50% mas Bl de antocianinas que la observada
para las zarzamoras. También las frutillas presentaron mayor BC de AT, casi 70%
mayor a la observada en las tres variedades de zarzamoras.

Los porcentajes de retencion de CA de los dializados obtenidos con respecto a la CA
de la fruta original se muestran en la Tabla 4. Los compuestos bioactivos que
dializaron a nivel de intestino delgado (CA 1) representaron el 10% de la CA original de
las zarzamoras y el 6% de las frutillas. El porcentaje de retencion de CA C fue mas
alto que el porcentaje de CA I, en concordancia con los mayores niveles de FT
dializados. Las zarzamoras ‘Blacksatin’ y las frutillas ‘Camarosa’ mostraron los
mayores valores de retencion de CA C. En el caso de las frutillas, si bien la cantidad
de FT dializados a nivel colénico fue menor en relacién al de las zarzamoras, la mayor
cantidad de AT dializadas de las frutillas, podria estar relacionada con esta mayor CA.

CA Zarzamoras Frutilla
‘Jumbo’  ‘Blacksatin’ ‘Dirksen’ ‘Camarosa’

% CA | 86+0.2° 10+0.8° 9.7+0.7° 6+1°

% CAC 60 + 7° 77 +9° 42 + 52 79 +2°

% CA Total 68+8° 87 +5° 52 +6° 85+ 8°

Bl: bioaccesibilidad intestinal, BC: bioaccesibilidad colonica. Letras minUsculas distintas en la
misma fila son estadisticamente diferentes (p<0.05).

Tabla 4: Porcentaje de retencion de CA de los dializados obtenidos en relacion a la CA de las
frutas sin digerir.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mediante el desarrollo de este método in vitro brindan una
estimaciéon novedosa de la bioaccesibilidad de los polifenoles y su capacidad
antioxidante tanto a nivel de intestino delgado como colénico. La bioaccesiblidad total
de los CF fue del 53-73% para las zarzamoras y del 48% para las frutillas.
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