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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar por primera vez la estabilidad
gastrointestinal y bioactividad in vitro de antocianinas con diferente estructura
guimica en funcién de la presencia de iones divalentes (hierro, zinc, magnesio y
calcio). Se aislaron antocianinas de diferentes fuentes frutales (zarzamora, fresa
y cascaras de uva de vino) y se sometieron a un proceso de digestion in vitro que
incluia las fases gastrica y gastrointestinal. Los resultados indican que las
antocianinas de zarzamora, fresa y cascara de uva de vino fueron estables en el
medio gastrico (70.8 a 143.5 %). Sin embargo, al digerirse con iones las
antocianinas de zarzamora y fresa no mostraron diferencias significativas en su
estabilidad. Mientras que las antocianinas de cédscara de uva de vino al digerirse
con zinc y magnesio fueron 30.7 a 42.8 % mas estables. La estabilidad
gastrointestinal de las antocianinas vari6 de 28.6 a 85.7%. Todos los iones
favorecieron la estabilidad las antocianinas de zarzamora (4.7 - 21.0 % mas), el
hierro favorecio las antocianinas de fresa (21.9 % mas) y el magnesio y el calcio
favorecieron las antocianinas de cascara de uva de vino (21.7 - 38.9 % mas). La
variacion de la actividad antioxidante se correlacioné positivamente con el
contenido de antocianinas (r> = 0.3885 - 0.8106) y negativamente con el
contenido de compuestos fendlicos totales (r> = 0.1035 - 0.4618). Estos
resultados sugieren que los iones tienen un efecto estabilizador diferencial para
cada antocianinas en el medio gastrointestinal y en funcion de ello varia su

actividad antioxidante.

Palabras clave: antocianinas, estabilidad gastrointestinal, iones, purificacion,

actividad antioxidante.



1. INTRODUCCION

Los frutos rojos son la principal fuente de antocianinas para los humanos (Wu et
al., 2006). Las antocianinas son pigmentos solubles en agua presentes en los
tejidos vegetales que proporcionan una coloracién azul, parpura y roja (Andrés-
Lacueva et al., 2010; Fr@ytlog et al., 1998; Prior, 2012; Yang et al., 2011). Dentro
de sus funciones basicas se encuentra proteger los tejidos vegetales de la
saturacion de luz y del dafio oxidativo y proporcionar color como mecanismo de
atraccion y defensa frente a dispersores y depredadores de las semillas,
respectivamente (Jones, 2007; Steyn, 2009; Wu et al.,, 2006). Pero se han
observado efectos positivos en la salud humana debido a su propiedades
antioxidantes y antiinflamatorias (Asada et al., 2014 ; Chang et al., 2012; Fossen
et al., 1998; Mateus y Freitas, 2009; Phippen y Simon et al., 1998; Scordino et
al., 2004; Wang et al., 2014; Wu et al., 2011; Yao et al., 2015; Zhang et al., 2011).
Por ello el estudio de estos mecanismos de accién han tomado gran importancia
ya que previenen el retraso o inicio de las enfermedades crénico degenerativas
como el cancer, enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad,
enfermedades pulmonares y neuronales (Basu et al., 2010; Cassidy et al., 2015;
Guoy Ling, 2015; Liobikas et al., 2016; Metha et al., 2016; Mink et al., 2007; Prior
y Wu, 2006; Wallace et al., 2011; Zafra-Stone et al., 2007). Y un &rea de interés
es el estudio de su biodisponibilidad. La biodisponibilidad se ha definido como
aquellos componentes de un alimento que se digieren, absorben, metabolizan y
excretan a través del tracto gastrointestinal. Mientras que la bioaccesibilidad es
la fraccion de compuestos bioactivos que son estables a la digestion
gastrointestinal. Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue evaluar por primera
vez la estabilidad gastrointestinal y bioactividad in vitro de antocianinas con
diferente estructura quimica en funcion de la presencia de iones divalentes

(hierro, zinc, magnesio y calcio).



2. MARCO TEORICO

2.1 Definicién de Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos azules, purpura y rojos solubles en agua
presentes en tejidos vegetales (Andrés-Lacueva et al., 2010; Frgytlog et al., 1998;
Prior, 2012; Yang et al., 2011). Esta coloracion es originada por el croméforo
antocianidina, forma no glicosilada, representada en la Figura 1 (He y Giusti,
2010; Prior, 2012; Wallace, 2011). Las antocianidinas mas comunes en la
naturaleza son: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina y
malvidina. Estas difieren en los grupos funcionales que se encuentran en la
posicidon R1 y R2 de la estructura central (Andrés-Lacueva et al., 2010; Pierson
et al., 2012; Prior, 2012). En la naturaleza las antocianidinas siempre se
encuentran unidas a uno o mas azucares , es decir, como antocianinas. Los
azucares (glucosa, galactosa, ramnosa, xilosa y arabinosa) normalmente se unen
en la posicion 3 del anillo C o en la posicién 5 6 7 del anillo A (Andrés-Lacueva
et al., 2010; Prior, 2012; Yang et al., 2011).

Antocianidina R1 R2

Pelargonidina | H H
Cianidina | OH H
Delfinidina | OH OH
Peonidina  OCHs H
Petunidina  OCHs OH

Malvidina | OCHs OCHs3

Figura 1. Estructura quimica base de las antocianidinas (Tomado de Prior, 2012)

Los colores de las antocianinas varian por la acidez o alcalinidad que posea el

medio donde estén presentes. También son afectadas por la temperatura,



exposicion a la luz, pH, enzimas, oxigeno, iones metalicos, solventes y el tipo de
antocianidinas (Fernandes et al., 2013; Marco et al., 2010; McGhie y Walton,
2007; Yang et al., 2011). La intensidad del color incrementa en medios alcalinos,
pero el color y la longitud de onda maxima caracteristicos de cada antocianidina
se presentan en condiciones acidas (pH <2) (Figura 2). Mientras que en pH
neutro pierden su color. Las antocianidinas son parte de la familia de los
flavonoides y estan basadas estructuralmente en el cation flavilio (predominante
en pH <2). El cation flavilio tiene una estructura caracteristica de carbonos Cs-
Ce-C3 que permite la glicosilacion. Esto quiere decir, que a esta base se
remueven iones de hidrogeno para formar una base quinoidal y una pseudo-base
carbinol a condiciones alcalinas. El carbinol es una base incolora porque no
absorbe luz visible, que permite la migracion de grupos o &tomos para formar cis-
chalconas. Las cis-chalconas por medio de un proceso de isomerizacién dan
lugar a trans-chalconas y mediante el mismo proceso puede regresar a su forma
original, estas estructuras de las antocianinas constituyen la forma mas

abundante en medios neutros (Marco et al., 2010; Wallace, 2011).

2.2 Fuentes Comestibles de las Antocianinas

Las antocianinas se encuentran mayormente en los cloroplastos de la cascara de
frutas, pero también se pueden encontrar en la pulpa. Su principal funcién es
proteger los tejidos vegetales de la saturacion de luz y del dafio oxidativo.
También proporcionan color como mecanismo de atraccion y defensa frente a
dispersores y depredadores de las semillas, respectivamente (Jones, 2007;
Steyn, 2009; Wu et al, 2006). Ademas en contenido de estos compuestos es un
indicador de calidad de las frutas. La sintesis de antocianinas se regula por
factores enddégenos y ambientales. El tamafio de la fruta influira en la
concentraciéon de las antocianinas, por lo que a menor tamafio mayor
concentracion y viceversa. La capacidad absortiva de luz de cada fruta dara una

variabilidad en el color. De esta manera cuando la fruta capta toda la luz se



tornara negra. El color en cada fruto incrementara de forma individual debido a la
posicion en la que se encuentre dentro de la planta (Steyn, 2009). Las
antocianinas se degradan en ausencia de luz o a temperaturas céalidas. Sin
embargo, a temperaturas bajas se ha visto que aumenta la produccion de
antocianinas en frutas como manzana, pera, uva, zarzamora y ardndano antes
de su cosecha y/o almacenamiento. Y cuando el clima varia entre calido y frio el
color de algunas peras se ha visto entre rojo y verde. Por otro lado, la ausencia
de nitrégeno en el suelo favorece la concentracion de antocianinas porgue es una
unidad base de la clorofila y el ciclo del carbono en la fotosintesis. Esto ocasiona
una acumulacién de hidratos de carbono y un decremento de la clorofila

permitiendo el cambio de coloracion en la madurez de las frutas (Steyn, 2009).

O-Azlcar

OH pH 12 O 658 O s
Cation flavilio (AH") Anidrobase Quinoidal (A) Quinoidal Ionizado (A")
H,0 o
H*O‘ OH~ +H,0 OH" H*||oH"
-H,0 [+H,0

O-Aztcar 0O-Azucar O-Azucar
OH OH pH>10

pH <6 pH>9
dal Tonizado (A%")
A

o
Carbinol (B) Cis-Chalcona (C,) Di Quinoi
OH"
H+
Ry
C

Ry
OH O-Azicar o o o
(T o T L
- (0]
R, H R, R
OH O (o) (o] 2
pH >9 pH>12 & O-Azucar
Trans-Chalcona (Cy) Trans-Chalcona Tonizada (C,.)
pH>12

Cis-Chalcona Ionizada (C,.)

Figura 2. Estructura de las antocianidinas relacionadas a diferentes niveles de
pH. (Tomado de Marco et al., 2011)



Los frutos rojos, anaranjados, azules y morados son la principal fuente de
antocianinas para los humanos (Cuadro 1). En Estados Unidos de América
(E.U.A.) el consumo estimado de antocianinas es de 12.5 mg al dia por persona
(Selma et al., 2009; Wu et al., 2006). La ingesta de antocianinas en poblacién
alemana se estimé entre 0 a 76 mg al dia por persona (Wu et al., 2006). Mientras
gue en adultos finlandeses la ingesta media de polifenoles se estimé de 863 +
415 mg al dia (Ovaskainen, et al., 2008). La ingesta diaria de antocianinas puede
variar por la influencia de factores geograficos, culturales y econémicos. Se
puede ingerir entre >100 mg hasta 200 mg de antocianinas al dia seleccionando
alimentos con alta concentracion de pigmentos (frutas y bayas) (Selma et al.,
2009; Wu et al., 2006). La temporalidad de las frutas es un obstaculo para el
consumo constante. Aunque, el almacenamiento congelado permite el acceso de

frutas con alta concentracién de antocianinas a lo largo del afio (Wu et al., 2006).

Las principales fuentes de antocianinas especificas se describen a continuacion.
La cianidina es la antocianidina mas abundante en los alimentos y sus
concentraciones mas altas se encuentran en las zarzamoras (Steyn, 2009; Wu et
al., 2006). La principal fuente de delfinidina son las bayas negras. Las
antocianidinas como petunidina y la malvidina fueron reportadas primeramente
en moras cultivadas y silvestres. Y concentraciones elevadas de peonidina y
pelargonidina fueron encontradas en cerezas y uvas y rabanos respectivamente
(Wu et al., 2006).



Cuadro 1. Contenido de antocianinas en diferentes matrices frutales

Fuente

Antocianidina
(%)

Cia-3-glc*
Cia-3-rut
Cia-3-O-rut
Cia-3(6-p-cou)-
sof-5-glc
Cia-3(6-cou)-
sof-5(6-sin)-glc
Cia-3(6-fer)-sof-
5-glc
Cia-3(6-fer)-sof-
5(6-sin)-glc
Cia-3-gal
Cia-3-ara
Cia-3-0-(2-
xilosulrutinosido

)

Pg-3-glc
Pg-3-malonil-glc
Pg-3,5-di-O-glc
Del-3-glc
Del-3-O-glc
Del-3-O-rut
Pn-3-glc
Pn-3-gal
Miv-3-glc
Mlv-3-O-gal
MIv-3-O-glc
Total (mg / 100g
de fruto fresco)

Cereza'”
(Courmus mas)

100

Mora azul?
(Vaccinium corymbosum)

32
5
65.2

Manzana®
(Malus domestica)

100

Granada*
(Punica granatum)

11

Uva®
(Vitis vinifera)

16

12.2

Uva de vino tinto®
(Vitis vinifera)

32
1700

Fresa®
(Fragaria x ananassa)

Ciruela’
(Prunus domestica)

Higo®
(Ficus carica)

Arandano rojo®
(Vaccinium macrocarpon)

[N

49.8

Arandano negro®
(Aronia melanocarpa)

39
44

316.7

Lichi®
(Litchi chinensis)

15
70

24.9

Grosella negra®**
(Ribes nigrum)

171.6

Grosella roja'?
(Ribes rubrum)

Uva crispa®
(Ribes glossularia)

100

Frambuesa roja*
(Rubus idaeus)

Col morada'?
(Brassica oleracea)

29

35

15

11

Coliflor morada*?
(Brassica oleracea var capitata)

17

32

13

23

Zarzamora'
(Rubus fructicosus)

100

138.9

Maiz azul*®
(Zea mays)

85

*Abreviaciones utilizadas: Cia, Cianidina; Glc, glucosido; Rut, rutinosido; Cou, coumaril; Sof, soforosido; Sin, sinafil; Fer, feroil; Gal, galactosido; Ara, arabinosa; Pg, pelargonidina;
Del, delfinidina; Pn, peonidina; Mvl, malvidina.
**Referencias: 1 Pantelidis et al., 2007; 2 Gavrilova et al., 2011; 3 Wolfe et al., 2003; 4 Sengul et al., 2014; 5 Cantos et al., 2002; 6 Shi et al., 2016; 7 Chun et al., 2003; 8 Bey et al.,

2016; Duefias et al., 2008; Solomon et al., 2006; 9 Zheng y Wang, 2003; 10 Pierson et al., 2012; Rivera et al., 1999; 11 Wu et al., 2006 12 Scalzo, 2008; 13 Abdel et al., 2006;

Escalante et al., 2013.



2.3 Uso y Obtencién de Extractos de Antocianinas

Las antocianinas se han utilizado como colorantes naturales seguros y efectivos
en alimentos y bebidas. (Asada et al., 2014; Chandra et al., 1993; Kamonpatana
et al., 2012; Schwarz et al., 2003; Zhang et al., 2008; Zhang et al., 2011). Se
comenzaron a utilizar desde los afios 90°s. En los ultimos afios su uso disminuyé
debido a los efectos adversos a la salud que presentan los colorantes sintéticos,
como el colorante Rojo No. 40 (Rojo Allura) (Chandra et al., 2001; He y Giusti,
2011; Kamonpatana et al., 2012; Mateus y Freitas, 2009). Estos compuestos son
importantes para la industria alimentaria debido a que el color es la princiapal
caracteristica de calidad para los consumidores. Y su aceptabilidad se refleja en
el crecimiento comercial ante la competencia mercantil. Por ello, para seguir
atrayendo a los consumidores (particularmente jovenes) es importante
desarrollar nuevos productos que ademas desacuerden con la relacion sabor-

color (Mateus y Freitas, 2009).

Las antocianinas, ademas de ser un aditivo alimenticio para productos
procesados como jugos, vinos, mermeladas, productos confinados, productos
lacteos, productos de pasteleria, etc. Se ha observado efectos positivos en la
salud humana debido a su propiedad antioxidante y falta de toxicidad (Asada et
al., 2014 ; Chang et al.,, 2012; Fossen et al., 1998; Mateus y Freitas, 2009;
Phippen y Simon et al., 1998; Scordino et al., 2004; Wang et al., 2014; Wu et al.,
2011; Yao et al., 2015; Zhang et al., 2011). Estas caracteristicas son de gran
interés para las areas de nutricion, medicina y farmacologia, porque son
utilizadas en el mejoramiento de los tratamientos de enfermedades cronicas
(Asada et al., 2014; Buran et al., 2014; Cabrita y Anderson, 1999; Chang et al.,
2012; Chen et al., 2005; Cuevas-Rodriguez et al., 2010; He and Giusti, 2011;
Schwarz, 2003; Scordino et al., 2004; Tsai et al., 2002; Yao et al., 2015; Zhang
et al., 2011).



Sin embargo, debido a su inestabilidad quimica se han estudiado poco
actualmente. Ademas de que se encuentran mezcladas con otros compuestos
dentro de la matriz alimentaria que dificultan la evaluacion de las propiedades
que se les atribuye (He y Giusti, 2011; Wang et al., 2014). Los métodos
comunmente utilizados para extraer las antocianinas son, cromatografia en
columna (CC), extraccion de fase sdlida (SPE), cromatografia en contra corriente
(HSCCC), cromatografia preparativa liquida de alto rendimiento (HPLC),
cromatrografia en columna, cromatografia liquida de baja presion (LPLC) y
cromatografia de capa fina (TLC) (Asada et al., 2014; Buran et al., 2014;
Byamukama et al.,, 2005; Cabrita y Anderson, 1999; Chandra et al., 1993;
Chandra et al., 2001; Chang et al., 2012; Cuevas-Rodriguez et al., 2010; Ferreres
et al., 1997; Fossen et al., 2004; Frgytlog et al., 1998; He y Giusti, 2011; Juadjur
y Winterhaltr et al., 2012; Kammerer et al., 2005; Kamonpatana et al., 2012,
Pérez-Magarifio et al., 2008; Phippen y Simon, 1998; Rayyan et al., 2005;
Riihinen et al., 2012; Schmidt et al., 2004; Scordino et al., 2004; Stobiecki y
Kachlicki, 2006; Tsai et al., 2002; Schwarz et al., 2003; Wang et al., 2014; Yao et
al., 2015; Zhang et al., 2011). Las limitaciones que se encuentran en algunos de
estos procesos son la necesidad de equipo especializado, las condiciones de
operacion por el uso de material toxico y altos costos en produccién industrial.
Ademas de que no hay una eliminacion completa de los residuos de disolventes
organicos miscibles lo cual constituye riesgos a la salud (Wang et al., 2014; Wu
et al., 2011).

La tecnologia de separacion en fase soélida por medio de resinas sintéticas se
basan en la absorcion de compuestos en soluciones acuosas por la propiedad
hidrofébica y apilacion aromatica. Debido a esto se usan con el propésito de
concentrar compuestos fendlicos y remover los azucares, hidratos de carbono y
aminoacidos (Buran et al., 2014; Kammerer et al., 2005; Yao et al., 2015). Por lo
gue en algunos ensayos han propuesto a las resinas de Amberlite XAD-7 y

Sephadex LH-20 como ideales para la separaciones de fenoles debido a su



estructura quimica que también permite que se regeneren facilmente y son
relativamente de bajo costo (Yao et al., 2015). La resina polimérica tipo Amberlite
XAD-7 posee propiedades acrilicas, alifaticas y una amplia y uniforme area
absortiva. Su funcionamiento se basa en el principio de que “lo similar atrae lo
similar”, es decir, que absorbe compuestos con estructura quimica similar. Se ha
aplicado en la remocién de compuestos relativamente polares de extractos no
acuosos, remocion de compuestos no aromaticos de extractos polares,
recuperacion de extractos vegetales, recuperacion de antibiéticos, enzimas vy
proteinas, remocion de contaminantes organicos de desechos acuosos,
corrientes de vapor e inmovilizacion enzimatica (Figura 3). La resina Shepadex
LH-20 es un medio poroso que separa compuestos por especificidad (tamafio,
hidrofobicidad, carga, afinidad cromatografica y puntos isoeléctricos). Ademas de
ser ventajoso para moléculas con sensibilidad a cambios como pH, concentracion
de iones metalicos y condiciones ambientales que dan inestabilidad a los

compuestos (Figura 4) (Riihinen et al., 2012; Rohm y Haas, 2006).
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Figura 3. Estructura quimica de fase sélida Amberlite XAD-7 (Tomado de
Dominguez et al., 2011)



Figura 4. Estructura quimica de hidrogel Sephadex LH- 20 (Tomado de GE
Healthcare, 2007)

2.4 Biodisponibilidad

El estudio de las antocianinas va en aumento debido a los beneficios que ofrece
a la salud por sus propiedades fisico-quimicas (McGhie y Walton, 2007). Un area
de interés es el estudio de su biodisponibilidad. La biodisponibilidad se ha
definido como aquellos componentes de un alimento que se digieren, absorben,
metabolizan y excretan a través del tracto gastrointestinal. Mientras que la
bioaccesibilidad es la fraccion de compuestos bioactivos que son estables a la
digestion gastrointestinal. Por lo tanto, los estudios de biodisponibilidad de
antocianinas tienen el objetivo de evaluar el grado de absorcion para la formacién
de compuestos bioactivos (Manach et al., 2005; McGhie y Walton, 2007). De la
gran diversidad de polifenoles, las antocianinas entre otros compuestos, son las
menos absorbidas. Por lo cual su baja biodisponibilidad se refleja en la excresion
urinaria con valores de 0.004% a 0.1% (Kay, 2006; Manach et al., 2005; McGhie
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y Walton, 2007; Yang et al., 2011). Los bajos niveles de absorcién reportados
hasta hoy, ponen en duda la actividad de las antocianinas en relacion con los
efectos a la salud que se les atribuye (McDougall et al., 2005; McDougall et
al.,2007; Faria et al., 2009). Probablemente la baja biodisponibilidad reportada se
debe a que la metodologia de extraccion de antocianinas en tejidos no ha sido
optimizada, provocando que algun metabolito importante no haya sido
descubierto (Kay, 2006; Manach et al., 2005).

Para evaluar el nivel de biodisponibilidad de antocianinas se ha llevado a cabo
experimentacion in vivo e in vitro (Kay, 2006; McDougall et al., 2005; McGhie y
Walton, 2007; Yang et al., 2011). Los métodos de analisis in vivo calculan la
maxima concentracién en plasma y su excrecidn urinaria con previa ingesta de
alimentos o extractos ricos en antocianinas (Kay, 2006; Manach et al., 2005;
McDougall et al., 2005; McGhie y Walton, 2007; Yang et al., 2011). Pero estos
resultan ser experimentos complejos, caros y largos, ademas de tener
implicaciones éticas (McDougall et al., 2005; McGhie y Walton, 2007). Por tanto
se han usado digestiones in vitro utilizando extractos frutales de antocianinas.
Este tipo de metodologia resulta ser simple, rapida, segura y actualizable (Liang
etal., 2012; McDougall et al., 2005). Ademas de realizarse codigestiones (mezcla
de algun alimento seco o humedo méas el extracto de antocianinas) para
monitorear la estabilidad y recuperacion individual de antocianinas usando
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion con Detectores de Espectrometria de
Masas (HPLC-MS). La HPLC-MS igualmente ha sido util para la identificacion de
metabolitos como glucoronidos y sulfatos de antocianina en orina humana. Es
importante seguir realizando investigaciones sobre la biodisponibillidad de las
antocianinas debido a que interfieren varios factores (como la variedad de las
matrices alimentarias, la composicion misma de estas fuentes alimenticias, la
estabilidad de las antocianinas durante el proceso digestvo, la caracteristicas
individuales de las diferentes antocianinas) que limitan el conocimiento sobre su

potencial de absrocién, y sus efectos positivos en la salud por su capacidad
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antioxidante (Kay, 2006; Manach et al., 2005; McGhie y Walton, 2007; Yang et
al., 2011).

2.4.1 Digestién, Absorcién y Metabolismo

Después de ser consumidos los compuestos bioactivos viajan dentro del cuerpo
hasta alcanzar un érgano o tejido en especifico y causar algun efecto (McDougall
et al., 2005). Mediante el proceso digestivo las antocianinas se ven influenciadas
por factores como el pH, enzimas y temperatura corporal (Figura 5) (Bermudez-
Soto et al., 2007; McDougall et al., 2005, 2007; Stalmach et al., 2012).

2.4.1.1 Boca

El proceso digestivo comienza desde la introduccion del alimento a través de la
boca. Por lo que las antocianinas al entrar en contacto con la saliva son
parcialmente degradadas (alrededor de un 60%) debido a la temperatura (37 °C)
y pH de 6.4 en un tiempo aproximado de una hora. En un estudio ex vivo se
observé que la delfinidina y petunidina glucosiladas se degradaron mas
rapidamente que la cianidina, pelargonidina, malvidina y peonidina en condciones
orales. Las antocianinas conjugadas con di- o tri- sacaridos fueron mas estables
gue con monosacaridos. Y se ha visto menor degradacion cuando hay menor
namero de bacterias en la microbiota oral (Kamonpatana et al., 2012). Los tejidos
orales, la saliva y la microbiota oral potencializan el metabolismo intracelular de
las antocianinas (Mallery et al., 2011). En el epitelio superficial escamoso
estratificado se encuentran enzimas como [3-D-glucosidasa, $-D-galactosidasa y
lactasa floridzin hidrolasa (LPH). Aunque también se ha encontrado [-D-

glucosidasa y LPH en los conductos terminales de la glandula salivaria. Estas
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enzimas influyen en la produccién de metabolitos de cianindina glucosilada
(Acido Protocatecuico (PCA) y Aldehido Floroglucinol (PGA)) debido a la
desglicolizacion de las antocianinas (Kamonpatana et al., 2012; Mallery et al.,
2011). La prolina salival aumenta del 1% al 3% la recuperacion de antocianinas
en el epitelio oral debido a que enlaza los compuestos fenélicos cuando lubrica
los bolos alimenticios (Kamonpata et al., 2012; Wiese et al., 2008). La deteccién
de antocianinas glucoronidadas derivadas de conjugados en saliva implica
liberacién de un metabolito estable capaz de sufrir reciclacion via glucoronidacién
y re-entrada celular. El proceso de metilacion también esta presente en la mucosa
oral (Mallery et al., 2011). A pesar de la degradacion de las antocianinas por la
digestion oral reportada en dichos estudios, las antocianinas pasan rapidamente
por esta cavidad por lo que su degradacion real corresponderia al <5% en esta
etapa de la digestion permitiendo a las antocianinas viajar hacia el estomago

(Kamonpatana et al., 2012).

2.4.1.2 Estbmago

La fase gastrica es el siguiente paso de la digestion, donde pasara el alimento
por el estbmago para ser descompuesto en particulas mas pequefias para que
los nutrientes sean asorbidos y metabolizados. Por lo tanto, se ha sugerido que
las antocianinas tienen una rapida absorcion en estdbmago (y también en
intestino) por alcanzar a la una y media horas después de su ingesta su mayor
concentracién en sangre, su mayor absorcion en el estbmago se ha explicado
debido a la estabilidad que adquieren en el medio acdido (pH 2) (Bermudez-Soto
et al., 2007; Liang et al., 2012; Manach et al., 2005; McDougall et al., 2005;
McGhie et al., 2007; Talavéra et al., 2004; Yang et al., 2011). También se ha
encontrado a los 15 minutos una concentracion maxima en sangre de cianidina-

3-glucosido. Por lo cual se ha propuesto al estbmago como una area absortiva
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de antocianinas (>20%) (Felgines et al., 2003; Fernandes et al., 2013; Kay et al.,
2006; McGhie et al., 2007; Talavéra et al., 2004).

Se ha indicado que en las células epiteliales de la mucosa gastrica las
antocianinas se unen a la bilitranslocasa (transportador anién organico). Esta
proteina podria favorecer su difusiébn y absorcion en el sistema circulatorio
después de haber pasado por el higado (Faria et al., 2009; Fernandes et al.,
2013; McGhie et al., 2007; Passamonti et al., 2003). En el higado una parte de
ellas son metabolizadas por reacciones de metilacion, suforonidacién y
glucoronidacion. Los metabolitos aqui generados se dirigen al intestino junto con
la bilis (Fernandes et al.,, 2013; McGhie et al., 2007). Y las antocianinas
glucosiladas que no son absorbidas contintan al intestino delgado (Fernandes et
al., 2013; McGhie et al., 2007). Sin embargo, otros autores sefialan que el
estdbmago no tiene la capacidad de metabolizar antocianinas. Aunque han visto
que posee enzimas conjugadoras tales como UDP-glucoronosil transferasa,
sulfotransferasa y catecol-O-metil-transferasa (Fernades et al., 2013). Con la
informacion que presentan estos estudios podriamos decir que el estbmago es
un area absortiva para alguna cantidad de antocianinas ya que se mantienen
estables por el medio &cido, y las que no son absorbidas pasan al siguiente

organo involucrado en la digestion.

2.4.1.3 Intestino delgado

El intestino delgado es considerado el 6rgano con mayor absorcion de nutrientes
durante el proceso digestivo y se divide en tres secciones: duodeno, yeyuno e
ileon. En el duodeno las sales biliares y la pancreatina actian sobre las
antocianinas que permanecen en el lumen intestinal. Debido a su inestabilidad
por el pH alcalino — neutro (pH 7.5 a 8) son transformadas a chalconas,

pseudobases carbinol y bases quinoidales (Bermudez et al., 2007; McDougall et
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al., 2005). Pero también se ha descrito que esta inestabilidad se debe a su forma
no acilada. Por lo cual su estabilidad mejora cuando aumenta la metoxilacion de
su aglicona hidrolizada (Avila et al., 2009; Fernandes et al., 2013; McDougall et
al., 2005; Talavera et al., 2004; Tavares et al., 2012). La capacidad de abosrcion
varia del 10.7% (malvidina-3-glucdsido) al 22.4% (cianidina-3-glucésido)
(Talavera et al., 2004). Por lo tanto el intestino es considerado como un sitio de
absorcion rapido y eficaz (Fernandes et al., 2013; Kay et al., 2006). Aunque se
ha visto que las antocianinas en este sitio reducen un 75% su bioaccesibilidad
(Bermudez-Soto et al.,, 2007; Liang et al., 2012; McDougall et al., 2005;
McDougall et al., 2007; Stalmach et al., 2012; Wiese et al., 2008; Yang et al.,
2011).

Se han planteado dos mecanismos para la absorcion de antocianinas en el
intestino. Uno de ellos es la difusion pasiva a través de las membranas de las
células epiteliales, ya que las agliconas de las antocianinas tienen gran
hidrofobicidad. También se ha sugerido que, pueden filtrarse al torrente
sanguineo como productos de antocianina biodisponibles como acidos
hidroxibenzoico derivado del anillo B y el protocatecuico derivados de cianidina-
3-O-glucésido (Avila et al., 2009; Kay, 2006; Liang et al., 2012; McDougall et al.,
2005; McDougall et al., 2007; Talavéra et al., 2012; Tavares et al., 2012; Yang et
al., 2011). Otro proceso es a partir del co-transporte sodio-glucosa o hidrdlisis
extracelular del glicosido via Lactato Florizin Hidrolasa (LPH) en el borde de
cepillo de los enterocitos (Kay et al., 2006). El enterocito pretratado con
antocianinas (200 pg/mL) absorbe en un 50% las antocianinas en funcién del
tiempo. A pesar de estas propuestas sobre sus mecanismos de absorcién se
estima que solo el 1% de las antocianinas alcanzaran a llegar a la circulacion

sanguinea (Avila et al., 2009; Faria et al., 2009).

La deteccion de metabolitos de antocianinas puede deberse a diferentes
reacciones conjugadoras de flavonoides en el intestino e higado. La metilacién

es una reaccion dirigida por las enzimas metiltransferasas. Estas enzimas
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también son encontradas en higado. La reaccion mas comin es O-metilacion
catalizada por la catecol-O-metiltransferasa. Utilizando S-adenosilmetionina
como cofactor. La glucoronidacion es catalizada por la enzima UDP-
glucoroniltransferasa. Esta también se encuentra en el higado y los rifilones (Kay
et al., 2006). Asi esta enzima al actuar sobre las antocianinas forma glucorénidos
(Felgines et al., 2003). Los metabolitos presentes en plasma también pueden ser
debido al ciclo enterohepatico. Donde son absorbidos y transportados por los
hepatocitos y subsecuentemente excretados con la bilis. En el cual el yeyuno
puede hacer una segunda absorcion de estos compuestos (Walton et al., 2008).
La circulacion enterohepatica también puede promover sulfacion en el intestino y
en el hepatocito. Desviando los metabolitos para reabsorverse después de la
excrecion biliar hasta la eliminacion de la orina (Kay et al., 2006). Asi que en el
intestino delgado a pesar de que las antocianinas pierden estabilidad por el pH
alcalino — neutro una fraccion de ellas son absorbidas y por medio de diferentes
procesos metabdlicos llegan al torrente sanguineo para viajar a algun érgano y

tener un efecto en la salud.

2.4.1.4 Intestino grueso

El intestino grueso es la Ultima etapa del proceso disgestivo, donde los
compuestos que no fueron abosrbidos y metabolizados en los 6rganos anteriores
son preparados para ser desechados. Se ha sugerido que la mayor cantidad de
antocianinas pasan intactas hasta una porciobn del colon y pueden ser
metabolizadas por las bacterias col6nicas como compuestos fendlicos (acido
protocatecuico). Aumentando su bioaccesibilidad y contribuciéon a su actividad
antioxidante (Avila et al., 2009; Hollands et al., 2008; Kay et al., 2006; McDougall
et al., 2005; Liang et al., 2012; Stalmach et al., 2012). A este sitio también llegan

metabolitos fendlicos hepéticos por medio de la bilis donde pueden adherirse a
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la matriz alimentaria por su estructura y mitad de azucar aherida o pueden no ser
absorbidos (Avila et al., 2009; Fernandes et al., 2013). Por lo que pueden tardar
de 20 minutos a dos horas en el proceso de deglicosilacion (Avila et al., 2009). Y
48 horas para ser degradas eficientemente (Hollands et al., 2008). Las bacterias
gue estan presentes tiene una gran variedad de enzimas que hidrolizan esos
compuestos fendlicos por medio de un potente sistema enzimatico
transformandolos en metabolios bacterianos (Avila et al., 2009; Fernandes et al.,
2013; Yang et al. 2011). De esta manera va en aumento la observacion de los
productos biodisponibles de antocianinas derivados del metabolismo colénico
(Liang et al., 2012; Stalmach et al., 2012; Walton et al., 2008).

2.4.1.5 Influencia de otros componentes alimentarios

Se ha observado que la biodisponibilidad de las antocianinas varia dependiendo
de la co-ingestion de otros componentes alimentarios. Los alimentos estan
compuestos por diferentes nutrientes tales como hidratos de carbono, lipidos,
proteinas, vitaminas y minerales. Afectando la absorcion, excresion y bioactividad
pero no en su metabolismo (Sengul et al., 2014; Walton et al., 2008; Yang et al.,
2011).

2.4.1.5.1 Hidratos de carbono

Diversos estudios han evaluado el efecto de diferentes fuentes y tipos de hidratos
de carbono. En un estudio in vivo la glucosa no influencia la absorcion de la
antocianina cianidina-3-glucésido (Felgines et al., 2008). En otro estudio se
observé que el cereal de trigo (Shredded Wheat, Nestlé, UK Ltd.) no influye sobre
la absorcion, metabolismo y biodisponibilidad de un extracto de antocianinas de
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Figura 5. Proceso de digestién, metabolismo y absorcion de las atocianinas.
(Elaborada a partir de Avila et al., 2009; Bermudez-Soto et al., 2007; Felgines et
al., 2003; Fernandes et al., 2013; Hollands et al., 2008; Kay et al., 2006;
Kamonpatana et al., 2012; Liang et al., 2012; Mallery et al., 2011; Manach et al.,
2005; McDougall et al., 2005; McGhie et al., 2007; Stolmach et al., 2012; Talavéra
et al., 2004; Yang et al., 2011)
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frambuesa al someterse a una codigestion in vitro (McDougall et al., 2005;
Walton et al., 2008).0tros cereales como el pan blanco no han afectado el
contenido de compuestos fendlicos disponibles en plasma. Lo cual puede
explicarse por que antocianinas de extracto de frambuesa fueron protegidas por
este alimento en el tracto gastrointestinal. (McDougall et al., 2005; Yang et al.,
2011). La harina de avena consumida junto a una mezcla de agua con &cido
citrico retrasO la absorcion de antocianinas de grosella negra. Quizas por la
reduccién del total de antocianinas absorbidas en el intestino. Pero no mostro
ninguna alteracion en el metabolismo de antocianinas (Walton et al., 2008; Yang
et al., 2011). La tarta de arroz (con 79% contenido de hidratos de carbono) no
influencié la biodisponiblidad de las antocianinas en un estudio in vivo. Tan solo
se observé un retraso en la aparicion del pico de concentracion maxima en
plasma al ser administrado junto a jugo de grosella negra (Walton et al., 2008;
Yang et al., 2011). El alcohol no presenta algun efecto en la biodisponibilidad de
las antocianinas. Pero causa que su flujo de absorcion sea lento mejorando el
transporte de antocianinas a traves del transportador dos de gluosa (GLUT2) en
las células epiteliales del intestino (Yang et al., 2011). Otros compuestos como
lactosa, pectina, celulosa, almidon no tuvieron efectos significantes sobre el
contenido total de antocianinas de granada (Sengul et al., 2014). De esta manera
los hidratos de carbono no afectan el metabolismo y biodisponibilidad de las
antocianinas, sin embargo algunos de estos alimentos beneficiaron su absorcién

al retrasar su estancia durante el proceso digestivo.

2.4.1.5.2 Proteinas

Algunos estudios han valorado el efecto de diferentes alimentos ricos en
proteinas. Se ha visto que la absorcion de antocianinas mostrd tener poco

incremento al combinarse con carne picada cocida. Posiblemente por la
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proteccion que le pudiera dar este alimento a las antocianinas (McDougall et al.,
2005; Sengul et al., 2014; Walton et al., 2008; Yang et al., 2011). También se ha
observado que el consumo de moras azules con leche de vaca no ha afectado
en el nivel de eliminacién de radicales libres por su capacidad antioxidante
(Serafini et al., 2009; Yang et al., 2011). Sin embargo, cuando se combiné leche
de vaca con chocolate negro durante la ingesta o en el proceso de manufactura
disminuyd su capacidad antioxidante y la absorcion plasmatica de polifenoles
(Wiese et al., 2008). Se ha sugerido que la proteina de leche quela los polifenoles
previniendo su absorcion a través de las células del intestino (Sengul et al., 2014;
Serafini et al., 2009; Wiese et al., 2008; Yang et al., 2011). Ademas se ha
observado que la disminucion de la actividad antioxidante puede asociarse con
la cantidad de grasa que contenga la leche. Por lo que la leche entera podria
disminuir en un 35% su potencial antioxidante en comparacion con la
semidescremada y la descremada en <30% y <25%, respectivamente (Serafine
et al., 2009; Yang et al., 2011). Otro estudio sugiere que el contenido total de
antocianinas se puede ver afectado cuando se asocia con la proteina de soya
(Sengul et al., 2014). Los alimentos que fueron evaluados en los estudios
mencionados no mostraron efectos que potencialicen la absorcién, metabolismo

y bioaccesibilidad de las antocianinas.

2.4.1.5.3 Lipidos

Pocos estudios han estimado el efecto de los diferentes tipos de grasas
contenidos en los alimentos sobre las antocianinas. Al ingerir antocianinas con
alimentos altos en grasa se representd un aumento en el nivel sérico de
antocianinas. Lo cual pudo origninarse por la prolongaciéon del vaciamiento
gastrico y la posterior disminucién de su transito por el duodeno e ileon (Sengul

et al.,, 2014). Sin embargo, en otro estudio no se encontraron diferencias
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significativas en la absorcidén y excresion urinaria al comer fresas con crema
(Yang et al., 2011). Tampoco se vio afectado el contenido total de antocianinas
de granada durante la digestion gastrica cuando se mezclaron con acidos grasos
(acido esterico y &cido linoleico) (Sengul et al., 2014). Falta mas evidencia
cientifica para evaluar el efecto de las grasas sobre las antocianinas, ya que con
los articulos que se mencionaron los alimentos ricos en grasas benefician la
aborcidn de las antocianinas pero no ejeren algun efecto sobre su metabolismo

y biodisponibilidad.

2.4.1.5.4 Micronutrientes y Compuestos Bioactivos

Varios estudios han valorado el efecto que tienen algunos micronutrientes con
las antocianinas durante el proceso de digestion in vitro. Los flavonoles pueden
proteger a las antocianinas y al &cido ascorbico de la oxidacion. Pero cuando hay
altas concentraciones de acido ascorbico (80 mg/L) se acelera la degradacién de
antocianinas de jugo de cereza y naranja roja. Debido a la acumulacion de
productos degradados de acido ascorbico y la consiguiente degradacion de
flavonoles. Aunque el acido ascoérbico se le confirid la funcion protectora de
antocianinas de bayas de salco y jugo de granada. Este ultimo tras el tratamiento
con peroxido de hidrégeno (Sengul et al.,, 2014; Yang et al., 2011). Se ha
oservado ge algunos flavonoides del jugo de naranja roja pueden disminuir la
degradacion térmica de antocianinas (Yang et al., 2011). Por otro lado, la
quercetina-3-0-glucésido inhibe la absorcion de cianidina-3-O-glucésido en el
instestino de ratones (McGhie et al., 2007; Yang et al., 2011). Mientras que la
catequina puede regenerar malvidina-3-O-glucésido y peonidina-3-O-glucésido
al cambiar de posicién sus atdmos de oxigeno incrementando sus densidades y

destruyendo su anillo aromético (Yang et al., 2011). Ademas se ha observado
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que las antocianinas al mezclarse con la proteina de leche (albumina y B-caseina)

aumentan la capacidad antioxidante (Arts et al., 2002).

Otros componentes que también influyen en la disponibilidad de las antocianinas
son los iones. Los metales que se han estudiado junto a las antocianinas son el
cobre, cobalto, hierro, aluminio, magnesio y cadmio. Los investigadores tienen la
hipodtesis de que estas particulas les conferiran estabilidad a las antocianinas
cuando se unan a su estructura quimica debido a la modificacion que se genera
en el enlance o-dihidroxi del anillo B presente en cianidina, petunidina y
delfinidina (Boulton, 2001; Castafieda-Ovando et al., 2009). Por ejemplo, en otros
estudios donde se han realizado digestiones in vitro con carotenoides extraidos
de espinaca, jugos de tomate y zanahoria, néctar de albaricoque y ensalada se
observé que el calcio, magnesio, zinc y hierro inhiben signficativmaente la
micelarizacion y absorcion en los enterocitos ocasionando que no se cumpla con

su efecto antioxidante (Biehler et al., 2011; Corte-Real et al., 2017).

De esta manera las investigaciones sobre la interaccion de los diferentes
micronutrientes con las antocianinas nos sugieren que podrian conferirle
proteccidén durante el proceso digestivo y potencializar su actividad antioxdante.
Por lo que también esperariamos de los iones beneficiaran la absorcion,

metabolismo y biodiponibilidad de las antocianinas.

2.5 Efectos en la Salud de las Antocianinas

La inclusién de verduras y frutas en la dieta favoece el consumo de polifenoles
que benefician el estado de salud de las personas (Basu et al., 2010; Duthie,
2007; Guo y Ling, 2015; Stoner et al., 2010; Zafra-Stone et al., 2007). De los
cuales, las antocianinas han tomado gran importania debido a sus mecanismos
de accion (Stoner et al., 2010; Wallace et al., 2011; Zafra-Stone et al., 2007). Se

han observado actividades antioxidantes y antiinflamatorias que previenen el
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retraso o inicio de enfermedades crénicio degenerativas como el cancer,
enfermedades cardiovasculares, diabetes, obesidad, enfermedades pulmonares
y neuronales (Basu et al., 2010; Cassidy et al., 2015; Guo y Ling, 2015; Liobikas
et al., 2016; Metha et al., 2016; Mink et al., 2007; Prior y Wu, 2006; Wallace et
al., 2011; Zafra-Stone et al., 2007). Aunque se ha visto que el estudiar el alimento
completo dificulta afirmar que estos componentes dietéticos son estables para

ejercer un efecto protector (Duthie, 2007).

2.5.1 Cancer

Se ha investigado muy poco sobre el consumo de bayas para la prevencion del
cancer. Y de ellos, se ha dicho que disminuyen el riesgo de desarrollar la
enfermedad debido al consumo de alimentos ricos en compuesto bioactivos
(polifenoles, flavonoides y antocianinas) ya que disminuyen las mutaciones de
las células. Y se ha sugerido que estos compuestos vegetales modifican la
sefalizacion celular que altera el material genético y su transformacion maligna
(Duthie, 2007; Stoner et al., 2010; Wang y Stoner, 2008; Zafra-Stone et al., 2007).

Estudios previos han utilizado jugos y preparados homogéneos de moras, fresas
y frambuesas para evaluar el efecto de las antocianinas sobre las células
cancerigenas. Y se ha visto que las moras han suprimido el 2-amino antraceno
(2-AA) inducido por mutagenesis en bacterias. Y han protegido a las células
endoteliales vasculares humanas contra el peroxinitrito oxidativo inducido por
ruptura de la hebra de ADN (Duthie, 2007; Zafra-Stone et al., 2007). Lala et al.,
encontrd que la administracion de dietas ricas en antocianinas de grosella negra,
uva de vino y ardndano en ratas reducen significativamente la reproduccion de
células cancerigenas en colon en 26% - 29%. Estos resultados pueden sugerir
que la proliferacion celular puede verse influida por la estructura quimica

individual de cada antocianina (Duthie, 2007; He y Giusti, 2010; Stoner et al.,
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2010; Wang y Stoner, 2008). El extracto de arandano y torta de ardndano ha
reportado ser inhibidor de la fase de proliferacion celular G1 e inicio de la
apoptosis en células de cancer de seno, prostata, piel, cerebro e higado (Duthie,
2007; Wang y Stoner, 2008). La inhibicion de la proliferacion de células MCF7
(cancer de seno) y HT29 (cancer de colon) puede disminuir hasta un 74%
siguiendo una exposicidn continua a varios extractos de frutas y bayas (mora
azul, grosella negra y frambuesa) a concentraciones entre 0.025% y 0.5% (Stoner
et al., 2010). Ratones alimentados con “Mitroselect” (antocianinas comerciales de
arandano) redujo la formacion de adenomas en ratones alimentados por 12
semanas con una mezcla de antocianinas a concentraciones de 0.03%, 0.1% 0
0.3% ya que fueron encontradas en la mucosa intestinal. Se ha visto que la
cianidina y otros glicésidos han tenido un efecto antimutagénico observando una
inhibicién del dafio oxidativo del ADN. La quercetina y cianidina-3-glucosido
previenen el dano oxidativo del ADN en células colonicas normales humanas “in
vitro”. Cooke et al., también observo que el nimero de adenomas en la mucosa
intestinal de ratones APC alimentados con una mezcla de antociainas de
arandano o cianidina-3-glucésido pura disminuyeron un 45% y 30%,
respectivamente (Duthie, 2007; Stoner et al., 2010; Wang y Stoner, 2008).
También se ha visto que las antocianinas de frambuesa negra tuvieron una
actividad quimiopreventiva eficaz al reducir del 42% al 47% la cantidad de
tumores en ratas con cancer de eséfago (Stoner et al., 2010; Wang y Stoner,
2008; Zafra-Stone et al., 2007). Ademas, se han realizado estudios con celllas
cancerigenas de higado y antocianinas, donde Shih et al., observo la mejora de
la actividad antioxidante tras ser activada la enzima glutation reductasa en dicho
tejido (Wang y Stoner, 2008; Zafra-Stone et al., 2007). Aunque también se ha
sugerido que la cianidina de frambuesa negra como el mayor componente para
regular la expresion del ADN in vitro e in vivo (Stoner et al., 2010; Wang y Stoner,
2008).
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Aungue se ha observado en otros estudios in vivo que personas sanas que toman
jugo de grosella negra (aportaba 600mg/L de antocianinas y 210mg/L de vitamina
C) por 3 semanas provocO un pequefio cambio pero significativo en el dafio
oxidativo del ADN. Aunque después se observd que el efecto habia sido
ocasionado por consecuencia del pre-oxidante vitamina C ya que en el grupo
control las antocianinas no tuvieron ningun efecto. También se investigoé si habria
alguna influencia de las antocianinas en los pacientes con cancer bajo
tratamiento de quimioterapia y se observo que las antocianinas no tienen efecto
(Wang y Stoner, 2008). Otros estudios llegan a la conclusion de que la accion de
las antocianinas en roedores no son efectivos ya que no son cuantificables en

sagre a pesar de ser absorbidas (Stoner et al., 2010).

El rol de las antocianinas de diferentes fuentes alimentarias en el cancer podrian
ser benéfico, ya que la mayoria de los estudios proponen a las antocianinas como
componentes reguladores de la prolferacién celular y preventivos del dafio
oxidativo al ADN.

2.5.2 Obesidad

La obesidad es una patologia que se caracteriza por el exceso de peso y se
considera un factor para desencadenar otras enfermedades. Y se ha obsevado
en diferentes estudios el efecto que tienen las antocianinas sobre la obesidad.
En un estudio in vivo con hamsters con hipercolesterolemia el suplemento
OptyBerry caus6 una disminucién de peso (aproximadamente del 8% de su peso
inicial), no teniendo claro si este efecto resultd de la disminucion del apetito o por
el aumento del metabolismo (Zafra-Stone et al., 2007). En un estudio donde se
suministré agua con antocianinas purificadas de mora azul a ratones por 90 dias
se vi6 que retrasan el desarrollo de la obesidad y las dislipidemias (Basu et al.,

2010). Mientras que en estudios in vivo utilizando antocianinas de soya negra
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junto a una dieta alta en grasa se vié que hay una disminucién de peso y un
aumento en la concentracién de colesterol. Sin embargo bajo el mismo régimen
alimentario pero con antocianinas de mora azul se vié muy poca diferencia en el
peso y grasa corporal en ratas obesas (He y Giusti, 2010). Tsuda et al., en su
estudi6 observé que las antocianinas podrian regular la expresion de los
adipocitos y mejorar su funcién en la obesidad y la diabetes (Basu et al., 2010;
He y Giusti, 2010; Zafra-Stone et al., 2007). A pesar de que los resultados de los
estudios son contradictorios, la investigacion sobre el efecto de las antocianinas

en el peso corporal va en aumento.

2.5.3 Enfermedades Neuronales

Algunos estudios han evaluado el efecto de las antocianinas sobre las
enfermedades del sistema nervioso. En una investigacion se inyect6 antocianinas
de arandanos en cerebros de ratas (200 mg/kg/d) por 5 dias y se observé que
hub6 mediacion de la hormona tiroidea T3 mejorando la actividad cognitiva, visual
y sensorial (Zafra-Stone et al., 2007). La poca evidencia cientifica sobre la
influencia de las antocianinas en los transtornos del sistema nervioso nos impide

tener una idea clara de los efectos que tengan en la salud.

2.5.4 Diabetes

Numerosos estudios sugieren que el aumento del consumo de alimentos ricos en
antociannas podrian disminuir la incidencia de diabetes (Guo y Ling, 2015).
Matsui et al., encontr6 que las antocianinas pueden tener una capacidad
antihiperglucémica (He y Giusti, 2010; Zafra-Stone et al., 2007). Las antocianinas
de bayas podrian mejorar la retinopatia diabética debido a que estos compuestos
mejorar la pigmentacion ocular y la circulacion de los capilares oculares (He y
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Giusti, 2010; Zafra-Stone et al., 2007). Aunque en otros estudios no comparten
este efecto positivo debido a que observan variaciones en la metodologia,
fuentes de antocianinas y el tipo de personas evaluadas (He y Giusti, 2010). Se
ha observado que las mezclas o extractos de antocianinas de grosella negra,
arandano, mora azul, uva de vino y fresas en la diabetes avanzada pueden
mediar positivamente el proceso de glicosilacion ocasionando que la oxidaciéon
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) ya no se dé aceleradamente (Basu et
al., 2010; He y Giusti, 2010). En un estudio in vivo donde se dieron
aproximadamente 500 g de fresa liofilizada durante 6 semanas se observo que
disminuyd la cantidad de la proteina C reactivia (CRP). Es decir, que los
pacientes diabéticos podrian reducir el riesgo de tener complicaciones
cardiovasculares. Sin embargo, en otros estudios donde se utilizé una bebida de
fresa que contenia de 78 a 155 mg/d de antocianinas no se observé alguna
influencia sobre los valores de la proteina C reactiva. Aunque si se vieron efectos
positivos en el colesterol y concentracion de LDL (Cassidy et al., 2015). Sin
embargo, aunque existe controversia en los efectos de las antocianinas en la

diabetes, las investigaciones sobre el tema van en aumento.

2.5.5 Enfermedades Cardiovasculares

El consumo de compuestos dietéticos que se encuentran dentro de las verduras
y frutas se han relacionado con el bajo riesgo de padecer alguna enfermedad
cardiovascular (Basu, et al., 2010; Cassidy et al., 2015). Datos del Estudio Factor
de Riesgo de Cardiopatia Isquémica Kuopio (por sus siglas en inglés KIHD)
mostraron que los hombres con una ingesta diaria de mas de 408 g de bayas
tuvieron un menor riesgo de muerte por enfermedad cardiovascular, a
comparacion con hombres que consumieron menos de 133 g al dia de bayas
ambos en un periodo de 12.8 afios. En constraste con mujeres

postmenopausicas donde se observd que también habia una disminucion del
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riesgo de muerte por enfermedad cardiovascular al comer 0.2 mg diarios de
antocianinas contenidas en fresas y moras azules en un periodo de 16 afos
(Basu et al., 2010). Pergola et al., vi6 que las antocianinas de grosella negra
regulan la hipertension al disminuir el dafio oxidativo por 6xido nitrico y aumentar
la respuesta proinflamatoria. Xu et al., y Lazze et al., han observado este mismo
efecto en vacas al suministrar cianidina-3-glucésido (Basu et al.,, 2010; He y
Giusti, 2010). También se ha visto que las antocianinas de bayas pueden
interrumpir el avance de la arterioesclerosis debido a la disminucion de los
radicales libres y el efecto antiinflamatorio (Basu et al.,, 2010). Estos estudios
sugieren que las antocianinas si tienen un efecto sobre algunas enfermedades
cardiovasculares debido a que aumentan su actividad como reguladoras del

proceso de inflamacion y disminuyen el dafio oxidativo a las células

2.5.6 Enfermedades Pulmonares

Se ha estudiado muy poco sobre la accion que pueden tener las antocianinas en
la fisiologia pulmonar (Mehta et al., 2016). Pero en un estudio in vivo se
administro cianidina-3-glucésido de grosella negra a ratas con inflamacion en los
pulmones y se vio que los parametros de inflamacién disminuyeron, este efecto
se asocio a la dosis (He y Giusti, 2010). Y en otro estudio, se observo que el
consumo de diferentes subclases de flavonoides (antocianinas, flavononas,
flavonas-3-ols, flavonoles y polimeros) evaluadas mediante un cuestionario de
frecuencia a 839 sujetos durante 16 afios mejord la disminucién de la funcion
pulmonar relacionada con la edad (Mehta et al., 2016). La realizacion de mas
investigacion sobre la influencia de las antocianinas sobre las enfermedades
pulmonares nos podrian dar un panorama mas amplio sobre si su efecto si es
benéfico para la mejora del estado de salud como propusieron los estudios de
He y Giusti (2010) y Mehta et al. (2016).
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3. JUSTIFICACION

Las antocianinas son compuestos solubles en agua que se encuentran en los
cloroplastos de la cascara, hojas y pulpa de algunas hortalizas y frutas. Estos
compuestos son los responsables de dar color azul, purpuray rojo a los alimentos
y SuUs concentraciones varian segun las condiciones en las que se desarrollen los
fruta. Las antocianinas mas abundantes en la naturaleza son la cianidina,

delfinidina, petunidina, malvidina, peonidina y pelargonidina.

La inclusion de hortalizas y frutas en la dieta proporciona el consumo de
compuestos bioactivos que benefician el estado de salud de las personas. De los
cuales, las antocianinas han tomado gran importania debido a sus actividades
antioxidantes y antiinflamatorias que favorecen la prevencion de algunas
enfermedades cronicio degenerativas. Sin embargo, dichos efectos se ven
limitados por la baja estabilidad digestiva y biodisponibilidad de estos

compuestos tras su consumo.

La realizacion de la simulacién del proceso gastrointestinal in vitro nos permite
observar como las antocianinas viajan a través de los diferentes érganos de
interés, y asi evaluar su digestion, abosorcién y metabolismo. Se ha visto que el
intestino delgado es el 6rgano con mayor absorciéon y metabolismo de las
antocianinas. Y en algunos estudios se han realizado co-digestiones para
observar influencia de macro- y micro- nutrientes sobre la biodisponibilidad de
las antocianinas. Los hidratos de carbono y lipidos se han considerado como
convenientes para mejorar la estabilidad y absorcidon de las antocianinas.
También se ha sugerido que los iones actian como protectores de las
antocianinas durante el proceso digestivo, incrementando su actividad
antioxdante. El cobre, cobalto, hierro, aluminio, magnesio y cadmio son algunos
de los metales que se han utilizado en diferentes estudios para evalluar su efecto
en la estabildad de las antocianinas. Sin embargo, la mayoria de estos estudios

se han realizado con extractos frutales ricos en antocianinas pero que a su vez
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también contienen otros componentes propios de las diferentes matrices
alimentarias. Por lo tanto, el efecto de otros nutrientes en la estabilidad digestiva,
biodisponibilidad y bioactividad de las antocianinas podrian estar enmascarando

la funcién de los componentes del fruto que se hayan estudiado.

Por lo tanto, en este estudio se aislaron las antocianinas de los diferentes
extractos de frutas a través de la técnica de separacion en fase sélida por medio
de las resinas sintéticas Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20. Ya que estas se
han considerado como las mejores resinas para aislar antocianinas debido a sus
propiedades fisicoquimicas y su relativo bajo costo. Esto es para dar un resultado
mas claro sobre su biodisponibilidad en el organismo a través de la simulacién
del proceso digestivo in vitro, ya que se ha observado que las antocianinas se
absorben muy poco poniendo en duda los beneficios a la salud que se les
atribuye. Ademas de investigar si la co-digestion con iones divalentes de hierro,
zinc, magnesio y calcio pudiera brindar un efecto protector a las antocianinas

durante la digestion gastrointestinal.
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4. HIPOTESIS

1. La estabilidad gastrointestinal y actividad antioxidante in vitro de las
antocianinas aisladas de las frutas de zarzamora, fresa y cascara de uva
de vino aumentara por la co-digestion con iones divalentes (hierro, zinc,

magnesio y calcio) y variara en funcion del tipo de antocianinas.

31



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Evaluar la estabilidad gastrointestinal y bioactividad in vitro de antocianinas con
diferente estructura quimica en funcion de la presencia de iones divalentes

(hierro, zinc, magnesio y calcio).

5.2 Objetivos Especificos

1. Evaluar el efecto de la estructura quimica de las antocianinas aisladas de
las frutas de zarzamora, fresa y cascara de uva de vino en su estabilidad
durante un proceso de digestion in vitro.

2. Valorar el efecto de los iones divalentes de hierro, zinc, magnesio y calcio
sobre la estabilidad gastrointestinal in vitro de las antociaininas aisladas
de las frutas de zarzamora, fresa y cascara de uva de vino.

3. Examinar la capacidad antioxidante de las antocianinas aisladas de las
frutas de zarzamora, fresa y cascara de uva de vino tras un proceso de
digestion gastrointestinal in vitro en presencia de iones divalentes (hierro,

zinc, magnesio y calcio).
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Tipo de Estudio

Experimental

6.2Diseno del Estudio

Zarzamora, Fresa 'y
cascara de uva de vino

Extraccion de
antocianinas

Aislamiento de extractos
ricos en antocianinas

Digestion in vitro
(gastrica y gastrointestinal

! '

Determinacion de Determinacion de
antocianinas actividad

L, Realizado por
cuadriplicado

Determinacion de

fenoles totales totales antioxidante
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6.3 Reactivos y Materia Vegetal

Los reactivos a utilizar fueron comprados en diferentes empresas. El 2,2’-Azino-
bis(3-etilbenzotiazolina-8-acido fulfonico) sal de diamonio, 2,4,6 tris (2-pridil)-s-
trinacina, acetato trihidrato de sodio, hexahidrato clorhidro metal Ill, persulfato de
potasio y reactivo de Follin Ciocalteu 2N fueron de la marca Sigma-Adrich. La
acetona, acido clorhidrico 1M y etanol fueron de la marca Jalmek. Metanol HPLC
fue de la marca Tedia. El cloruro de potasio e hidréxido de sodio fueron de la
marca CTR y de Fermont se compro la fenolftaleina. Las resinas Sephadex LH-
20 y Amberlite XAD-7 fueron de la marca GE Health-Care y Sigma-Aldrich,
respectivamente. El material vegetal a utilizar fue fresa, zarzamora y cdscara de
uva de vino. La fresa (Fragaria) se compré en presentaciéon congelada en el
supermercado HEB (La Glorieta Fruits Products S.A. de C.V., cultivadas en
Michoacan, México). La cacara de uva y zarzamora (Rubus sp.) fueron donados
por productores locales de la Ciudad Cuauhtémoc, Chihuahua. Todas las
muestras recolectadas fueron almacenadas hasta su uso a una temperatura de
-20 °C.

6.4 Extraccién de Antocianinas

La extraccion de antocianinas de las diferentes matrices frutales se realizo en
base a la metodologia sugerida por Mertz et al. (2007) con algunas
modificaciones (Figura 6). Se tomaron 15 g de cascara de uva de vino, 50 g de
zarzamora y 100 g de fresa previamente trituradas para posteriormente ser
homogeneizadas (Ultra Turrax T18 digital, IKA, Alemania). La homogenizacion
se llevo a cabo con 100 mL de solucion de extraccion que constdé de
acetona/agua/acido trifluroacético (ATF) a una concentracion de 70:29.9:0.01
(v/viv). Después la mezcla se sometié a un tratamiento de sonicacion por cinco

minutos (modelo 1510R-MT, Branson, México). Posteriormente la mezcla se
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refriger6 a 4 °C durante una hora en oscuridad. Después el extracto fue filtrado
al vacio y los residuos fueron nuevamente disueltos en 30 mL de la solucion de
extraccion y la mezcla se someti6 a tratamiento de sonicacio por cinco minutos.
El extracto nuevamente fue filtrado al vacio y los residuos recibieron el mismo
tratamiento descrito anteriormente una vez mas. Para obtener asi en la tercera
filtracion residuos despigmentados. Posteriormente se realizé una separacion
liquido-liquido con 50 mL de acetato de etilo en un embudo de separacion. Este
proceso se repitié cuatro veces para asegurar la separacion de compuestos no
polares de los extractos acuosos ricos en antocianinas. La muestra obtenida se
rotaevapor6 al vacio utilizando un rotavapor (modelo R-124, BUCHI®, Nueva
York, EE.UU.) a 39 °C para eliminar el acetato de etilo. El extracto acuoso se

almaceno a -20 °C en la oscuridad hasta su uso.

6.5 Aislamiento de extractos de Antocianinas

Para la siguiente etapa se cont6 con columnas cargadas con resinas de Amberlite
XAD-7 y Sephadex LH-20 (que constaban de un diametro de cinco centimetros y
35 cm de altura) asi como se muestra en la Figura 6. Estas fueron acondicionadas
con diferentes soluciones. Para acondicionar la columna de Amberlite XAD-7 se
preparé agua acidificada a pH 2 con acido trifluroacético (ATF) (dos litros) (pH
Stat 900 Touch Control, Metrohm, Suiza) recorriendo la columna a una velocidad
e flujo de 1.5 mL/min. Y para Sephadex LH-20 se prepararon dos litros de etanol
10% acidificado a pH 2 con ATF (pH Stat 900 Touch Control, Metrohm, Suiza) a
una concentracion de etanol/agua, 10:90 (v/v) y se hizo pasar a una velocidad de
flujo de 0.75 mL/min . Al haber acondicionado las columnas se prosigui6 a cargar
los extractos acuosos obtenidos de la etapa de extraccion. La muestra se cargo
primeramente en la columna Amberlite XAD-7 para separar compuestos polares
indeseables como sales, hidratos de carbono, fibras solubles y proteinas. Una

vez que se cargo la muestra a la columna se hizo pasar dos litros de agua
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acidificada a pH 2 con ATF (pH Stat 900 Touch Control, Metrohm, Suiza). Al
terminar se le pasaron 500 mL de etanol acidificado al 0.3% con ATF (pH Stat
900 Touch Control, Metrohm, Suiza), para hacer que eluyeran las antocianinas.
La muestra se recolectd para posteriormente evaluar su absorbancia a través de
un espectrofotometro de rayos UV- Vis (modelo 8453, Aglient, China).
Posteriormente la columna fue nuevamente acondicionada para cargar una
nueva muestra. La muestra recolectada de Amberlite XAD-7 tras haber medido
la absorbancia se rotaevaporo para eliminar el etanol y obtener aproximadamente
cinco mililitros de extracto acuoso que posteriormente se cargaria a la columna
con la resina Sephadex LH-20. Una vez que se carg0 la muestra a la columna de
Sephadex LH-20, se paso un litro de etanol 10% acidificado a pH 2 con ATF (pH
Stat 900 Touch Control, Metrohm, Suiza) y se empezé la recoleccién de la
muestra. La recoleccion se obtuvo hasta que la resina dejara de tener color y
para esto también hubo necesidad de pasar etanol 10%, 40% y 80%, todas a pH
2 con ATF (pH Stat 900 Touch Control, Metrohm, Suiza). Al haber teminado la
elucion de la fase movil se descoloro la columna y se volvié a acondicionar para
cargar la nueva muestra. Se midio la absorbancia de los tubos obtenidos para
valorar las fracciones ricas en antocianinas. Finalmente, los eludidos fueron
concentrados usando un rotavapor (modelo R-124, BUCHI, Nueva York, EE.UU.)
a 39 °C para evaporar el etanol. Habiendo seleccionado las franjas se

rotaevaporaron y almacenaron en el congelador a -20 °C.

6.6 Digestion in vitro

Las digestiones in vitro simulan las condiciones gastrointestinales mas
aproximadas a las presentes en los seres humanos. Esto es para analizar la
cantidad de antocianinas biodisponibles durante el proceso digestivo segun la
metodologia propuesta por Bouayed et al., 2011 con algunas modificaciones. La

cantidad de iones se decidio en base a lo sugerido por Corte-Real et al. (2017) y
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la recomendacion para personas estadounidenses segun el RDA
(Recomendacion Dietética Asignada), Al (Adecuada Ingesta) y UL (Nivel Maximo
de Consumo Tolerable). Estos valores de micronutrientes se compararon con el
IDR (Ingesta Diaria Recomendada) y el IDS (Ingesta Diaria Sugerida) que son las
referencias de consumo para poblacibn mexicana y se observé que las
recomendaciones para ambas poblaciones eran similares. La cantidad de
micronutrientes utilizados fue de hierro 15 mg/L, zinc 12.5 mg/L, magnesio 300
mg/L y calcio 1000 mg/L considerando la ingesta diaria recomendad en un
volumen gastrointestinal de dos litros. Adquiriendo en 12.5 mL de digestion una
concentracion de 0.015 mg/mL de hierro, 0.0125mg/mL de zinc, 0.3 mg/mL de

magnesio y 1.0 mg/mL de calcio.

7 / \ ﬂ lhra
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== | |
{ o o " oscu-
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uva de vino, 50 g de Acetona/Agua/TFA 5 min
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/El
w pars Reposar
M J/c L Lavados 20 min
F.i_r% & \ /,‘ ] 4 veces
39°C ” =
oo ‘ Amberllite:2 L Sephadex: 2 L
Mf paf | aguadestilada etanol pH2 y
R=; o ‘ a pH2 \ etanol 10%,
L) e MGCUC I Aislamiento S 40%y 80% a
s
@ acidificado ' ) pH2a 0.7
e 0.3%als 1 mL/min
39°C .
mL/min

Figura 6. Procedimiento de extraccion y aislamiento de antocianinas a partir de
diferentes frutas
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6.6.1 Fase Géastrica

Antes de iniciar el proceso, las diferentes muestras obtenidas anteriormente ya
liofilizadas se mezclaron para disminuir la variabilidad entre las repeticiones de
extraccion. Ademas se obtuvo muy poco polvo muestra. Por lo que las franjas
obtenidas de cada fruta se mezclaron para tener un Unico concentrado de
antocianinas por fruta. Los concentrados de antocianinas aisladas de los
diferentes frutos se trasladaron a dos microtubos de dos mililitros que

posteriormente fueron almacenados a -20 °C hasta su uso.

Para las digestiones sin iones divalentes se agregé 50 pL de antocianinas
aisladas con o sin iones divalentes (500 pL) y se ajustd el volumen a ocho
mililitros con solucién salina fisioldgica. Después se ajusto el pH a 3.00 con HCI
1.00 N. Para a continuacién agregar 500 pL de soluciéon pepsina con una
concentraciéon de 40 mg/mL diluida en HCI 0.1 M. Posteriormente se ajusto el
volumen a 10 mL para incubarlo por una hora a 37 °C y 100 rpm en un bafio de
termoagitacion (Precision SWB15, Thermo Scientific, Nuevo Hampshire, EE.
UU.) para simular los movimientos peristalticos del estbmago y la temperatura
corporal. Al final del periodo se tomé6 una alicuota de un mililitro y se repuso el
volumen extraido con solucién salina fisiolégica y se continué con la fase

intestinal.

6.6.2 Fase Intestinal

Una vez concluida la fase gastrica inmediatamente se colocaron los tubos en una
hielera para detener el proceso de digestion. De forma consecutiva a la fase
gastrica se agregaron 500 pL de cada sal biliar previamente preparada con
NaHCOs 0.075 M (taurocolato 0.75 mmol/L, taurodeoxicolato 0.45 mmol/L y
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glicodeoxicolato 0.80 mmol/L) al tubo con la mezcla gastrica. Posteriormente se
agregaron 500 pL de solucién pancreatina a una concentracion 2 mg/mL diluida
también en NaHCOs al 0.075M. Se ajusto el pH a 7.00 con NaOH 1.0 M. Y el
volumen se ajusté a 12.5 mL. La mezcla se incubd por dos horas a 37 °C y 100
rpm en un bafio de termoagitacion (Precision SWB15, Thermo Scientific, Nuevo
Hampshire, EE. UU.). Al final del proceso se tomaron alicuotas de un mililitro. Las

alicuotas se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

FASE GASTRICA

50uL de ACN 0.5mL de
solucion

Ajustarvolumen a . - .,
8mL con solucién pepsina ’ Incubacion
e . - Ajustarvolumen | lhra37°C
salina fisioldgica 2 10mL con 100rom
Ajustar pH 3.00 solucién salina . ! P
con HCI 1IN

fisioldgica

FASE INTESTINAL

1.5mL de sales

biliares Ajustar volumen E )

0.5mL de a 12.5mLcon Incubacién
pancreatina solucién salina 2hra37°C
Ajustar pH a 7.00 fisiologica . y 100rpm
con NaOH 1M

Figura 7. Proceso de digestion in vitro empleado en este estudio

6.7 Estabilidad Gastrointestinal de Compuestos Fendlicos Totales

El contenido total de fenoles se determiné segun la metodologia propuesta por
Villareal-Lozoya et al. (2007). En un placa de pozos para elisa se agregaron 13

uL de muestra, 208 pL de agua nanopuray 13 pL de reactivo Folin-Ciocalleu. Se
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dejoé rreposar la mezcla por tres minutos. Después se afiadieron 26 yL de Na2CO3
a una concentracion de 1 N. Se sell6 la placa con doble capa de parafiim. Y se
dej6 reposar en oscuridad durante dos horas. Finalmente se leyeron las
absorbancias a 750 nm usando un lector de microplacas MRX (Dynex
Technology, Virgnia, EE. UU.).

6.8 Estabilidad Gastrointestinal de Antocianinas Totales

La cuantificacion de las antocianinas totales se realizé en base a la metodologia
propuesta por Worolstad et al. (2005). En cubetas para espectrofotometro se
coloco el blanco de agua destilada para calibrar las absorbancias a 520 nmy 700
nm. Posteriormente 200 pL de muestra se mezclaron con 1.8 mL de cloruro de
potasio 0.025 M a pH 1.00 o 1.8 mL de acetato de sodio 0.4 M a pH 4.5. Las
mezclas se dejaron en reposo 15 minutos para que se equilibraran. Después, se
midieron las absorbancias a 520 nm y 700 nm las digestiones gastricas y
gastrointestinales. Posteriormente se calculo la absorbancia de las muestras

mediante la siguiente formula:

A= (AAvis-max - A700)pH 10- (AAvis-max— A700)pH 4.5

Donde:
A = absorbancia
Anvis-max = Absorbancia de longitud de onda maxima (520 nm)

A700 = Absorbancia de longitud de onda a los 700 nm
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En base a los resultados obtenidos del calculo de las absorbancias enseguida

se pudo calcular la concentracion total de antocianinas con la siguiente formula:

Concentracion (mcg/L) = [(A * PM * 1000) / (¢ * 1)] * 1000

Donde:
A = absorbancia de la muestra

PM = peso molecular de la antocianina mas abundante en la fruta (449.2
g/mol cianidina-3-glucésido, 433.2 g/mol pelargonidina-3-glucosido vy
493.2 g/mol malvidina-3-glucosido)

€ = absortividad molar de la antocianina mas abundante en la fruta (26900
cianidina-3-glucésido, 22390 pelargonidina-3-glucésido y 28000
malvidina-3-glucésido)

6.9 Estimacién de la Actividad Antioxidante

6.9.1 Prueba FRAP

Para realizar la prueba FRAP se siguio la metodologia propuesta por Benzie y
Strain (1996) con algunas modificaciones. La solucion FRAP se prepar6
mezclando 25 mL de buffer de acetato a una concentracion de 300 mmol/L y
ajustado a un pH de 3.6, 2.5 mL de solucion de 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ)
diluido en &cido clorhidrico a una concentracién de 40 mmol/L y 2.5 mL solucién
FeCls - 6H20 a una concentracion de 20 mmol/L. Después se utilizaron 280 pL
de solucion FRAP para mezclarlos con 20 pL de cada muestra. Se incubaron por
30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Al final se registraron las

absorbancias de cada muestra a 593 nm.
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6.9.2 Prueba DPPH

Para realizar la prueba DPPH se siguié la metodologia sugerida por Brand-
Williams et al. (1995) con algunas modificaciones. Se prepar6 el radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) con metanol a una concentracion de 25 mg/L.
Después en la placa de pozos se agregaron 280 pL de solucién DPPH y 20 pL
de muestra. Para la muestra blanco se agregaron 280 uL de solucion DPPH y 20
uL de agua acidificada al 0.1% con &cido trifluruoacético. La mezcla se mantuvo
a temperatura ambiente por 30 minutos en oscuridad. Posteriormente se tomo

lectura de las absorbancias a 515 nm.

6.10 Anédlisis Estadisitco

Todos los procedimientos se realizaron por cuadriplicado. Los datos se
expresaron como la media + error estandar. Para elaborar las comparaciones
entre las antocianinas y la digestion gastrica y gastrointestinal con y sin iones se
realizaron pruebas de ANOVA con una significancia p<0.05. Se realiz0 la prueba
post-hoc de Tukey-Kramer p<0.05. Los analisis estadisticos se realizaron
utiizando el programa SAS Inc. 9.0 (SAS Institute Inc., Carolina del Norte,
Estados Unidos). La representacion grafica de los resultados se realizé en el

programa Sigma Plot 12.5 (Systat Software Inc., Califorrnia, Estados Unidos).
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6.11 Variables

6.11.1 Variables Dependientes

Las variables dependientes de este estudio fueron la estabilidad de las
antocianinas durante la digestion (tanto en la fase gastrica y gastrointestinal). La
cantidad de fenoles y antocianinas totales que se encontraron después de las

digestiones gastricas y gastrointestinales. Asi como la capacidad antioxidante.

6.11.2 Variables independientes

Las variables independientes a considerar fueron la estructura quimica de las
antocianinas y la presencia de los iones divalentes de hierro, zinc, magnesio y

calcio.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Extraccién de Antocianinas

El procedimiento de extraccién y aislamiento de los extractos de fruta de
zarzamora, fresa y cascara de uva de vino nos permitié obtener tres concentrado
de antocianinas. El primer paso para la extraccion se llevd acabo mediante 4
lavados de etil acetato (Figura 8). Estos lavados disminuyeron el contenido de
otros compuestos no polares diferentes a las antocianinas presentes en la mezcla
(compuestos fendlicos liposolubles, carotenoides y clorofilas) ya que la polaridad
de las antocianinas las hacen solubles en agua (Wang et al., 2014). En el primer
lavado (linea color negra) podemos ver que hay una linea continua alrededor de
los 400 nm hasta los 600 nm. Lo cual puede reflejar la prescencia de otros
compuestos como carotenoides (A =470 nm) y clorofilas (A = 517 nm) (Cervantes-
Paz et al.,, 2014; Wrolstad et al., 2005). La reduccion consecutiva de la
absorbancia en este rango de longitudes de onda que se observa entre los
lavados demuestra la eficiencia para separar las antocianinas de otros
compuestos no polares. Tras el dltimo lavado se obtuvo un espectro de absorcién
con dos picos maximos a los 280 nm y 520 nm. Siendo este espectro de
absorcion caracteristico de las antocianinas. Estos resultados coinciden con los
encontrados en el trabajo de Wang et al., 2014 donde ellos observaron que su
extracto crudo (primer lavado con etil acetato) se podia apreciar una gran
cantidad de compuesto fendlicos no antocianinas y conforme aumentaron el
namero de lavados se percataron de que estos compuestos disminuyeron.
Coincidiendo con la premisa de que el etilacetato es un solvente eficiente para
obtener antocianinas con un alto grado de pureza a partir de extractos crudos de

frutas.
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Figura 8. Espectros de absorcion de lavados de etil acetato en el proceso de
extraccion de antocianinas a partir de frutos de A) Zarzamora, B) Fresa y C)

Céscara de uva de vino.
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7.3 Aislamiento de Extractos Ricos en Antocianinas

El extracto acuoso obtenido después de los lavados de etil acetato se sometio a
un proceso de cromatrografia en columna utilizando las resinas poliméricas
Amberlite XAD-7 y Sephadex HL-20 seriadas.

De manera similar a otros estudios que utilizaron dicho sistema de cromatografia
en columna abierta, una vez cargadas las muestras a la resina Amberlite XAD-7
se hicieron pasar dos litros de agua lo cual permitié la elucién de sales, hidratos
de carbono, fibras solubles y proteinas mientras que las antocianinas
permanecieron adheridas a la resina (Cuevas-Rodriguez et al., 2010; He y Giusti,
2011; Rohm y Haas, 2000; Zhang et al.,, 2008).En la Figura 9 se muestra la
elucién de las antocianinas de la columna Amberlite-XAD7 provenientes de
diferentes extractos frutales con etanol acidificado al 0.3 % con acido
trifluroacético (ATF). Se observa un solo pico maximo de absorcion a los 520 nm,
absorbancia propia de las antocianinas, en todos los casos. Las antocianinas de
los tres extractos eluyeron entre los 110 mL y 170 mL. Lo anterior indica que las
antocianinas propias de cada fruto tienen afinidades similares a la resina
Amberlite XAD-7. Resultados similares de eluciéon se han observado para
antocianinas de extractos de frambuesa roja, grosella negra y aronia (Zhang et
al., 2008, Kraemer-Schafhalter et al., 1998 y Kahkonen et al., 2003). A pesar de
gue se utilizaron diferentes tipos de frutillas hubo una buena eficiencia en el
aislamiento de antocianinas. Sugiriendo asi que Amberlite XAD-7 posee una gran

afinidad por las antocianinas.

En la Figura 10 se observa que los extractos obtenidos después de la resina
Amberlite XAD-7 consisitieron principalmente en antocianinas debido a que los
extractos presentaron el perfil espectrofotométrico caracteristico de las
antocianinas con dos picos de absorbancia maxima a 280 nm y 520 nm (linea

negra).
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Los extractos obtenidos de la columna Amberlite-XAD7 se cargaron
posteriormente a la columna Sephadex LH-20. Debido a su propiedades de
separacion por peso molecular y polaridad. Een la grafica de elucion se aprecian
difrentes fracciones de antocianinas de diferentes fuentes frutales (Figura 11).
Donde se puede ver que las muestras de zarzamora y fresa tuvieron tres y dos
fracciones respectivamente, mientras que la cascara de uva de vino tuvo mayor
namero de fracciones (cinco fracciones). Las diferentes fracciones
correspondientes a cada muestra indican que hay antocianinas diferentes en la
misma mezcla de extractos frutales. En ambos casos de las mezclas de
antocianinas de zarzamora y fresa (con un menor nimero de fracciones) la ultima
fraccion fue la mas abundante. A comparacion con la mezcla de antocianinas de
cascara de uva de vino donde las fracciones 2, 3 y 4 fueron las mas abundantes.
Estos resultados comprueban que la resina Sephadex LH-20 fue efectiva para
separar antocianinas individuales de zarzamora, fresa y cascara de uva de vino
al igual que se ha reportado para la frambuesa roja y mora azul (Wang et al.,
2014 y Zhang et al., 2008). Esta individualidad de las antocianinas se puede
observar en el espectro de absorcion que se realizé entre los 200 nm y 700 nm
de la fraccion mas abundante para cada extracto de fruta eludida de la columna
Sephadex LH-20 (linea roja) (Figura 10). Como se encontrd en el trabajo de
Wrolstad et al., donde caracteriza el espectro de absorcion de las antocianinas a
través de espectrofotometria Uv-vis. Por lo tanto, de acuerdo a estudios previos
se sugiere que en el extracto de zarzamora la antocianina mas abundante fue la
cianidina-3-glucésido, para el extracto de fresa la pelargonididina-3-glucésido y

para el extracto de cascara de uva de vino la malvidina-3-glucésido.
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Figura 9. Gréfica de elucién de antocianinas de la columna Amberlite XAD-7 a
partir de extractos de diferentes matrices frutales (A) Zarzamora, B) Fresa y
C)Uva).
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Figura 10. Espectros de absorcion de antocianinas eludidas después de
Amberlite XAD-7 y Sephadex LH-20 a partir de diferentes matrices frutales (A)
Zarzamora, B) Fresa y C) Uva). La linea negra representa la obtencion de
antocianinas (principalmente) mediante Amberlite XAD-7 para cada fruta debido
a que se observa el perfil espectrofotométrico caracteristico de estos
compuestos(picos maximo a los 280 nm y 520 nm). Y la linea roja representa las

antocianinas mas abundantes de cada extracto acuoso mediante Sephadex LH-
20.
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Figura 11. Gréfica de elucion de antocianinas de la columna Sephadex LH-20 a
partir de diferentes matrices frutales (A) Zarzamora, B) Fresa y C) Uva).
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7.4 Estabilidad Gastrointestinal de Compuestos Fendlicos Totales

Los valores de estabilidad representan la proporcion de compuestos fendlicos
totales después de las digestiones gastricas y gastrointestinales en relacion al
contenido inical de fenoles (Figura 12). Para la determinacion de fenoles totales
en los extractos de digestion se restaron los fenoles afiadidos a partir de los
medios enziméaticos. El contenido incial de fenoles en la fraccion de antocianinas
aisladas de zarzamora fue de 22.20 £ 0.47 mcg/mL y 18.69 + 0.86 mcg/mL para
las digestiones gastricas y gastrointestinales, respectivamente. En el aislado de
antocianinas de de fresa fue de 13.64 + 1.88 mcg/mL y 9.46 + 0.82 mcg/mL para
las digestiones gastricas y gastrointestinales, respectivamente.Y en el aislado de
antocianinas de cascara de uva de vino fue de 9.68 + 1.86 mcg/mL y 9.03 = 0.97

mcg/mL para las digestiones gastricas y gastrointestinales, respectivamente.

La estabilidad gastrica de los compuestos fendélicos de zarzamora vario 55.6 a
91.2 %, para los de fresa vario de 0.0 a 25.7 % y para los de cascara de uva de
vino varié de 8.5 a 111.7 %. La disminucion del contenido fendlico tras la digestion
gastrica también fue encontrado en el trabajo realizado por Liang et al. (2012),
aunque el aumento observado en el contenido fendlico de la fraccion de
antocianinas aisladas de cascara de uva de vino podria deberse a que estas
presentan una amplia y compleja variedad de fenoles ademéas de antocianinas.
Los fenoles de zarzamora y cascara de uva de vino mostraron mayor estabilidad
gastrica en comparacion con la fresa en todos los tratamientos, con excepcion de
las digestiones con calcio en donde las antocianinas de cascara de uva de vino
presentaron la menor estabilidad. En cuanto al efecto de los iones, la estabilidad
de los compuestos fenodlicos de zarzamora y céscara de uva de vino se vi6
favorecida por su prescencia en comparacion con las digestiones control, con
exepcion del magnesio y el calcio para zarzamora y uva, respectivamente. En

cambio la estabilidad gastrica de los fenoles de fresa no se vio favorecida por la
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presencia de iones, incluso en las digestiones gastricas con magnesio no se

detectaron fenoles.

La estabilidad gastrointestinal de los compuestos fenélicos de zarzamora vario
79.9 a 140.7 %, para los de fresa varié de 89.9 a 125.3 % y para los de cascara
de uva de vino vari6 de 70.5 a 153.2 %. Los compuestos fendlicos de fresa
presentaron la mayor estabilidad en la digestiones sin iones, con hierro y zinc,
seguidos por los fenoles de cascara de uva de vino y sucesivamente por los de
zarzamora, con excepcion del tratamiento con zinc donde no hubo diferencias en
la estabilidad de los fenoles de zarzamora y cascara de uva de vino.
Contrariamente en las digestiones con magnesio y calcio las antocianinas de

fresa fueron las que presentaron una menor estabilidad.

Los compuestos fendlicos de zarzamora presentaron una estabilidad
gastrointestinal superior al 100% y mayor que el control en las digestiones con
magnesio y calcio. Mientras que en las digestiones sin iones, hierro y zinc su
estabilidad vario poco (79.9 - 95.8 %). Para los fenoles de fresa no se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos, a pesar de ello su
estabilidad vario de 89.9 — 125.3 % siendo el magnesio y el hierro los que
causaron la mayor y menor estabilidad gastrointestinal, respectivamente. La
estabilildad gastrointestinal de los compuestos fendlicos de cascara de uva de
vino no varié significativamente entre los tratamientos (70.5 — 153.2 %) con
excepcion de la digestiéon con zinc en donde se present6 una estabilidad

significativamente menor a lo observado en el resto de los tratamientos.

El incremento del contenido fendlico del medio gastrico al gastrointestinal se
podria explicar por la posible fision de las antocianinas en el medio alcalino-
basico. Concordando con otros estudios, donde el incremento de estos
compuestos podria deberse a la separacion de los dferentes anillos de la
estructura quimica de las antocianinas generandose asi fluroaldehidos, acidos
fendlicos distintos para cada tipo de antocianina (acido protocatecuico de
cianidina-3-glucosido; acido 4-hidroxibenzoico de pelargonidina-3-glucosido; y
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acido vainilico de malvidina-3-glucésido) y otros compuestos fendlicos de
transformacion como los caracterizados por Liang et al. (2012) (Bouayed et al.,
2011; Sadilova et al., 2007). Este aumento en el contenido defenoles del medio
gastrico al gastrointestinal en otros estudios varié aproximadamente del 10.0 al
87.9 % (Bouayed et al., 2011; Liang et al., 2012). El incremento de sdlo el 10.0
% pudo deberse a la baja cantidad inicial de antocianinas digeridas en frutos de

manzana, reportado por Bouayed et al., (2011).

7.5 Estabilidad Gastrointestinal de Antocianinas Totales

Los valores de estabilidad representan la proporcion de antocianinas totales
después de las digestiones gastricas y gastrointestinales en relacion al contenido
inicial de antocianinas (Figura 13). El contenido inicial de las antocianinas de
zarzamora fue de 1681.02 + 51.16 mcg/L y 1074.29 * 25.81 para las digestiones
gastricas y gastrointestinales , respectivamente. Para las antocianinas de fresa
fue de 669.64 + 70.99 mcg/L y 541.74 = 96.52 mcg/L para las digestiones
gastricas y gastrointestinales, respectivamente. Y por Udltimo para las
antocianinas de céscara de uva de vino fue 475.65 + 47.65 mcg/L y 449.16 +

15.25 mcg/L para las digestiones gastricas y gastrointestinales, respectivamente.
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Figura 12. Estabilidad gastrica y gastrointestinal in vitro de los compuestos
fendlicos totales presentes en los extractos de digestion gastrica y gastrointestnal
de las antocianinas aisladas de zarzamora, fresa y cascara de uva de vino en
presencia y ausencia de iones divalentes (hierro, zinc, magnesio y calcio). Los
datos representan la media de cuatro mediciones independientes + el error
estandar. Las barras que pertenecen al mismo tratamiento y las que pertenecen
a la misma antocianina son conectadas con letras mayusculas y minusculas,
respectivamente, siendo las desiguales significativamente diferentes (p < 0.05).

54



En general, el contenido de las antocianinas se vio ligeramente disminuido o
aumentado después de las digestiones gastricas. La estabilidad gastrica de las
antocianinas de zarzamora vario de 79 % a 90.4 %, para las de fresa vario de
70.8 % a 102.8 % y para las de cascara de uva de vino vario de 81.5 % a 143.5
%. Las antocianinas de zarzamora y fresa no mostraron diferencias significativas
en su estabilidad al mezclarse con iones en comparacion con el control. Pero
distintivamente las antocianinas de cascara de uva de vino digeridas con zinc y
magnesio presentaron una estabilidad mayor (30.7 % a 42.8 % mas) en el medio
géastrico en comparacion con el control (digestion sin iones). La alta recuperacion
del contenido de antocianinas totales después de la digestion gastrica coincide
con lo reportado previamente tras la digestion gastrica de moras, granada,
frambuesa y manzana roja (54.6 — 107 %) (Bouayed et al., 2011; Liang et al.,
2012; McDougall et al., 2005; Sengul et al., 2014). Los valores altos de estabilidad
gastrica pueden explicarse debido a que la estabilidad de las antocianinas se ve
favorecia por el el medio 4cido. Ademas de que el poco efecto observado de los
iones divalentes en la estabilidad gastrica de las antocianinas puede deberse a
que su estabilidad se explica en mayor medida al pH acido de esta etapa que por

la presencia de otros componentes alimentarios.

En cuanto a las digestiones gastrointestinales las antocianinas de las diferentes
fuentes se vieron disminuidas en mayor medida que en las digestiones gastricas.
La estabilidad gastrointestinal para las antocianinas de de las diferentes fuentes
siguio el orden de fresa > zarzamora > uva (50.0 — 85.7 %; 45.9 — 66.4 %; 28.6 —
44.6 %, respectivamente). Lo anterior no se observd en las digestiones con
magnesio. Esta disminucién en el medio gastrointestinal se debe a que las
antocianinas pierden estabilidad en medios alcalinos — béasicos (Marco et al.,
2010). Los pocentajes de recuperacion encontrados en este estudio concuerdan
con lo reportado para antocianinas de granadas y frambuesas (recuperacién del
39.8 al 61.9 %) (McDougall et al., 2005). En contraste, en otros estudios han

reportado una nula o baja (4.6 %) recuperacion de atnocianinas después de la
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digestion gastrointestinal (Bouayed et al., 2011; Liang et al., 2012). Sin emabaro,
la baja recuperacion en dichos estudios puede deberese a la concentracion
menor de antocianinas en los frutos evaluados (manzana, moras) o a la presencia
de otros compuestos propios de la matriz alimentaria que pudieron interferir con

la ddeteccion de antocianinas.

Las antocianinas que son compuestos coloridos a pH acidos pierden estabilidad
cuando su catién flavilio es transformado a chalconas y pseudobases carbinol
debido al pH de este medio gastrointestinal resultando una predominancia de las
conformaciones incoloras de estos compuestos (Liang et al., 2012). Este primer
proceso de metabolismo de antocianinas hacia chalconas es seguida por la
ruptura de la estructura de las antocianinas concordando con el incremento del

contenido fenolico observado en este estudio.

Los iones tuvieron un efecto diferencial en la estabilidad gastrointestinal de las
antocianinas de las diferentes fuentes. Estos favorecieron la estabilidad
gastrointestinal de las antocianinas de zarzamora (aumento de 4.7% a 21.0 %)
en comparacion con las digestiones sin iones, siendo el magnesio el Unico que
indujo diferencias significativas. Para las antocianinas de fresa su mayor y menor
estabilidad gastrointestinal se observé en las digestiones con hierro y magnesio,
respectivamente, sin observarse diferencias significativas con respecto a los
otros tratamientos y el control sin iones. Contrariamente para las antocianinas de
cascara de uva de vino, el magnesio y el calcio favorecieron la estabilidad
gastrointestinal (de 21.7 % a 38.9 % mayor estabilidad) en comparacion con la
digestion control y las digestiones con hierro y zinc, aunque esta tendencia no
fue significativa. El efecto diferencial de los iones en la estabilidad de cada tipo
de antocianina puede deberse a que la estructura quimica de las antocianinas
determina la interaccion con los iones divalentes durante la digestion
gastrointestinal. Tal y como se ha visto en algunos estudios donde han sugerido
que los grupos hidroxilos libres del anillo B (diferentes nimero en cada tipo de

antocianina) interacttan con los iones formando metaloantocianinas (Tachibana
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et al., 2014). Lo cual explica el por qué en este estudio las antocianinas de
zarzamora, en las que predomina la cianindina-3-glucoésido, el efecto benéfico de
los iones en la estabilidad gastrointestinal fue mas claro que para las antocianinas
de fresa (pelargonidina-3-glucésido) y céascara de uva de vino (malvidina-3-
glucdsido), ya que estas ultimas s6lo cuentan con un grupo OH en su estructura
disponible para reacciones con iones, mientras que la cianidina tiene dos. El
efecto estabilizador de los iones o metales sobre la estabilidad de las
antocianinas se ha observado en algunos alimentos. Por ejemplo, se ha sugerido
que el hierro y el calcio estabilizan la cianidina-3-glucésido del maiz criollo azul
(Cavalcanti et al., 2011; Tachibana et al., 2014) Mientras que en el vino, el hierro
estabiliza a diferentes antocianinas durante el proceso de fermentacion,
principalmente a la malvidina-3-glucésido, en un proceso que se conoce como

co-pigmentacién (Kunsagi-Maté et al., 2008).

7.6 Estimacion de la Actividad Antioxidante

Las pruebas para medir la capacidad antioxidante nos permiten observar una
simulacion de la relacion de la habilidad de evitar el dafio oxidativo generado por
radicales libres (ROS) en los fluidos biolégicos. Estos ensayos generan una
coloracion intensa en la muestra tras un cambio generado por alguna reaccion
(Benzie et al., 1996).
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Figura 13. Estabilidad gastrica y gastrointestinal in vitro de antocianinas de
zarzamora fresa, y cascara de uva de vino en presencia y ausencia de iones
divalentes (hierro, zinc, magnesio y calcio). Los datos representan la media de
cuatro mediciones independientes + el error estandar. Las barras que pertenecen
al mismo tratamiento y las que pertenecen a la misma antocianina son
conectadas con letras mayusculas y minusculas, respectivamente, siendo las
desiguales significativamente diferentes.
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7.5.1 FRAP

La actividad antioxidante bajo el método FRAP considera la reaccion
colorimétrica que se genera cuando la forma férrica unia a tripiridilhidrazina (Fe3*
- TPTZ) se reduce a la forma ferrosa (Fe?* - TPTZ) en condiciones de acidez
(Benzie y Strain, 1996) .

Las antocianinas de zarzamora presentaron una actividad antioxidante
significativamente mayor que las antocianinas de fresa y uva (1.8 - 4 veces mas)
antes y después de la digestion gastrica. Esta tendencia se observo bajo todos
los tratamientos. La actividad antioxidante de las antocianinas de fresa y uva no
mostraron diferencias significativas entre ellas, con excepcion de la digestién con
magnesio donde las antocianinas de fresa tuvieron una actividad antioxidante

significativamente menor que las antocianinas de uva (40.8 % menos).

Todas las antocianinas aumentaron significativamente su actividad antioxidante
en las digestiones gastricas con hierro (29.7 % - 35.4 % mas) (Figura 14). La
digestion gastrica aumento la actividad antioxidante de las antocianias de
zarzamora sin haber diferencias significativas entre las digestione sin iones, zinc,

magnesio y calcio.

Durante la digestion gastrointestinal las antocianinas de zarzamora siguen
presentando al igual que la digestion gastrica una actividad antioxidante
significativamente mayor que las antocianinas de fresay uva (1 — 2.5 veces mas).
La tendencia se presentd para todos los tratamientos. Tampoco se encontraron
diferencias significativas en la actividad antioxidante de las antocianinas de fresa

y uva.

En cuanto al efecto de los iones, todas las antocianinas disminuyeron su actividad
antioxidante durante la digestién gastrointestinal con hierro en comparacion con
la digestion control, siendo solo significativo para las antocianinas de fresa. Para

las antocianinas de zarzamora y uva no se observaron diferencias significativas
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entre las digestiones con los iones de zinc, magnesio y calcio en comparaciéon
con el control. Las antocianinas de fresa digeridas con zinc y calcio también
disminuyeron su actividad antioxidante, mientras que en el magnesio no se
encontraron diferencias significativas respecto a las digestiones incial y control.
Las antocianinas de uva no mostraron diferencias significativas en ninguno de los

tratamientos.

Similar a lo encontrado en este estudio, Pantedelis et al. (2007) encontraron que
extractos de zarzamora tuvieron una actividad antioxidante mayor en
comparacion con extractos de otros frutos (frambuesas, grosella roja y ciruelas
de cornejo macho) (Pantedelis et al.,, 2007). Esta tendencia pudo deberse
también a que el contenido de antocianinas en el aislado de zarzamora fue mayor
al contenido en los aislados de fresa y cascara de uva de vino. Al realizar un
andlisis de correlacion, es este estudio la actividad antioxidante se asocio
positivamente al contenido de antocianinas (r> = 0.8106, 0.3885 y 0.5020 para
zarzamora, fresa y cdscara de uva de vino, respectivamente) y negativamente al
contenido de compuestos fendlicos totales con valores de correlacién bajos (1" =
0.3101, 0.4618 y 0.1035 para zarzamora, fresa y cascara de uva de vino,
respectivamente). Similarmente Kalt et al., (1999) encontr6 en otras frutillas una
relacion lineal mayor en antocianinas que en el contenido fendlico, iendo r = 0.900
y R = 0.830, respectivamente. En otros estudios la actividad antioxidante se
asocia mas al contenido de compuestos fendlicos que al de antocianinas, antes
o después de un proceso digestivo (Bouayed et al., 2011; Pantedelis et al., 2007).
Sin embargo Bouayed et al. (2011) no detectaron antocianinas después de la
digestion de manzanas, lo cual puede deberse a la poca cantidad de estos
compuestos que afiadieron a la digestion. Por otro lado, los valores de actividad
antioxidante fueron mayores en los extractos de digestion gastrica que en medio
gastrointestinal. Esto puede deberse en parte al cambio en la conformacion y

degradacion de las antocianinas pero también a que la reaccién se lleva a cabo

60



bajo condiciones de acidez, por lo que puede reflejar en mejor medida la actividad

antioxidante en el medio gastrico que el gastrointestinal.
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Figura 14. Capacidad antioxidante de antocianinas estimada por la prueba FRAP
a partir de diferentes matrices frutales (zarzamora, fresa y cascara de uva de
vino) sometidas a diferentes tratamientos con y sin iones divalentes de hierro,
zinc, magnesio y calcio durante el proceso de digestion in vitro. Los datos
representan la media de cuatro mediciones independientes + el error estandar.
Las barras que pertenecen al mismo tratamiento y las que pertenecen a la misma
antocianina son conectadas con letras mayusculas y minusculas,
respectivamente, siendo las desiguales significativamente diferentes.
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7.5.2 DPPH

El método DPPH involucra un radical alcalino que en presencia de un alto
suministro de oxigeno forma hidroperoxidos y radicales de peroxido. Por lo tanto,
la evaluacion colorimétrica de la actividad antioxidante se basa en la reduccién

del radical DPPH en presencia de un antioxidante (Brand-Williams t al., 1995).

Al igual que para FRAP, en el ensayo de DPPH las antocianinas de zarzamora
presentaron una actividad antioxidante significativamente mayor que las
antocianinas de fresa y uva (3.9 veces mas) tanto en los valores iniciales como
en las digestiones bajo todos los tratamientos (Figura 15). Mientras que las
antocianinas de fresa tuvieron una actividad antioxidante mayor que las
antocianinas de uva antes de la digestion y después de la digestion gastrica
control. Mientras que en las digestiones con iones las antocianinas de uva

tuvieron una mayor actividad antioxidante que las de fresa.

Los iones disminuyeron la actividad antioxidante después de la digestion gastrica
en comparacion con el control, para todas las antocianinas. Las antocianinas de
zarzamora tuvieron significativamente los valores mas bajos con la digestion con

magnesio, mientras que para la uva fue con el calcio.

Todas las antocianinas disminuyeron significativamente su actividad antioxidante
después de la digestion gastrointestinal (2.5 — 4.7 veces menos) respecto a los
valores iniciales (antes de la digestion). Las antocianinas de fresa perdieron
totalmente su actividad antioxidante después de la digestiobn gastrointestinal.
Mientras que las antocianinas de zarzamora solo perdieron totalmente su
actividad antioxidante al digerirse con el hierro. Para las antocianinas de uva la
pérdida total de su actividad antioxidante fue en la digestion control y en la

digestion con magnesio.

Las antocianinas de zarzamora tuvieron una actividad antioxidante
significativamente mayor (26 % al 27 %) que las antocianinas de fresa y uva en
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las muestras iniciales sin digerir. No hubo diferencias significativas en la actividad
antioxidante de las antocianinas de zarzamora control en comparaciéon con las
digestiones con los iones de zinc, magnesio y calcio. Las antocianinas de uva
tuvieron una actividad antioxidante significativamente mayor 36.7 % y 29.5 % al
digerirse con zinc y calcio, respectivamente, en comparacion con las antocianinas

de zarzamora.

A pesar de que la actividad antioxidante evaluada por DPPH no muestra una
tendencia clara, se puede ver que la actividad antioxidante fue mayor en la fase
gastrica que en la intestinal. En otros estudios también se ha reportado un
disminucién progresiva de la actividad antioxidante entre el medio gastrico y
gastrointestinal (Liang et al., 2012). Sin embargo, es dificil hacer una
comparacion debido a que en la mayoria de los estudios se digieren frutos
complejos que contienen otros antioxidantes diferentes a las antocianinas. Esto
pudo haber sido por los cambios que sufren las antocianinas en su estructura
quimica tras su paso por las condiciones acidas a neutras teniendo un alto
contenido fendlico en la fase gastrointestinal (Liang et al., 2012; Marco et al.,
2010). Sin embargo en otro estudio donde utilizaron la cascara y semillas de uva
de vino de Brasil se vi6 que la alta actividad antioxidante fue debida a la alto
contenido fendlico (Baiano y Terracone, 2011).
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Figura 15. Capacidad antioxidante de antocianinas aisladas estimada por la
prueba DPPH a partir de diferentes matrices frutales (zarzamora, fresa y cascara
de uva de vino) sometidas a diferentes tratamientos con y sin iones divalentes de
hierro, zinc, magnesio y calcio después de un proceso de digestion gastrico y
gastrointestinal in vitro. Los datos representan la media de cuatro mediciones
independientes + el error estandar. Las barras que pertenecen al mismo
tratamiento y las que pertenecen a la misma antocianina son conectadas con
letras mayusculas y minusculas, respectivamente, siendo las desiguales
significativamente diferentes.
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8. CONCLUSIONES

La literatura y la quimica nos propone que las antocianinas se pueden unir a iones
y mejorar su estabilidad, sin embargo, no puede haber una generalizacion para
todas las antocianinas, ya que estas muestran diferencias en su estructura y
reactividad quimicas al igual que los iones. Aunque el aumento en la estabilidad
de las antocianinas se ha observado en tratamientos térmicos y de fermentacion,
este es el primer reporte sobre el efecto de los iones en la estabilidad
gastrointestinal de antocianinas. Los resultados de este estudio sugieren que si
se quisiera disefiar un producto alimenticio a partir de zarzamora se podria afladir
zinc y magnesio para que las antocianinas se mantengan estables durante el
proceso gastrointestinal al ser consumido. Para un producto derivado de fresa se

podria agregar hierro y para uno con uva se podria adicionar magnesio y calcio.

Los diferentes resultados encontrados en la actividad antioxidante se debe a que
las pruebas son en base a diferentes reacciones. El FRAP se basa en una
reduccion de grupos de oxigeno y el DPPH se basa en una donacion de
hidrogenos, por lo cual no esperariamos una tendencia igual o similar entre
ambos ensayos. La variacion de la actividad antioxidante se correlacioné
positivamente con el contenido de antocianinas y negativamente con el contenido
de compuestos fendlicos totales. La actividad que mas se preservé después de
la digestién gastrointestinal fue la de FRAP, lo cual cobra importancia ya que las
reacciones de reduccion de hierro se llevan a cabo de manera natural en el
organismo. Los resultados de estas pruebas nos acercan a comprender la
respuesta a nivel fisioldgico, ya que las especies reactivas de oxigeno (ROS) se
genera constantemente en nuestro cuerpo por metabolismo de las mitocondrias,
entre ellas el peroxido de hidrogeno, aunado a la exposicion constante de los

radicales libres presentes en el ambiente.
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