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Resumen

Los polifenoles son metabolitos secundarios con propiedades bioactivas, entre ellas la
actividad antioxidante. Su disponibilidad tras la digestién gastrointestinal es clave para su
funcionalidad, ya que solo los fenoles liberados pueden ser potencialmente aprovechados. El
objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la digestion gastrointestinal in vitro en la
bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de dos matrices
alimentarias de origen vegetal: polvo de orujo de uva (POU) y harina de amaranto (HA). El
contenido total de polifenoles (CTP) varié significativamente (p<0,05) a lo largo del proceso,
aumentando progresivamente (oral < gastrica < intestinal) en ambas muestras. En la etapa
intestinal de POU se obtuvo una recuperacion 2,5 veces superior a la reportada en orujo de
uva blanca, mientras que para HA se identificd una posible sobreestimacion del CTP, ya que
los valores de esta fase resultaron ser 3,2 veces mayores a los obtenidos en el control. En
cuanto a la bioaccesibilidad, POU presenté una recuperacion comparable a la de arandanos
frescos (15%), a diferencia de la HA, donde incrementé considerablemente (>300%),
posiblemente debido a la interaccion de otros componentes con el reactivo de Folin-Ciocalteu.
La actividad antioxidante (AA), mostré una fuerte correlacion con el CTP en POU, en contraste
con la HA cuya relacion fue negativa, lo que sugiere la participacion de otros compuestos en
la AA. Estos hallazgos destacan la importancia de considerar la bioaccesibilidad de
polifenoles de distintas matrices vegetales para comprender su potencial impacto en la salud
y su aplicacion en alimentos funcionales.

Palabras claves: Polvo de orujo de uva, harina de amaranto, alimentos funcionales.



Abstract

Polyphenols are secondary metabolites with bioactive properties, including antioxidant activity.
Their availability after gastrointestinal digestion is crucial for their functionality, as only
released phenols can be potentially utilized. This study aimed to evaluate the effects of in vitro
gastrointestinal digestion on the bioaccessibility of phenolic compounds and antioxidant
activity in two plant-based food matrices: grape pomace powder (POU) and amaranth flour
(HA). The total polyphenol content (TPC) varied significantly (p<0.05) throughout the process,
progressively increasing (oral < gastric < intestinal) in both samples. In the intestinal phase of
POU, recovery was 2.5 times higher than previously reported for white grape pomace,
whereas in HA, a possible overestimation of TPC was identified, as values in this phase were
3.2 times higher than those obtained in the control. Regarding bioaccessibility, POU exhibited
a recovery comparable to that of fresh blueberries (15%), whereas in HA, it increased
significantly (>300%), possibly due to the interaction of other components with the Folin-
Ciocalteu reagent. Antioxidant activity (AA) showed a strong correlation with TPC in POU, in
contrast to HA, where the relationship was negative, suggesting the involvement of other
compounds in AA. These findings highlight the importance of considering the bioaccessibility
of polyphenols from different plant matrices to understand their potential health impact and
application in functional foods.

Keywords: Grape pomace powder, amaranth flour, functional foods.
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Introduccion




Los compuestos fendlicos son un grupo variado de metabolitos secundarios de las plantas,
caracterizados por la presencia de al menos un anillo aromatico (grupo fenol) unido a uno o
mas grupos hidroxilo (-OH) (Poti et al.,, 2019). Se encuentran de manera natural en las
matrices alimentarias de origen vegetal, y su concentracion varia segun el tipo de alimento,
en el cual pueden presentarse libres, esterificados (glicésidos) constituyendo la fraccién
soluble, y/o unidos a macromoléculas (carbohidratos y proteinas estructurales) formando
parte de la fraccion insoluble (Acosta-Estrada et al., 2014; Shahidi y Yeo, 2016). Estos
fitoquimicos han sido objeto de amplia investigacién en los ultimos afos debido a su potencial
beneficio para la salud humana, con evidencia creciente de que su ingesta moderada puede
tener efectos positivos (Fraga et al., 2019). Dentro de la amplia gama de funciones que se les
atribuye, destaca su actividad antioxidante, actuando como captadores de radicales libres y
quelantes de metales (Creus, 2004). La funcionalidad de los polifenoles depende en principio
de la bioaccesibilidad del compuesto, la cual esta determinada por el proceso de digestion y
puede variar segun la cantidad/fraccion liberada o la estabilidad frente a diversos factores
bioquimicos/fisicoquimicos como enzimas, sales biliares, pH, fuerza iénica y/o temperatura
(Seczyk et al., 2021). Es imprescindible considerar que solo los fenoles liberados y asimilados
son potencialmente biodisponibles (Gunathilake et al., 2018). Los métodos utilizados para
predecir el comportamiento gastrointestinal y evaluar la bioaccesibilidad de los componentes
de un ingrediente o producto final pueden ser in vitro (digestion simulada), in situ (perfusion
intestinal animal), ex vivo (evaluacion en laboratorio de érganos gastrointestinales) e in vivo
(animales y humanos). A partir de los conocimientos de fisiologia humana sobre el
funcionamiento del aparato digestivo, los procedimientos de digestion in vitro han sido
descritos como un enfoque util, ya que permiten un mayor control de las variables
experimentales y tienen la ventaja de ser rapidos, de bajo costo, seguros y sin las
restricciones éticas que se aplican a los modelos in vivo (Alegria et al., 2015; Brodkorb et al.,
2019).

Actualmente, la demanda creciente de alimentos potencialmente funcionales ha impulsado el

desarrollo de productos destinados a la prevencion y coterapia de trastornos relacionados
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con el estrés oxidativo (Pinto et al., 2023a; Pinto et al., 2023b). En este contexto, el uso de
ingredientes obtenidos a partir de materias primas no convencionales, como subproductos y
pseudocereales, emerge como una estrategia innovadora, ya que estas fuentes alternativas
no solo contienen una amplia variedad nutrientes y compuestos bioactivos, sino que también
representan una forma sostenible de aprovechar recursos subutilizados. Algunas
investigaciones ya han destacado el valor nutricional del orujo de uva y el amaranto como
ingredientes para el desarrollo de alimentos saludables (Malgor et al., 2020; luga y Mironeasa,
2020; Manassero et al., 2020; Troilo et al., 2022; Olt et al., 2023). Sin embargo, sélo unos
pocos estudios han proporcionado una evaluacion integral del proceso digestivo en la
bioaccesibilidad y bioactividad de compuestos fendlicos, informaciéon que es relevante para
poder atribuir el efecto beneficioso de un producto a determinado ingrediente o a la sinergia
entre varias materias primas utilizadas en la formulacién.
Objetivo general: Evaluar los efectos de la digestion gastrointestinal in vitro en la
bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y actividad antioxidante de dos matrices
alimentarias de origen vegetal.
Objetivos especificos

e Efectuar la digestion gastrointestinal in vitro de las matrices alimentarias.

e Determinar el contenido de compuestos fendlicos de las matrices alimentarias y de los

digeridos obtenidos.
e Describir la actividad antioxidante in vitro de las matrices alimentarias antes y durante
la digestidon gastrointestinal simulada.

Hipétesis
La digestion gastrointestinal in vitro aumenta la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y la
actividad antioxidante de las matrices evaluadas, lo cual respalda la promocién de estos

productos como ingredientes potencialmente funcionales.
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Antecedentes

Segun Del Pino Garcia et al. (2016), en su trabajo titulado “Capacidad antioxidante total de
nuevos condimentos naturales en polvo después de la digestién gastrointestinal y colonica”,
en donde se evalué el impacto de la digestién en las capacidades reductoras vy
antirradicalarias de matrices obtenidas a partir de orujo de vino tinto y sus fracciones. Los
autores indicaron que la digestion gastrointestinal enzimatica incrementé la actividad
antioxidante determinada a través del método ABTS". En particular, consideraron factores de
bioaccesibilidad para proporcionar una visiébn mas precisa sobre el potencial de estos
condimentos y sus posibles beneficios en la prevencion del dafo oxidativo a lo largo del tracto
gastrointestinal. Concluyendo que la digestion y la fermentacion coldnica provocan un
marcado incremento en la capacidad de eliminacion de radicales libres, principalmente debido
a la contribucién de los compuestos solubilizados durante la fermentacion colénica.

Por su parte Jara Palacios et al. (2018), desarrollaron un estudio titulado “Efectos de la
digestion gastrointestinal in vitro sobre los compuestos fendlicos y la actividad antioxidante
de diferentes extractos de subproductos de la vinificacion blanca’. Mediante UHPLC,
identificaron catorce compuestos fendlicos individuales, y la actividad antioxidante se
determiné a través de los ensayos DPPH+ y ORAC. Los resultados mostraron variaciones en
el perfil fendlico y en la capacidad antioxidante segun la fase de digestién, el tipo de
subproducto y el método de evaluacion utilizado. En términos generales, la digestion redujo
el contenido fendlico total y la actividad antioxidante. Los hallazgos sugirieron que los
extractos de subproductos de de vino blanco son una fuente bioaccesible de compuestos
antioxidantes con potencial para ser utilizados como ingredientes en alimentos funcionales.
Caponio et al. (2022), en su investigacion titulada "Efectos de los polifenoles del orujo de uva
y de la digestion gastrointestinal in vitro en la actividad antimicrobiana: Recuperacion de
compuestos bioactivos", realizaron una caracterizacion detallada de la composicion fendlica
y evaluaron la actividad antioxidante de extractos de orujo de uva sometidos a una simulacion
in vitro del proceso digestivo. Los compuestos fendlicos fueron extraidos del orujo de uva

mediante dos disolventes: agua (extraccion acuosa) y etanol-agua (extraccion
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hidroalcohdlica). La actividad antioxidante de los extractos se determind mediante los
ensayos ABTS™ y DPPHe. Los hallazgos mostraron que los extractos hidroalcohdlicos tienen
mayor actividad antioxidante que los extractos acuosos, esto se debe a las mayores
concentraciones de antocianinas, acidos fendlicos, flavonoides y estilbenos. En cuanto al
proceso de simulacién in vitro, la actividad antioxidante de los extractos acuosos aumenté
después de la digestion intestinal, mientras que la relativa a los extractos hidroalcohdlicos
disminuyé drasticamente.

En su trabajo titulado “Evaluacion de harina de amaranto como ingrediente antioxidante para
la preparacion de matrices alimentarias funcionales”, Rodriguez (2022) analizé la harina de
amaranto en productos bebibles y panificados, estableciendo su capacidad antioxidante antes
y después de la simulacion de la digestién gastrointestinal. Para el analisis de compuestos
fendlicos, utilizé diversos protocolos de extraccion, determinando el contenido total de
polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteau y la composicion de los extractos a través
de RP-HPLC/espectros UV. Ademas, realizaron ensayos in vitro, como el ABTS™, para
caracterizar la bioactividad de los compuestos fendlicos y péptidos, evaluando su efecto sobre
el equilibrio redox intestinal. Los resultados revelaron que la harina de amaranto es una fuente
de polifenoles y péptidos con posibles beneficios para la salud intestinal, lo que sugiere que
los productos desarrollados podrian considerarse alimentos funcionales antioxidantes.
Vollmannova et al. (2013) llevaron a cabo un estudio titulado “Influencia de las variedades en
el contenido total de polifenoles y rutina y en la capacidad antioxidante total de las semillas
de trigo sarraceno, amaranto y quinua”, cuyo objetivo fue comparar el contenido de polifenoles
y la capacidad antioxidante en diferentes cultivares de estos pseudocereales, para determinar
cémo el mismo influye en los parametros evaluados. El contenido total de polifenoles se
determiné mediante un método espectrofotométrico utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu,
mientras que la capacidad antioxidante total se evalu6 mediante el ensayo DPPHe-. Los
resultados indicaron una influencia estadisticamente significativa del cultivar en ambos
parametros, siendo el trigo sarraceno el que presentd los valores mas altos, seguido de

amaranto y quinua.
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Bases tedricas
Aspectos generales del orujo de uva
El orujo de uva es el principal subproducto del proceso de vinificacion, formado por semillas,
hollejos, raspones y restos de pulpa. Resulta del prensado de la uva en el caso de la
elaboracion del vino blanco o tras la etapa de fermentacion en el vino tinto. Su valorizacién
esta fuertemente relacionada a su uso como fuente potencial para la obtencion de
compuestos bioactivos, los cuales brindan multiples beneficios a la salud humana. Durante el
proceso de elaboracion del vino se generan diversas y grandes cantidades de residuos,
dentro de ellos el orujo representa hasta un 30% del peso total de las uvas producidas en los
vifiedos (Moro et al., 2021). Se estima que por cada 6 litros de vino elaborado se obtiene 1
kilogramo de orujo de uva (Spinei y Oroian, 2021).
La composicién quimica de este subproducto es compleja, la cual no solo esta influenciada
por la variedad de la uva, los factores ambientales, las practicas vitivinicolas y el proceso de
vinificacion (Bordiga et al., 2019), sino también por la proporcion de piel con restos de pulpa,
semillas y raspones presentes. Actualmente dicha matriz se considera fuente de compuestos
fendlicos y nutrientes como fibra alimentaria, acidos grasos, fitoesteroles, carotenoides,
vitaminas y minerales (Figura 1).
Con respecto al orujo de uva como fuente de polifenoles, se estima que alrededor de un 70%
de los compuestos fendlicos presentes en la uva permanecen en el subproducto después del
proceso de elaboracion del vino (Moro et al.,, 2021). También se han registrado grandes
diferencias en cuanto a la cantidad y calidad de estas moléculas, ya que aproximadamente
el 60-70% se encuentra en las semillas, el 30-35% en el hollejo y una pequena fracciéon en la
pulpa (Castellanos-Gallo et al., 2022). Se estima que el contenido de polifenoles totales se
encuentra entre el 4,8 y 5,4% en la materia seca (Yu y Ahmedna, 2013), siendo mayor en
uvas tintas que en uvas blancas. Estos fitoquimicos son los responsables del amargor, color
y sabor de algunas frutas y verduras (Alara et al., 2021). Aunque no son considerados
nutrientes, su ingesta por medio del consumo de vegetales se relaciona altamente con

beneficios a la salud, como efectos antialérgicos, antiinflamatorios, antimicrobianos,
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antitrombaticos, anticancerigenos, cardioprotectores y sobre todo antioxidantes (Albuquerque
et al., 2021).
Figura 1. Distribucién de los principales componentes del orujo de uva en relacién a las

diferentes fracciones de este subproducto (piel con resto de pulpa, semillas y raspones.

Compuestos fendlicos Fibra alimentaria

3 Soluble (pectina, inulina, gomas, mucilago)

Flavonoides Estilbenos

Tanknos ” Insoluble (celulosa, hemicelulosa, lignina)

Antocianinas \

Acidos fendlicos

Vitaminas y minerales

Vitamina E

‘9

Vitamina C
Hierro, potasio, calcio, fosforo, zinc, magnesio

Aceite y compuestos lipofilicos

Fuente: Moron et al. (2024).

Consideraciones fundamentales sobre el amaranto

Los amarantos son plantas monoicas, dioicas o poligamas con grandes inflorescencias muy
vistosas llamadas panojas, pudiendo ser terminales o axilares, erectas o decumbentes. Las
inflorescencias son de tamanos variables y colores diversos desde el verde al morado,
presentandose también tonalidades intermedias como amarillo, naranja, café, rojo, rosado,
hasta el purpura (Figura 2), la cual dependera de la especie/variedad (Roa-Acosta et al.,
2017). Este pseudocereal pertenece a la familia Amaranthaceae y al género Amaranthus, y
se caracteriza por su gran capacidad de adaptacion a regiones andinas y costeras, debido a
su resistencia a cambios bruscos de temperatura. Existen cerca de 70 especies, de las cuales
40 se encuentran en el continente americano (Luis et al., 2018). El area potencial de cultivo
en Argentina incluye las provincias de Jujuy, Santiago del Estero, Cérdoba, el este de La
Pampa y el oeste de Buenos Aires. Ademas, se han impulsado proyectos para fomentar su
produccion en el norte de la Patagonia, bajo condiciones de riego (Ministerio de Agroindustria,

2016).
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Figura 2. Caracteristicas de las inflorescencias (panojas) de distintas especies/variedades de

amarantos.

>

A. cruentus A. caudatus A. mantegazzianus

Fuente: Adaptado de Rodriguez (2022).

Desde una perspectiva quimica y nutricional, el amaranto se distingue por su alto contenido
de proteina cruda, grasas y cenizas, superando a los cereales tradicionales. Su perfil de
aminoacidos azufrados (2,6-5,5%) y lisina (3,2—6,4%) se acerca al 6ptimo recomendado por
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO, por sus
siglas en inglés) (Silva Sanchez, 2007; Luis et al., 2018). Ademas, aporta compuestos
fendlicos en cantidades variables, cuya concentracion y calidad estan influenciadas por
factores como la variedad genética, las condiciones edafoclimaticas, el grado de maduracion
y el entorno ambiental (Venskutonis y Kraujalis, 2013).

El procesamiento de alimentos puede alterar significativamente la composicion quimica y la
cantidad de compuestos bioactivos, afectando sus propiedades funcionales. En el caso del
amaranto, aunque los estudios sobre el impacto del procesamiento en su contenido de
compuestos fendlicos y capacidad antioxidante son aun limitados, la evidencia disponible
sugiere que, dependiendo del método empleado, pueden producirse variaciones en la
concentracion de compuestos fendlicos totales y en la actividad antioxidante del producto final
(Coelho et al., 2018). Ademas de las transformaciones provocadas por el procesamiento, la
variabilidad en los resultados reportados en la literatura también se debe a las diferencias en

las técnicas de extraccién y cuantificacion analitica.
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Digestiéon gastrointestinal in vitro

La digestion gastrointestinal in vitro, es un ensayo de simulacion en donde se pretende imitar
las condiciones fisiologicas y los distintos eventos que van ocurriendo en el tracto
gastrointestinal. Dicho método puede ser estatico o dinamico, y en comparacion con los
ensayos in vivo resulta ser mas ventajoso, ya que es rapido, econdémico y no presenta
restricciones éticas. Con el modelo estatico se han estudiado desde hace décadas temas
relacionados con la nutricién, la toxicologia o la microbiologia, como, por ejemplo: el
porcentaje de almidén digerido (Zhang et al., 1996), la disponibilidad del hierro en cereales
de arroz (Kitabatake et al., 1998) la bioaccesibilidad de aminas heterociclicas (Glahn et al.,
1999) o la supervivencia de Escherichia coli en salchichas (Kulp et al., 2003). Este tipo de
ensayo es ideal para estudios mecanicistas y de construccion de hipotesis (Minekus et al.,
2014). En condiciones ideales ofrece la posibilidad de un muestreo rapido y representativo
en cualquier momento y una evaluacion completa de la matriz alimentaria (Wickham et al.,
2009). Sin embargo, también presenta una serie de desventajas. No se puede evaluar la
captacion o absorcion, ni la cinética de transporte, ni medir la competencia de nutrientes o
compuestos bioactivos en el sitio de absorcién, como si es posible en ensayos in vivo. En
este modelo de simulacion in vitro no se puede imitar la compleja barrera de la mucosa con
todos sus procesos de regulacion, sobre todo el hormonal y el nervioso, los mecanismos de
retroalimentacion, la actividad celular, la afectacion del sistema inmunoldgico local, los efectos
en la microbiota intestinal y el metabolismo hepatico. Ademas, en él, no se consideran otros
factores que influyen en la biodisponibilidad de compuestos, como el estado nutricional, la
edad, el genotipo y el estado fisiolégico como puede ser un embarazo (Etcheverry et al.,
2012).

En el método estatico se simulan parametros digestivos como el pH, tipo y concentracion de
enzimas, tipo y concentracion de sales, también otros componentes como la bilis, moco, etc,
y no se replican procesos fisicos como cizallamiento, mezcla, hidratacion y peristaltismo
(Dupont et al., 2018). Este ensayo puede llevarse a cabo a distinta escala, desde pequefios

tubos hasta biorreactores de diversas capacidades, siempre controlando la temperatura y
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agitacién en cada fase. La simulacion gastrointestinal in vitro estatica se realiza para estudiar
digestiones de alimentos simples y componentes de alimentos aislados o purificados. Estos
estudios ademas de contribuir a mejorar la calidad e inocuidad del producto, también aportan
datos que producen evidencia referida a posibles declaraciones nutricionales y saludables,
ya que se debe demostrar que la matriz es digerida y disponible para poder ser utilizada por
el organismo (Fernandez-Garcia et al., 2009).

Con el correr de los afos se han aplicado varios protocolos diferentes de digestidon
gastrointestinal simulada estatica, los cuales incluyen dos o tres etapas, oral-gastrica u oral-
gastrica-intestinal, y arrojan una enorme diversidad de resultados dificiles de comparar. La
accion de la red internacional sobre digestion de los alimentos (INFOGEST) para
homogeneizar los resultados propuso un protocolo de consenso basado en condiciones
fisioldégicas que incluyen fase oral, gastrica e intestinal que contiene soluciones completas de
electrolitos, enzimas especificas y sales biliares en la fase intestinal, el cual considera la
digestion de todos los componentes de los alimentos y se puede aplicar a diversas matrices
(Brodkorb et al., 2019).

Polifenoles: caracteristicas principales y métodos de extraccion

Los compuestos fendlicos son un grupo muy heterogéneo de fitoquimicos que resultan del
metabolismo secundario de las plantas. La mayoria son pigmentos que le dan el color a flores
y frutos, teniendo un rol fundamental en la reproduccién atrayendo a insectos polinizadores,
0 animales que van a usar los frutos como fuente de alimentos. Otros tienen la funcion de
proteccion frente a predadores, alejandose, dandole sabores amargos a la planta, haciendo
que sean venenosas o indigestas (Avalos Garcia y Pérez-Urria Carril, 2009).

Como estructura general los polifenoles poseen al menos, un anillo benceno y como minimo
un grupo hidroxilo unido a él. Estos se pueden clasificar en diferentes grupos segun el nimero
de anillos de fenol en la molécula o los grupos de sustitucion de los anillos de fenol. Los
polifenoles se dividen principalmente en dos familias: flavonoides y no flavonoides. Entre los
no flavonoides mas comunes presentes en la dieta se encuentran los acidos fendlicos

(hidroxibenzoico e hidroxicinamico), sus derivados conjugados y los estilbenos. Por su parte,
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los compuestos fendlicos que pertenecen a la familia de los flavonoides poseen un grupo
flavanico caracteristico de ellos (C6-C3-C6), son los principales y mas abundantes dentro del
reino vegetal. Esta familia se subdivide segun el niumero de oxidacion del anillo pirano central
en: flavonoles, flavonas, flavonoides, flavonoles (catequinas), antocianinas, isoflavonoides y
chalconas (Zhao et al., 2015).

Los polifenoles pueden encontrarse como moléculas libres (agliconas), conjugados
usualmente con azucares (glicosidos) o unidos a polimeros como proteinas mediante enlaces
covalentes o0 no covalentes (Vacek et al., 2010). Esta diversidad de estructuras hace que
durante el pasaje por el tracto gastrointestinal los procesos de liberacion, absorcién,
distribucion, metabolismo y excrecioén se dificulten (Quirés-Sauceda., 2014).

Entre los principales factores que influyen negativamente en la bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de polifenoles se encuentran la interacciéon con componentes de la matriz,
como por ejemplo la fibra dietética y proteinas (Quirés-Sauceda et al., 2014; Jakobek et al.,
2015). Muchos estudios han demostrado que las interacciones con la fibra limitan la absorcion
de los compuestos fendlicos en el intestino delgado siendo arrastrados hasta el colon, en
donde pueden ser metabolizados y contribuir no solo a la salud intestinal sino también a la
sistémica (Valderrain-Rodriguez et al., 2014). Por su parte, las interacciones entre proteinas
y polifenoles pueden influir tanto positiva como negativamente en la bioaccesibilidad de
ambos compuestos. Dichas interacciones afectan principalmente la digestibilidad y el valor
nutricional de las proteinas al modificar la estructura de los aminoacidos esenciales. No
obstante, también se han identificado efectos beneficiosos asociados a las propiedades
funcionales (Zhang et al., 2024).

Es importante destacar que solo una parte de los compuestos fendlicos ingeridos terminan
siendo biodisponibles después de la administracion oral, ya sea, por un tiempo de residencia
insuficiente bajo condiciones gastricas; baja solubilidad y/o permeabilidad en intestino; baja
estabilidad durante el proceso de procesamiento de alimentos (como exposicion a la

temperatura, oxigeno y luz); cambios que se dan durante la digestién (por pH y enzimas);
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interaccion con otros componentes alimentarios e inestabilidad quimica (Pérez Gregorio et
al., 2020).

Las técnicas de extraccion empleadas para la recuperacion de compuestos fendlicos en
materiales vegetales se dividen en métodos convencionales y no convencionales. Los
métodos de extraccidn convencionales se caracterizan principalmente por el uso de grandes
volumenes de disolventes de extraccion y procedimientos manuales que dependen en gran
medida del investigador y requieren mucha mano de obra; por lo tanto, estas técnicas no son
del todo consistentes (Alara et al., 2018). Entre los métodos mas utilizados en esta categoria
se encuentran la extraccién soélido-liquido o la extraccion liquido-liquido, ambas implican el
uso de un disolvente organico con una proporcién determinada de material de partida. Entre
los disolventes mas utilizados para la extraccion de polifenoles se encuentran metanol, agua,
cloroformo, n-hexano, etanol, propanol, acetato de etilo y acetona (Zhang, 2018). Estos
disolventes varian en su polaridad, lo que influye en su capacidad de extraccion de
fitoquimicos. Dado que los disolventes organicos pueden mezclarse facilmente, se
consideran una opcidn viable cuando el objetivo es mejorar el rendimiento de extraccion.
Los polifenoles se extraen principalmente con disolventes organicos y sus formulaciones
acuosas; sin embargo, aun existe incertidumbre sobre cual es el disolvente mas adecuado.
Segun Metrouh-Amir et al (2015) los solventes acuosos y organicos logran una mejor
eficiencia de extraccidén en comparacion con los disolventes organicos puros.
Determinacion del contenido total de polifenoles a través del método de Folin-Ciocalteu
El ensayo de Folin-Ciocalteu fue inicialmente desarrollado para la cuantificacién de tirosina
en proteinas (Singleton y Rossi, 1965), sin embargo, con el tiempo se modificé para analizar
compuestos polifendlicos en diversos extractos vegetales. El reactivo principal del ensayo es
una mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfotingstico de color amarillo, comunmente
denominado "reactivo de FC". A partir de esta mezcla, se generan iones de molibdato y
tungsteno, de los cuales se ha determinado que los iones de molibdato estan presentes en

mayor cantidad y funcionan mejor como agentes reductores.
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La reaccion ocurre en condiciones basicas (pH 10) para favorecer la formacion de un ion
fenolato, el cual reduce al reactivo de FC mediante una reaccion de oxido-reduccion. Como
resultado, se genera un complejo de Mo(V) de color azul, cuya absorbancia se mide a una
longitud de onda de 765 nm (Margraf et al., 2015).

Los extractos de productos vegetales, ya sean acuosos u organicos, contienen una gran
variedad de biomoléculas. Se ha estudiado que algunas de estas moléculas no polifendlicas
pueden interactuar con el reactivo de Folin-Ciocalteu, lo que puede generar una
sobreestimacion en la cuantificacion de compuestos fendlicos. Entre los principales
compuestos que pueden interferir se encuentran los azucares reductores, como la fructosa y
la glucosa, asi como aminodacidos (lisina y triptéfano) y acido ascérbico (Shanmugavelan et
al., 2013; Granato et al., 2016).

Las interferencias pueden clasificarse en tres tipos: inhibitorias (reducen la respuesta del
reactivo, subestimando el contenido de polifenoles), aditivas (provocan una respuesta del
reactivo similar a la de los polifenoles, dando lugar a una sobreestimacion del contenido) y
potenciadoras o aumentativas (incrementan la sefal del reactivo mas alla de la contribucion
real de los polifenoles, generando una sobreestimacion de su concentracion).
Determinacion de la actividad antioxidante in vitro a través del método ABTS™

El ensayo ABTS™ (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)) es un método ampliamente
utilizado para evaluar la capacidad antioxidante de diferentes compuestos y matrices
alimentarias. Fue desarrollado originalmente por Miller et al. (1993) y se basa en la generacion
del catién radical ABTS™, que presenta una intensa coloracién azul-verde y maxima
absorbancia a 734 nm (Re et al., 1999). El catiéon radical ABTS™ se forma mediante la
oxidacion del ABTS™ con agentes oxidantes como persulfato de potasio (K,S,0g) o radicales
generados enzimaticamente. La presencia de antioxidantes en la muestra reduce este radical,
provocando una disminucion de la absorbancia, lo que se traduce en una mayor capacidad
antioxidante del compuesto analizado (Huang et al., 2005).

Este método es ampliamente utilizado debido a su versatilidad, ya que permite la medicion

de compuestos tanto hidrofilicos como lipofilicos (Floegel et al., 2011). No obstante, algunos
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estudios han sefialado que la reactividad del ABTS™ puede variar en funcién de las
condiciones experimentales, como el pH y la temperatura, lo que puede influir en los
resultados obtenidos (Shalaby y Shanab, 2013).

Determinacion de la actividad antioxidante in vitro a través del método DPPH-

El ensayo DPPHe (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) es uno de los métodos mas utilizados para
evaluar la capacidad antioxidante de compuestos bioactivos. Su popularidad se debe a su
simplicidad, rapidez y alta reproducibilidad en la determinacion de la actividad antioxidante
de extractos vegetales, alimentos y compuestos puros. El principio del método se basa en la
reduccién del radical libre DPPHe, que en su estado oxidado presenta una intensa coloracion
violeta con un maximo de absorbancia a 517 nm. Al reaccionar con antioxidantes, el DPPHe
se reduce a DPPH-H, lo que provoca una disminucion de la absorbancia y un cambio de color
de violeta a amarillo palido. La magnitud de esta disminucién es proporcional a la capacidad
antioxidante de la muestra evaluada (Sharma y Bhat, 2009).

Este método tiene la ventaja de ser simple y no requerir condiciones extremas de pH o
temperatura. Sin embargo, presenta algunas limitaciones, como su selectividad hacia
antioxidantes hidrofdbicos, lo que puede afectar la evaluacién de sistemas complejos que
contienen tanto compuestos hidrofilicos como lipofilicos (Huang et al., 2005).

Coeficiente de correlacion de Pearson

Segun Schober et al. (2018), la correlacién, en el sentido mas amplio, es una medida de la
asociacion entre variables. En datos correlacionados, el cambio en la magnitud de una
variable esta asociado con un cambio en la magnitud de otra variable, ya sea en la misma
direccioén (correlacién positiva) o en la direccion opuesta (correlacion negativa). Con mayor
frecuencia, el término correlacion se utiliza en el contexto de una relacion lineal entre dos
variables continuas y se expresa mediante la correlacion producto-momento de Pearson. El
coeficiente de correlacion de Pearson se usa tipicamente para datos que siguen una
distribucion normal bivariada (es decir, datos distribuidos normalmente en conjunto).

Dicho coeficiente de correlacion esta escalado en un rango de -1 a +1, donde 0 indica que no

hay asociacion lineal o mondétona. Se han propuesto varios enfoques para traducir el
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coeficiente de correlacién en descriptores como “débil,” “moderado” o “fuerte” (Tabla 1). Sin
embargo, estos puntos de corte son arbitrarios e inconsistentes y deben usarse con cautela.

Tabla 1. Enfoque convencional para interpretar el coeficiente de correlaciéon de Pearson.

Magnitud absoluta del coeficiente

hy! Interpretacion
de correlacion observado P

0,00-0,10 Correlacion insignificante
0,10-0,39 Correlacion débil
0,40-0,69 Correlacion moderada
0,70-0,89 Correlacion fuerte
0,90-1,00 Correlacién muy fuerte

Nota. Informacién adaptada de Schober et al. (2018).

23



Marco metodolégico
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Conforme a la situacion planteada, el trabajo se ubicé dentro del siguiente tipo de
investigacion:

Investigacion experimental: Segun Arias (2016), se trata de un proceso en el que un objeto
o grupo de individuos es expuesto a determinadas condiciones, estimulos o tratamientos
(variable independiente) con el fin de analizar los efectos o reacciones que se generan
(variable dependiente). Este tipo de investigacion es netamente explicativa, ya que busca
entender el porqué de los hechos mediante el establecimiento de relaciones causa-efecto a
través de la prueba de hipdtesis. Los resultados y conclusiones obtenidos, representan el
nivel mas profundo del conocimiento.

Técnicas de recolecciéon y procesamiento de datos

Material vegetal y extraccion de compuestos fendlicos: Se emplearon dos matrices
alimentarias: Polvo de orujo de uva (Vitis vinifera L.) variedad Pinot Noir y harina de amaranto
(Amaranthus hypochondriacus) variedad Antorcha, las cuales fueron proporcionadas por el
laboratorio de Tecnologia de Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Nacional de Rio
Negro (Rio Negro, Argentina) y denominadas como POU y HA, respectivamente. La
extraccion de compuestos fendlicos se realizé aplicando unarelacion 1:10 p/v (etanol al 70%).
Las muestras se incubaron a 37°C durante 30 min en agitacion, se centrifugaron a 10000 g
durante 10 min y por ultimo se extrajo el solvente del sobrenadante con rotavapor a 75°C. El
extracto obtenido sirvio de control y se conservé a -80°C hasta su analisis posterior.
Digestion gastrointestinal in vitro: La digestién gastrointestinal simulada se efectué segun
la metodologia descrita por Brodkorb et al. (2019), con ligeras modificaciones. La fase oral se
llevd a cabo a partir de una solucion 10% p/v de las matrices vegetales con agua destilada.
A continuacion, se afiadié fluido salival simulado en una proporcion de 1:1 (v/v), el cual
contenia amilasa salival (75 U/mL) a pH 7, posteriormente, las muestras se incubaron a 37°C
durante 2 minutos con agitacion. La fase géastrica se realiz6 agregando fluido gastrico
simulado en una proporcién de 1:1 (v/v) que contenia pepsina (2000 U/mL) a pH 3,
seguidamente se incubd a 37°C durante 2 horas con agitacion. La fase intestinal se efectué

agregando fluido intestinal simulado en una proporcién de 1:1 (v/v) que contenia pancreatina
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(100 U/mL) y bilis (10 mM) a pH 7, seguido de una incubacién a 37°C durante 2 horas con
agitacion. Al final de cada fase de digestion, se detuvo la hidrélisis enzimatica aplicando un
bafio de agua fria durante 15 min. Los digeridos se centrifugaron a 10000 g durante 10
minutos, se extrajo el sobrenadante y este se conservo a -80°C hasta su analisis posterior.
Cuantificacion de polifenoles totales y calculo de la tasa de recuperacién: El contenido
total de polifenoles (CTP) se evalué mediante la metodologia colorimétrica propuesta por
Singleton y Rossi (1965), en donde se afiadieron 50 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu a los
sobrenadantes obtenidos, mezclando con 2,3 mL de agua destilada y dejando reaccionar por
5 minutos a temperatura ambiente. Luego, se agregaron 100 uL de Na>COs al 20% en NaOH
0,1 N en cada muestra y se incubaron en oscuridad por 90 minutos. La absorbancia se midio
a 765 nm usando un espectrofotometro UV/visible. Los resultados se expresaron en ¢
equivalentes de acido galico (GAE) por cada 100 g de peso fresco (g GAE/100 g PF).
La tasa de recuperacion de compuestos fendlicos se determind mediante la siguiente
ecuacion:

Recuperacion (%) = (CTPwup/CTPwma) x 100
Donde, CTPwmp se refiere al contenido total de polifenoles de la muestra digerida en cada fase
y CTPwa se refiere al contenido total de polifenoles de la matriz alimentaria (control). El indice
de recuperacion en la fase intestinal corresponde al porcentaje de bioaccesibilidad (Pinto et
al., 2023c).
Determinacion de la actividad antioxidante in vitro: La actividad antioxidante (AA) de los
sobrenadantes obtenidos se determiné mediante los siguientes métodos colorimétricos:
ABTS-+: La capacidad de eliminacion del radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) se realizé segun lo descrito por Re et al. (1999). La solucion de ABTS™ se diluyo
con etanol al 20% hasta alcanzar una absorbancia de 0,700 = 0,005 a 734 nm. El Trolox se
utilizé como estandar en concentraciones de 0-1 mM, y las muestras se incubaron durante 6
minutos a temperatura ambiente. Los resultados se expresaron como mmol equivalentes de

Trolox por cada 100 g de peso fresco (mmol TE/100 g PF).
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DPPH-: La capacidad de eliminacion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo se realizé
siguiendo el método descrito por Mensor et al. (2001), con ligeras modificaciones.
Especificamente, se mezclaron 32 uL del extracto diluido 1/50 con 1 mL de DPPH- disuelto
en metanol, y la mezcla se incubé en oscuridad durante 30 minutos. La absorbancia se midié
con un espectrofotometro a 517 nm. Los resultados se expresaron como mmol equivalentes
de Trolox por cada 100 g de peso fresco (mmol TE/100 g PF).

Analisis estadistico: Las determinaciones se realizaron por triplicado y los datos se
expresaron como la media + desviacién estdndar (DE). Se aplicé analisis de varianza
(ANOVA) de una via para determinar diferencias significativas, considerando la prueba de
Tukey y empleando un intervalo de confianza del 95%. Los valores obtenidos se analizaron
a través del software InfoStat®. Se utilizd el Coeficiente de Correlacion de Pearson para
evaluar el comportamiento entre el CTP y la AA. Para el analisis de correlacion, se empleé

como referencia los rangos establecidos por Schober et al. (2018).
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Resultados y discusién
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Contenido total de polifenoles antes y durante la digestiéon gastrointestinal in vitro

El contenido total de polifenoles (CTP) de las matrices vegetales evaluadas y sus respectivos
digeridos se presentan en la Tabla 2. En el caso del POU el CTP fue mayor antes de la
digestién gastrointestinal in vitro (control) en comparacion con el contenido total de polifenoles
durante el modelo de simulacion, esto podria atribuirse al uso de etanol acuoso en la
extraccion, lo que permite liberar fitoquimicos de manera eficiente en comparacion con otros
disolventes (Alara et al., 2021). La evolucién del CTP a lo largo de las fases del proceso
mostraron diferencias significativas (p<0,05), aumentando gradualmente en el siguiente
orden: fase oral < fase gastrica < fase intestinal, dicho incremento podria deberse no solo al
tiempo de simulacion de cada etapa, a la accion de las enzimas digestivas y a los cambios
del pH , sino también a la solubilidad de los compuestos fendlicos en el medio, los cuales
presentan una mayor solubilidad en el medio de digestién intestinal y una menor en el medio
oral (Seczyk et al.,, 2021; Pinto et al., 2023c). Los resultados obtenidos coinciden con lo
reportado en investigaciones recientes, donde se ha demostrado un aumento del CTP durante
la digestion gastrointestinal in vitro de diversas frutas, con una mejor recuperacion de
compuestos fendlicos después de la fase intestinal (Corona-Leo et al., 2021; Duran-Catafieda
et al., 2023; Mufioz-Farifia., 2023). Adicionalmente, el valor registrado en la fase intestinal
fue 2,5 veces superior al informado para orujo de uva blanca (Jara-Palacios et al., 2018),
diferencia que podria estar relacionada con el tipo de uva, ya que el contenido de polifenoles
en las variedades de uvas blancas es menor que en las tintas (Franco-Barfiuelos et al., 2017).
En cuanto a la HA, el CTP antes de la digestién gastrointestinal in vitro (control) present6
valores superiores a lo reportado por Vollmannova et al. (2013) en diferentes cultivares de
amaranto (0,123-0,287 g GAE/100 g PF), los cuales utilizaron 80% metanol/agua a 25°C para
la recuperacion de estos fitoquimicos. Durante el modelo de simulacion, el contenido total de
polifenoles aumentd gradualmente, mostrando diferencias significativas (p<0,05) en cada
fase. Estos resultados sugieren una mayor liberacién de polifenoles en todo el proceso, sin
embargo, no puede descartarse una posible sobreestimacion del CTP debido a la

solubilizacion de otras sustancias que estan presentes en concentraciones considerables en
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los digeridos de amaranto, y que pueden reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu, como,
por ejemplo: monosacéaridos, aminoacidos y péptidos (Rodriguez, 2022). Dicha
sobreestimacion se evidencia al analizar los valores del control, que resultaron ser 3,2 veces
menores que los obtenidos en la fase intestinal.

Tabla 2. Contenido total de polifenoles (g GAE/100 g PF) de las matrices vegetales antes y

durante la digestién gastrointestinal in vitro.

Muestra Control Fase oral Fase gastrica  Fase intestinal
POU 19,42 + 0,08° 0,76 + 0,02¢ 1,08 £ 0,04° 2,95 +0,20°
HA 0,42 £ 0,01° 0,13 £ 0,01¢ 0,19+0,01° 1,35 + 0,032

Los valores son la media * desviacion estandar. Medias con letras diferentes en la misma fila indican diferencias
significativas (p<0,05).

Tasa de recuperacion y bioaccesibilidad

La recuperacion de compuestos fendlicos en las matrices vegetales analizadas presenté
variaciones significativas (p<0,05) a lo largo del proceso de digestion gastrointestinal in vitro
(Figura 3). En la fase oral, ambas muestras exhibieron los valores mas bajos, aumentado
durante la fase gastrica en aproximadamente un 42% para POU y un 40% para HA, esto
indica que las condiciones acidas y la acciébn de enzimas digestivas favorecen la
descomposicion de estructuras complejas, facilitando asi la liberacién de ciertos polifenoles.
En la fase intestinal, la bioaccesibilidad mostré comportamientos contrastantes entre las
muestras. Para POU, la recuperacion alcanzé un valor similar al reportado por Muioz-Farifia
et al. (2023) para arandanos frescos (15%). En contraste, la HA registr6 un incremento
considerable en dicha etapa (>300%), el cual puede estar asociado a una mayor
concentracion de aminoacidos, péptidos y/o monosacaridos, sustancias que estan presentes
en cantidades relevantes en los digeridos de amaranto (Rodriguez, 2022), y que podrian
reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteu provocando una sobreestimacion del CTP.

Las diferencias obtenidas en los indices de recuperacion y bioaccesibilidad en las muestras
podrian atribuirse no solo al CTP, sino también a la diversidad de compuestos fendlicos
presentes en ellas, los cuales varian desde moléculas simples hasta estructuras altamente

polimerizadas (Alminger et al., 2014).
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Figura 3. Tasa de recuperacion de compuestos fendlicos en las matrices vegetales durante
las distintas fases de la digestion gastrointestinal in vitro. Letras diferentes en superindice

indican diferencias significativas (p<0,05).
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Actividad antioxidante antes y durante la digestion gastrointestinal in vitro y su
correlacién con el contenido total de polifenoles

La actividad antioxidante (AA) del POU, evaluada mediante los métodos ABTS™ y DPPH-
antes y durante la digestion gastrointestinal in vitro, se muestran en la Tabla 3. La capacidad
de eliminacion de ambos radicales estuvo en concordancia con el CTP, observandose un
mayor poder reductor en el control, seguido por los extractos de la fase intestinal, gastrica y
oral. Durante la simulacién del proceso, los valores aumentaron significativamente (p<0,05)
tras la fase intestinal, registrando incrementos aproximados de 2,9 veces para ABTS™ y 1,6
veces para DPPHe en comparacion con la fase gastrica. Dicho efecto podria estar relacionado
con la transicion de un ambiente acido a uno alcalino, lo que facilita la liberacién
(bioaccesibilidad) de compuestos fendlicos y, al mismo tiempo, mejora su actividad
antioxidante al provocar la desprotonacién de los grupos hidroxilo presentes en sus anillos
aromaticos (Bouayed et al., 2011). Estos resultados coinciden con los reportados por Del
Pino-Garcia et al. (2016), quienes encontraron un aumento en la capacidad antioxidante tras

la digestién gastrointestinal in vitro de condimentos obtenidos a partir de orujo de vino tinto.
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En relacion al analisis de correlacion de Pearson (r), los resultados mostraron asociaciones
muy fuertes y positivas (0,90 < r < 1,00) entre el CTP y la AA (Tabla 3), lo que indica una
relacion directa entre ambas variables. Es decir, el incremento en la actividad antioxidante
estuvo estrechamente vinculado con la liberacion de compuestos fendlicos. Dicho fendmeno
puede atribuirse a la descomposicién de estructuras complejas bajo condiciones digestivas,
lo que mejora la recuperacion de estos compuestos y, en consecuencia, su capacidad de
eliminacion de radicales libes.

Tabla 3. Actividad antioxidante del POU medida por ABTS<+ y DPPHe (mmol TE/100 g PF) y

su correlacion con el contenido total de polifenoles antes y durante la digestion gastrointestinal

in vitro.
- . Coeficiente de correlacion
ABTS DPPH ABTS™ DPPH-
Control 507,38 + 4,432 925,59 + 7,622 0,98 0,99*
Fase oral 1,99 + 0,014 0,53 + 0,03¢ 0,93 0,94
Fase gastrica 3,70 £ 0,03¢ 3,59 £ 0,02° 0,97 0,99*
Fase intestinal 10,99 + 0,18° 5,84 + 0,05° 0,97 0,99*

Los valores de la actividad antioxidante son la media + desviacion estandar. Medias con letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). Las correlaciones significativas se muestran como:
*

p<0,05.

Con respecto a la HA, los valores presentados en la Tabla 4 evidencian cambios
considerables en la actividad antioxidante antes y durante la digestion gastrointestinal in vitro,
con diferencias significativas (p<0,05) entre las distintas fases del proceso. En la fase oral, la
AA no pudo ser cuantificada, posiblemente porque los valores estaban por debajo del limite
de deteccion de la curva de calibracidn de Trolox, lo que sugiere una menor disponibilidad de
compuestos antioxidantes en dicha etapa. En la fase intestinal, se observé un incremento
notable de la AA en comparacion con la fase gastrica, con un aumento de aproximadamente
32 veces para ABTS™ y el doble de su valor para DPPHe-. Esta diferencia en las mediciones
puede atribuirse a las particularidades quimicas de cada método. Diversos estudios han
sefialado que el DPPH- presenta limitaciones debido a su mayor estabilidad y menor
reactividad, asi como a su afinidad por medios organicos, lo que lo hace mas adecuado para
evaluar compuestos hidrofébicos. En contraste, el radical ABTS™ muestra una reactividad

mas elevada y es compatible tanto con medios acuosos como organicos, lo que lo convierte
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en una herramienta mas versatil para la determinacién de la actividad antioxidante en
compuestos hidrofilicos y lipofilicos presentes en diferentes matrices alimentarias (Floegel et
al., 2011; Marecek et al., 2017).

La correlacion entre el CTP y la AA en la fase intestinal de la HA fue negativa tanto para
ABTS™ como DPPHe- (Tabla 4), con asociaciones muy fuertes (0,90 < r < 1,00) y fuertes (0,70
2 r < 0,89), respectivamente. Estos resultados podrian indicar que otros compuestos
bioactivos, ademas de los polifenoles, estan contribuyendo a la capacidad antioxidante
observada, ya que las variables tienen una relacion inversa. En este sentido, estudios previos
han sugerido que péptidos bioactivos generados por la hidrdlisis de proteinas de amaranto
durante la digestion gastrointestinal in vitro pueden neutralizar radicales libres, lo que influiria
en la dinamica observada (Delgado et al., 2016).

Tabla 4. Actividad antioxidante de la HA medida por ABTS++ y DPPH+ (mmol TE/100 g PF) y

su correlacion con el contenido total de polifenoles antes y durante la digestion gastrointestinal

in vitro.
" . Coeficiente de correlacion
ABTS DPPH ABTS™ DPPH-
Control 0,78 £ 0,01 0,91 +£0,01° 0,99* -0,36
Fase oral NC NC
Fase gastrica 0,23 £ 0,00¢ 0,16 £ 0,03¢ -0,87 -0,59
Fase intestinal 7,41 + 0,002 0,38 + 0,02° -0,99 -0,71

Los valores de la actividad antioxidante son la media * desviacién estandar. Medias con letras diferentes en la
misma columna indican diferencias significativas (p<0,05). Las correlaciones significativas se muestran como:
*p<0,05. NC: No cuantificado.
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A partir del analisis de los resultados se infiere que:

La digestion gastrointestinal in vitro se llevo a cabo con éxito, permitiendo evaluar las
variaciones en el contenido total de polifenoles y su actividad antioxidante a lo largo
de las distintas fases del proceso.

El contenido de compuestos fendlicos tanto en las muestras como en los digeridos
presentd variaciones significativas a lo largo de la digestion gastrointestinal in vitro,
cambios que estuvieron influenciados por las condiciones de cada fase.

La actividad antioxidante aumentd tras la digestion gastrointestinal in vitro,
correlacionandose positivamente con el contenido total de polifenoles en el POU,
mientras que en la HA se identificé una posible contribucién de otros compuestos
bioactivos.

La digestion gastrointestinal in vitro incrementé la bioaccesibilidad de los compuestos
fendlicos y su actividad antioxidante, evidenciando que las matrices evaluadas tienen

potencial como ingredientes funcionales en la industria alimentaria.
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Recomendaciones
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Con base en los resultados obtenidos y las conclusiones expuestas, se proponen las

siguientes recomendaciones con el objetivo de orientar futuras investigaciones y posibles

aplicaciones practicas:

Cuantificar el contenido de proteinas y azucares para evaluar su posible interferencia
en la determinacion de polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteu y en las
mediciones de actividad antioxidante in vitro.

Realizar estudios sobre la sinergia de compuestos bioactivos, considerando la posible
participacion de péptidos bioactivos en la actividad antioxidante de la HA.

Identificar compuestos fendlicos mediante técnicas cromatograficas para determinar
cuales son mas bioaccesibles tras la digestion gastrointestinal in vitro y su impacto en
la actividad antioxidante.

Validar los resultados con estudios in vivo.
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