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RESUMEN

En el presente estudio se evaluoé la bioaccesibilidad de antioxidantes luego de una digestién
gastrointestinal in-vitro (DGI) en jugo comercial de naranja y jugo comercial enriquecido con
un extracto acuoso obtenido de pulpa agotada de naranja, el cual fue previamente micro
encapsulado con maltodextrina. La capacidad antioxidante fue evaluada mediante los
métodos de DPPH, ABTS y FRAP, en los cuales se obtuvo incremento de concentraciones
de 76 %, 81 % y 110 % de jugo comercial enriquecido con subproducto microencapsulado
en relacién a la muestra de jugo comercial. Se presentd mayor estabilidad de antioxidantes
en la muestra de jugo comercial enriquecido con subproducto con 110 % y 38 % para los
métodos ABTS y DPPH respectivamente, aunque para el método FRAP la estabilidad fue
menor, su concentracion de capacidad antioxidante de 16 umol Eq.Trolox/mL fue mayor al
contenido de antioxidantes de jugo comercial con 8 umol Eq.Trolox/mL. Los resultados
mostrados en el presente trabajo demuestran la propiedad protectora del material
encapsulante y su efecto en la liberacion controlada de antioxidantes durante el proceso de

digestion in-vitro.

Palabras Claves: capacidad antioxidante, subproducto, bioaccesibilidad, digestion in-vitro,

microencapsulacion



ABSTRACT
In the present study, the bioaccesibilidad of antioxidant was evaluated, after a digestion
gastrointestinal in-vitro test (DGI) with juice regular commercial Orange juice and commercial
juice enriched with an extract aqueous retrieved of pulp exhausted of Orange which was
previously micro encapsulated with maltodextrin. The antioxidant capacity was evaluated
through the methods of DPPH, ABTS and FRAP, which there was an increase in
concentrations of 76 %, 81 % and 110 % of commercial juice enriched with by-product
microencapsulated in relation to regular commercial juice sample. There was also a greater
stability of antioxidant in the sample of commercial juice enriched with a by-product with 110
% and 38 % for methods ABTS and DPPH respectively; although for the method FRAP the
stability was lower, its concentration of capacity antioxidant of 16 umol Eq.Trolox / mL was
greater to the content of antioxidants of commercial juice with 8 umol Eq.Trolox / mL. The
results displayed in the present work prove the protective property of the encapsulating
material and its effect in the controlled release of antioxidant during the process of digestion

in-vitro.

Keywords: by-product, antioxidant capacity, in-vitro digestion, bioaccessibility,

microencapsulation



INTRODUCCION
Una de las frutas mas populares en la industria de alimentos es la naranja (Hernandez-
Carranza et al., 2016), su popularidad en gran parte se da por su alto contenido de vitamina
C y antioxidantes en todo el fruto (Ayala-Zavala et al., 2011; Ejaz, Ejaz, Matsuda & Lim,
2006) sin embargo la fruta no es aprovechada en su totalidad debido a que durante el
procesamiento su pulpa agotada, corteza y semillas son descartadas (O'Shea, Arendt &
Gallagher, 2012) perdiendo una gran cantidad de compuestos funcionales.

En la actualidad muchas empresas buscan procesos que les permita disminuir el desecho
de subproductos para aplicarlos como posibles aditivos en alimentos y bebidas (O’Shea et
al., 2015) y ofrecer al consumidor productos con mas nutrientes. La idea de usar este tipo de
subproductos esta sustentado en el trabajo de investigadores que han demostrado mediante
métodos de cuantificaciébn de antioxidantes como: ABTS, DPPH, FRAP la presencia de
compuestos fendlicos y antocianinas (Chen, Chu, Chyau, Chu & Duh, 2012; Thaipong,
Boonprakob, Crosby, Cisneros Zevallos & Hawkins Byrne, 2006). No obstante los
compuestos bioactivos encontrados en las investigaciones son propensos a oxidacion e
inestables a la luz, pH, temperatura y enzimas (Tonon, Brabet, Pallet & Brat, 2009), por la
presencia de estos inconvenientes, cientificos como Kha, Nguyen y Roach (2010), Kuck y
Zapata Norefia (2016) y Robert et al. (2010) recurrieron a procesos de micro encapsulacion
con biopolimeros para brindar a los componentes antioxidantes presentes en los co-
productos proteccion contra la humedad, ademas, ofrecer mayor solubilidad y retencién de
las mismas. Algunos investigadores analizaron el efecto de la micro encapsulacion durante
los procesos gastrointestinales utilizando técnicas de digestion in-vitro (Flores, Singh, Kerr,
Pegg & Kong, 2014; Gil-lzquierdo, Zafrilla & Tomas-Barberan, 2002) para demostrar su
bioaccesilibilidad en el organismo y el efecto de las enzimas usadas durante la digestion con

la disminucion de la capacidad antioxidante.

Tomando en cuenta las investigaciones mencionadas, se ha decidido en el presente trabajo
de titulacién, evaluar la capacidad antioxidante de un jugo comercial enriquecido con
subproducto de naranja microencapsulado y conocer el comportamiento de la actividad
antioxidante durante las fases de digestion gastrointestinal in-vitro y su bioaccesibilidad al

final de esta.

El siguiente trabajo se desarrolla en tres capitulos, en el capitulo uno se abarca las
investigaciones previas y estado de arte actual del tema, la metodologia utilizada se
encuentra en el capitulo dos donde se detalla la atomizacion de un extracto acuoso de pulpa

agotada de naranja micro encapsulado con maltodextrina, la técnica de digestion intestinal
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in-vitro tomada del autor Gil-lzquierdo con algunas modificaciones aplicadas y la
cuantificacion de capacidad antioxidante mediante DPPH, ABTS y FRAP durante todas las
fases de digestion in-vitro. Finalmente, el andlisis y discusién de resultados se exponen en el

capitulo tres.

Durante el desarrollo de capacidad antioxidante se detectaron inconvenientes en la lectura
de las muestras medidas por el método ABTS, el cual fue corregido ajustando el pH.

Como resultados se obtuvo mayor capacidad antioxidante en la muestra con
enriguecimiento de subproducto microencapsulado para todos los métodos y estabilidad

antioxidante al finalizar el proceso de digestion in-vitro para los métodos ABTS y DPPH



1. MARCO TEORICO



1.1. Naranja

La naranja (Citrus sinensis), es una de las frutas de mayor produccion y aporte
econémico a nivel mundial segun el ultimo informe de la FAO, con una produccién de
116 millones de toneladas (FAO, 2012). En Ecuador, las provincias con mayor
produccién de este fruto son Azuay, Santa Elena, Manabi y Carchi (INEC, 2013).

El fruto esta formado por una capa externa rugosa que suele ser verde o amarillenta,
denominada flavedo, seguida de esta se encuentra adherido el albedo que consiste en
una capa blanquecina que en su interior almacena el endocarpo, compuesto de
segmentos con pelos vesiculares, pedunculares y fusiformes los cuales contienen el jugo

y semillas (Vargas & Pinoargote, 2011).

La pulpa como su céscara y semillas son una excelente fuente de vitamina C, folatos,
fibra dietaria, compuestos fendlicos y flavonoides como hesperidina, neohesperidina,
eriocitrina, naringina (Peterson et al., 2006) responsables de la prevencion de
enfermedades degenerativas y cardiovasculares (Ejaz et al., 2006).

1.2. Subproductos

Denominamos subproducto a los desechos de frutas que no son utilizados a nivel
comercial y que habitualmente no se consumen directamente, pero que pueden ser

utilizados después de un tratamiento (Rustad, Storrg & Slizyte, 2011).

Debido al crecimiento del sector agricola para cumplir la demanda de produccion de
frutas y verduras, existe una gran cantidad de subproductos que son desechados, sin
tomar en cuenta la cantidad de compuestos activos que poseen, como ejemplo podemos
mencionar frutos como naranja, mango, papaya y café, que luego del procesamiento se
han encontrado compuestos funcionales en sus subproductos (Ayala-Zavala et al., 2011,
Martinez et al., 2012).

En el caso de la naranja, globalmente a nivel industrial, existen 15 millones de toneladas
de subproductos como corteza, semillas y restos de pulpa (Marin, Soler-Rivas,
Benavente-Garcia, Castillo & Pérez-Alvarez, 2007), a pesar que estos subproductos son
fuente de compuestos fendlicos, incluyendo &cidos fendlicos, flavonas, y flavonoides
glicosilados (Chen et al.,, 2012). Estudios realizados en cortezas y pulpas de frutos
citricos demostraron que el elevado contenido de componentes funcionales en los co-
productos mencionados significarian una excelente fuente de antioxidantes que pueden

ser usados en productos alimenticios como preservantes naturales e impidiendo la
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oxidacion lipidica por lo tanto promoviendo propiedades para la salud (Rudge, Pinto &
Genovese, 2012).

En la actualidad estos subproductos son empleados en la alimentacion de animales
(vargas & Pinoargote, 2011) y en la industria quimica para la extraccion de aceites
esenciales y flavonoides (Ayala-Zavala et al., 2011).

1.3. Radical Libre

Un radical libre (ROS) puede ser definido como cualquier especie molecular con un
electrén desapareado con capacidad de captar y donar electrones de otras moléculas
vecinas, actuando como agentes oxidantes o reductores (Laguna, Pifia, Martinez, Pardo
& Rivero, 2013). Entre los agentes oxidantes mas reactivos e inestables se encuentran
radical hidroxilo, anién superdxido, perdoxido de hidrégeno (Lobo, Patil, Phatak &
Chandra, 2010). A pesar que los ROS se encuentran en nuestras células cumpliendo
funciones normales (Sen, Chakraborty, Sridhar, Reddy & De, 2010), un exceso de estas
especies reactivas, como ocurre en el estrés oxidativo, producen dafios a moléculas
biolégicas como lipidos, proteinas y acidos nucleicos (Avello & Suwalsky, 2006) y
consecuentemente la aparicion de enfermedades cardiovasculares, degenerativas y

cancer (National Cancer Institute, 2014).
1.4. Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que se encargan de proteger al organismo del estrés
oxidativo producido por el exceso de radicales libres (Avello & Suwalsky, 2006), lo
realizan donando sus propios electrones a radicales dafinos y neutralizandolos,
deteniendo asi la cadena de reaccion (Lobo et al., 2010). Estas sustancias protectoras
se encuentran en nuestro organismo, sin embargo no cumplen con la demanda total que
el cuerpo necesita, por lo que es imprescindible el consumo de antioxidantes externos
captados en la dieta, principalmente en frutas y verduras ricos en vitamina C y

compuestos fendlicos (Szajdek & Borowska, 2008).
1.5. Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son considerados metabolitos secundarios derivados de
tirosina y fenilalanina, su estructura base est4 formada por un anillo aromatico y un
grupo hidroxilo (Wildman & Kelley, 2007) a partir de ésta se forman moléculas como

antocianinas, cumarinas, flavonoides, taninos y ligninas. Este tipo de moléculas, en



especial flavonoides, cumplen un papel interesante en nuestro organismo que se
demuestran en investigaciones donde se resalta la actividad farmacolégica como
eliminadores de radicales libres tanto en sistemas in vivo como in-vitro (Yao et al., 2004).
Las principales fuentes alimenticias de flavonoides las podemos encontrar en frutos
citricos, vegetales, cereales y variedades de frutos secos (Soto-Vaca, Gutierrez, Losso,
Xu & Finley, 2012).

1.6. Digestion in-vitro

La digestién in-vitro es un método que nos permite estudiar la liberacion de los
compuestos a partir de la matriz del alimento y su transformacion durante la digestion
(Gil-Izquierdo et al., 2002), ademas de que permite evaluar la bioaccesibilidad de
compuestos bioactivos (Rodriguez-Roque, Rojas-Gral, Elez-Martinez & Martin-Belloso,
2013a). Este método cumple con la premisa que, los compuestos dializados luego
estaran disponibles para su absorciéon (Rodriguez-Roque et al., 2013a), esta es la
principal razén por la que este procedimiento in-vitro esta involucrado con el estudio de
absorcion de componentes bioactivos como Vitamina C y compuestos fendlicos.
Estudios realizados por Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini y Conte (2010) demuestran
que el 62 % de compuestos fendlicos, encontrados luego de la digestién gastrica e
intestinal, fueron bioaccesibles y posiblemente disponibles para su absorcién en el tracto
intestinal in vivo. Estas investigaciones demuestran que la evaluacién de la
bioaccesibilidad de modelos in-vitro pueden ser comparados con resultados obtenidos

de estudios en humanos y animales (Biehler & Bohn, 2010).
1.7. Microencapsulacién

La microencapsulaciéon se define al proceso en el que diversos compuestos bioactivos
estan inmersos en una matriz o sistema de membranas (Lopes & Barata de Silva, 2012)
gue provee una barrera fisica entre los componentes que se encuentran dentro del
nacleo y los demas compuestos del producto (Gharsallaoui, Roudaut, Chambin, Voilley &
Saurel, 2007). Su principal objetivo es proteger al contenido del nucleo de condiciones
ambientales adversas como humedad, efectos indeseables de la luz y oxigeno,
aumentando de esta manera el tiempo de vida til del producto y la liberacién controlada

de los compuestos de su interior (Mahdavi, Jafari, Assadpoor & Dehnad, 2016) .

Una de las técnicas mas utilizadas para encapsular componentes activos es el secado

por pulverizacion, este método consiste en la atomizacién del producto liquido, ya sea si



se encuentra como emulsion o en suspension, en una corriente de gas caliente, para
obtener de forma instantdnea un polvo, el gas usado generalmente en este proceso es
aire, rara vez nitrégeno (Gharsallaoui et al., 2007), esta efectiva técnica brinda a los
productos secados buenas caracteristicas reconstitucionales y adecuacion correcta para
el transporte y almacenamiento (Kha et al., 2010). Sin embargo algunos de estos polvos
productos de “spray drying” pueden presentar problemas como pegajosidad y alta
higroscopicidad (Tonon et al., 2009), para evitar este tipo de inconvenientes se debe
afadir biopolimeros como goma arabiga y maltodextrina (Tonon et al., 2009). Uno de los
agentes encapsulantes mas comunes es maltodextrina, usada principalmente para
materiales dificiles de secar como jugos de fruta, saborizantes, enzimas o endulzantes
(Reiniccius, 2001).

Kha et al. (2010) estudié las condiciones de microencapsulacién por spray drying y su
efecto en las propiedades fisicoquimicas y antioxidantes de la fruta gac (Momordica
cochinchinensis) donde us6 como agente encapsulante maltodextrina en concentracion
10 % y 120 °C de temperatura de entrada, concluyendo que las condiciones usadas

preservan el color y mejoran las caracteristicas del polvo.
1.8. Determinacién de antioxidantes

A través de los afios el interés por la actividad antioxidante de compuestos fendlicos ha
incrementado, en consecuencia se han desarrollado métodos para su deteccién. Estos
métodos involucran la generacién de especies radicales, en donde la presencia de
antioxidantes determina la desaparicién de especies reactivas (Arnao, Cano & Acosta,
2001). Entre las técnicas mas comunes encontramos: ABTS, DPPH, FRAP vy el ensayo
de fenoles totales (Pérez-Jiménez et al., 2008).

1.8.1. DPPH.

Cuantifica la capacidad captadora de radicales libres por la reduccién del radical 2,2-
difenil-1-picril hidrazilo (DPPH) frente a los antioxidantes de la muestra a medida que
su absorbancia disminuye (Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995). Su resultado se
mide en una longitud de onda de 515 nm (Arnao et al., 2001). Este ensayo indirecto
es calificado como un método mas reproducible y selectivo que el método ABTS
dado que no reacciona con flavonoides que no tengan grupos hidroxilo en su

estructura de anillo benzoico (Roginsky & Lissi, 2005).



1.8.2. ABTS.

Método de deteccidon indirecta. Se fundamenta en la capacidad secuestrante de
radicales libres por decoloracion del radical ABTS* producida por la oxidacion de 2,2-
azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS) causada por la adicion de una
muestra con antioxidantes (Roginsky & Lissi, 2005). Actualmente la mayoria de
investigaciones realizan las mediciones en una longitud de onda de 734 nm
(Schempp, Christof, Mayr & Treutter, 2016; Zheng, Zhao, Xiao, Zhao & Su, 2016).

1.8.3. FRAP.

El método poder antioxidante de reduccion férrica (FRAP) mide la habilidad de los
compuestos para reducir los complejos amarillos férricos (Fe Ill) a ferrosos (Fe 1) por
accion electrodonadora de los antioxidantes (Benzie & Strain, 1996). En este método

se realiza la transferencia de un soélo electrén (Pérez-Jiménez et al., 2008).
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2. DISENO METODOLOGICO
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2.1 Preparacion de la muestra

Un total de 12 naranjas fueron utilizadas para cada preparacion de muestra. Las cuales
fueron compradas en el mercado de la localidad y provenientes de la provincia de Los Rios.
Las frutas fueron lavadas, secadas y exprimidas. Se procedié a extraer la pulpa agotada, la
cual fue triturada hasta obtener un tamafio uniforme. Para la maceracioén, se coloc6 600 g de
pulpa agotada triturada en 600 mL de agua, esta preparacion se calentdé a 45 °C durante 8
minutos (Viuda-Martos, Fernandez-Lopez, Sayas-Barbera, Sendra & Pérez-Alvarez, 2011).

Transcurrido este tiempo la maceracion se filtrd, obteniendo asi el agua de lavado.

En un atomizador Mini Spray Dryer marca Bichi modelo B-290 (Figura 1.) para secado por
pulverizacién, se procedi6 a atomizar el agua de lavado, para el cual se adiciond
maltodextrina en concentracién de 10 % como agente encapsulante, se mezclé durante 30
minutos a 1800 rpm y se colocd en el atomizador con las siguientes condiciones:

Temperatura de entrada 140 °C, con un flujo de alimentacién de 5 mL/min.

El polvo resultante de microencapsulacion se adiciond en jugo de naranja comercial en una

concentracion de 4 % y se usé para el resto de analisis.

Figura 1. Atomizador Mini Spray Dryer

Fuente: La Autora
2.2 Digestion gastrointestinal in-vitro

La metodologia de digestion gastrointestinal in-vitro se lo realizé de acuerdo a lo descrito por
Miller, Schricker, Rasmussen y Van Campen (1981), con modificaciones de Gil-lzquierdo et
al. (2002). (Ver Figura 2.)

Las enzimas digestivas fueron preparadas previo a su utilizacion, mientras que la hidratacion

de la membrana de didlisis con carbonato de sodio 0,71 M se lo efectudé doce horas antes de
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comenzar con la digestion gastrointestinal. Tanto la preparacion de reactivos como enzimas

digestivas se presentan en el Anexo 1.

Preparacién de Enzimas Digestivas

v

Enzimas:

Pepsina: 4 g Pepsina en 25 mL H20

Pancreatina: 0,84 g de NaHCO3 +2,5 g Sales Biliares + 0,4 g Pancreatina. Disolver en
100 mL H20

Digestion Pepsina> <Célculo Bicarbonato> CDigestién Pancreatina>
v v ¥

20 mL muestra a 37 °C Repetir Digestion polocar un volumen de NaHCO3
_ o _ igual al contenido gastado de
por 5min en agitacion Pepsina NaOH en el paso anterior en
v v balén de 25 mL y aforar.
Ajustar pH a2 Se adiciona 5 mL +
con HCl 6N Pancreatina Colocar contenido en
T i membrana de dialisis y
sumergirlo en fraccion
Afiadir 3 mL pepsina y Ajustar pH a 7 con previamente guardada
dejara37°Cpor2h NaOH 0,5 N cada 30 min v
¢ Agitar por 30 min a 37 °C
L v
Guardar fraccién — -
Afadir 5 mL de pancreatina y
agitar por 2 h

v

Medir el contenido de los

liguidos dentro y fuera de la

membrana

Figura 2. Procesos de Digestién gastrointestinal in-vitro
Fuente: Gil Izquierdo (2002).

Elaboracion: La Autora

2.3 Determinacion de capacidad antioxidante

Para la determinacion de capacidad antioxidante se efectuaron los métodos DPPH, ABTS y
FRAP.
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2.3.1 Método DPPH.

El ensayo de DPPH (ver Figura 3) fue realizado segun Brand-Williams et al. (1995) con
modificaciones de Thaipong et al. (2006). Se tomé 150 ul de muestras se afiadié 2850 pl de
solucion de trabajo DPPH, para luego de 24 horas de reaccion, leer resultados a 515 nm. La
curva estandar fue lineal con concentraciones entre 25y 827 umol de Trolox. Los resultados
fueron expresados en pmol Eq Trolox /mL. Los datos se encuentran especificados en el
Anexo 2.

Solucién Madre DPPH (SM)
24 mg DPPH aforado en 100 mL de MeOH

Solucion  Trabajo || | 10 m SM + 45 mL MeOH
DPPH (ST)
Ajustar absorbancia con MeOH a: 1.1 + 0.02
A: 515 nm
Preparacion de Estandares Lectura de Muestras
v ‘
Solucién Madre Trolox (SMT)
0.025 g de Trolox en 100 mL de MeOH 150 pl muestra + 2850 pl de
Co: 827 mg/L L, .
Solucién de trabaio DPPH
Concentracién mg/L Estandar Aforo con MeOH ¢
Co0 Estandar 1: 0 mL 10 mL Dejar reaccionar 24 h a
Co 23 Estandar 2: 0.6 mL 9,4 mL oscuras
Co 148 Estandar 3: 3 mL 7mL v
Co 292 Estandar 4. 3.8 mL 6.2 mL Leer resultados 515 nm
Co 440 Estandar 5: 45 mL 5.5 mL ¢
Co 584 Estandar 6: 6 mL 4 mL
v Calcular la concentracién

150 pl c/estandar + 2850 pl de

sol. Trabajo DPPH
Y

Dejar reaccionar 24 h a oscuras

v

Leer resultados 515 nm

Figura 3. Cuantificacion de actividad de capacidad antioxidante mediante método DPPH
Fuente Brand Williams (1995) y Thaipong et al. (2006)
Elaborado: La Autora
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2.3.2 Método ABTS.

Para el ensayo de ABTS, se sigui6 el método descrito por Arnao et al. (2001) con
modificaciones de Thaipong et al. (2006), en la Figura 4 se detalla la metodologia seguida.
Los resultados se expresaron como pmol Eg. Trolox /L. Resultados y célculos se especifican
en el Anexo 3.

SOLUCION ABTS 7,4Mm: 40,6 mg de ABTS en 10 mL de agua destilada
MADRE (SM) Persulfato de Potasio 2,6 mM: 7,02 mg de persulfato de
potasio en 10 mL de agua destilada
v
Mezclar v dejar reaccionar a oscuras 12 h a temp. ambiente
SOLUCION Tomar 1 mL de SM y adicionar 60 mL de MeOH aprox.
TRABAJO (ST)
ABTS v
Medir absorbancia a 734 nm
v
Ajustar absorbancia con MeOH a: 1.1 + 0.02

Preparacion de Estandares

¢ Lectura de Muestras
Solucién Madre Trolox (SMT) ¢
0.025 g de Trolox en 100 mL de MeOH
Co: 827 ma/L Ajustar muestras a pH 2
Concentracion mg/L Estandar Aforo v
con MeOH
Co0 Estandar1l: OmL 10 mL 150 i muestra + 2850 pl de ST
Co 23 Estandar 2: 0.6 mL 9,4 mL ABTS
Co 148 Estandar 3: 3mL 7 mL v
Co 292 Estandar 4: 3.8mL 6.2 mL - -
Co 440 Estandar 5: 4.5 mL 5.5 mL Dejar reaccionar 2 h a oscuras
Co 584 Estandar 6: 6 mL 4 mL v
v Leer resultados a 734 nm
150 ul c/estandar + 2850 pul de sol. Trabajo ABTS v
v Calcular la concentracion
Dejar reaccionar 2 h a oscuras
v

Leer resultados a 734 nm

Figura 4. Determinacion de capacidad antioxidante: método ABTS
Fuente: Arnao et al. (2001), Thaipong et al. (2006)
Elaboracién: La Autora
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2.3.3 Poder antioxidante de reducciédn férrica FRAP.
Para el ensayo FRAP se realizO de acuerdo a Benzie y Strain (1996) con algunas
modificaciones realizadas por Thaipong et al. (2006). Los resultados fueron expresados en
umol Eq. Trolox /mL, en la Figura 5 se detalla el procedimiento. Los calculos se encuentran
representados en el Anexo 4.

3.1 g de Acetato de Sodio + 31,2mg TPTZ en 10 54 mg Cloruro

1,6 mL de Acido Acético aforar .
en 100 mL de Agua dd. mL de HCI de 40mM Férrico Aforado en

! v v

Buffer Acetato (pH 3.6) Solucién TPTZ Solucion Cloruro Férrico
v v v
Tomar 50 mL Tomar 5 mL Tomar 5 mL

Solucién de trabajo (ST): Mezclar e incubar a 37

Preparacidon de Estandares

¢ Lectura de Muestras
Solucién Madre Trolox (SMT) ¢
0.025 g de Trolox en 100 mL de MeOH Co: 827 mg/L
150 pl muestra + 2850 pl de
Concentracion mg/L Estandar Aforo con sol. Trabajo FRAP
MeOH +
Co0 Estandar 1: 0mL 10 mL : - -
Co25 Estandar2: 0.6 mL 9,4 mL Dejar reaccionar 30 min
Co 157 Estandar 3: 3mL 7 mL ;
Co 310 Estandar 4: 3.8mL 6.2 mL
Co 467 Estandar5: 4.5 mL 5.5 mL Leer resultados a 593 nm
Co 620 Estandar 6: 6 mL 4 mL ¢
Co 827 Estandar 7: 8 mL 2mL
¢ Calcular la concentraciéon

150 pl cl/estandar + 2850 pl de sol. Trabajo

FRAP
v

Dejar reaccionar 30 min
v

Leer resultados a 593 nm

Figura 5. Metodologia para determinacién de capacidad antioxidante segun método FRAP
Fuente: Benzie y Strain (1996) y Thaipong et al. (2006)

Elaboracion: La Autora
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2.4 Estabilidad antioxidante

Se calculd la estabilidad antioxidante de las muestras en las fases de digestion
gastrointestinal in-vitro, donde se tomé como 100 % la capacidad antioxidante de la fraccién
inicial. En la siguiente formula se detalla el procedimiento (Ecuacion 1). Los resultados y
calculos estan representados en el Anexo 5.

Ecuacion 1.

. Capacidad antioxidante fases de la digestion * 100
Estabilidad % =

Capacidad antioxidante inicial

2.5 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico y la comparacién de medias se realizaron a través del programa
Minitab16. Las concentraciones obtenidas en los métodos ABTS, DPPH y FRAP durante el
proceso de digestion in-vitro se analizaron usando el método de andlisis unidireccional de
varianza (ANOVA) con un solo factor. Se aplicé el test de Tukey para comparar los
resultados de capacidad antioxidante de las muestras en sus distintas fases de digestion y la
diferencia de fase inicial y fase intestinal dializada entre las muestras analizadas. La
diferencias se consideraron significativas en p < 0,05. Los resultados del modelo estadistico
ANOVA se presentan en el Anexo 6.
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3. DISCUSION DE RESULTADOS Y ANALISIS
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3.1 Andlisis de actividad antioxidante
3.1.1 DPPH.

Se analiz6 las muestras de jugo comercial y jugo comercial enriquecido con subproducto
encapsulado al 4 % antes, durante y después de la digestién gastrointestinal in-vitro. Los
resultados de la capacidad antioxidante en sus distintas fases se muestran en la Gréfica 1
donde la actividad antioxidante del jugo comercial aument6 al afiadir un subproducto de

naranja.

La fraccion inicial (F-IN) del jugo comercial obtuvo 27,6 umol Eq Trolox/mL, al afadir el
subproducto encapsulado su actividad antioxidante se incrementé significativamente (p <

0,05) en 74 % con concentracion de 48,6 umol Eq Trolox/mL.

En el proceso de digestion con pepsina se obtuvo la fase digestion gastrica (DG) de las
muestras jugo comercial y jugo comercial enriquecido con subproducto encapsulado al 4 %
con aumento (p < 0,05) de concentracién de actividad antioxidante de 32 % y 57 %
respectivamente, Gullon, Pintado y Fernandez-Lépez (2015) y Rodriguez-Roque, Rojas-
Grall, Elez-Martinez y Martin-Belloso (2013b) explican en sus investigaciones que el
incremento de concentracion en la etapa de DG esté relacionado con la acidez del medio

logrando que los compuestos bioactivos se liberen con facilidad.

DPPH
20
A
80 -
TEl 70 =
R 60 c
_g Da
50
= A AB
7 40
5 Bb Bb
= 30
g. 20
10
o]
Jugo Comercial Jugo Comercial Enriquecido
= F-IN Fase Inicial m F-DG Digestion Gastrica
FI-SD Sin Dializar m FI-D Dializada

Para la misma muestra, fases seguidas de una misma letra mayUscula no son significativamente diferentes (p
>0,05), de acuerdo al Test de rango multiple de Tukey.
Para diferente muestra, fases seguidas de una misma letra mindscula no son significativamente diferentes (p
>0,05), de acuerdo al Test de rango multiple de Tukey.

Grafica 1. Capacidad antioxidante DPPH durante las fases de digestion gastrointestinal in-vitro

Elaboracion: La Autora

19



Luego de la digestidon gastrointestinal in-vitro, la concentracién de capacidad antioxidante en
la fase intestinal dializada (FI-D) de la muestra de jugo comercial no existid diferencia
significativa (p > 0,05) con respecto a F-IN, pero en relacion a la fase DG existe disminucion
de concentracién, similar al resultado presentado por Rodriguez-Roque et al. (2013a) en
mezclas de jugos frutales, que sugiere que, la actividad antioxidante bajo condiciones
intestinales disminuye debido al pH alcalino convirtiendo algunos componentes
antioxidantes en diferentes compuestos estructurales, indetectables por métodos de
capacidad antioxidante como DPPH (Bermudez-Soto, Tomas-Barberdn & Garcia-Conesa,
2007).

Contrario al resultado de jugo comercial, la muestra de jugo comercial enriquecido con
subproducto encapsulado al 4 % experimenté aumento significativo (p < 0,05) de
concentracion de 9 % respecto a F-IN, debido a la proteccién ofrecida por el encapsulante
maltodextrina (Lim & Nyam, 2016). Pazinatto, Pastore y Netto (2013) y Saura-Calixto,
Serrano y Goni (2007) en sus investigaciones atribuyen el incremento de concentracién de
actividad antioxidante a la actividad enzimatica de la fase intestinal permitiendo que los

componentes antioxidantes sean liberados de su matriz.

Mientras tanto, la capacidad antioxidante de la fase intestinal sin dializar (FI-SD) mostro
concentraciones de 30,9 pmol Eq Trolox/mL para la muestra de jugo comercial y 69 umol Eq
Trolox/mL para la muestra de jugo comercial con enriquecimiento de subproducto
encapsulado, la concentraciébn observada en esta etapa es mayor (p < 0,05) a la

concentracion obtenida en la fase FI-D.

3.1.2 ABTS.

En la Gréfica 2 se muestran los resultados de capacidad antioxidante obtenidos por el
método ABTS en las muestras jugo comercial y jugo comercial enriquecido con subproducto
encapsulado al 4 %. La concentracion de capacidad antioxidante de la muestra de jugo
comercial se logré6 aumentar (p < 0,05) un 81 % (2053 umol Eq Trolox/L) al adicionar un
subproducto de naranja encapsulado con maltodexirina, resultado menor al obtenido por

(Escudero-Lépez et al., 2016) en jugo de naranja pasteurizado con 5450 pumol Eq Trolox/L.

Durante el proceso de digestion in-vitro se obtuvo las fases DG, las cuales incrementaron (p
< 0,05) su concentracion en 39 % para la muestra jugo comercial y 18 % para jugo comercial
enriquecido con subproducto encapsulado. El incremento de concentracion durante la fase
géastrica (DG) también la experimentd Gullon, Pintado y Fernandez-Lépez (2015) y Lim y

Nyam (2016) indicando que el aumento de concentracion se debe a las condiciones acidas
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(pH 2) del medio y el efecto que ejercen las enzimas digestivas como proteasas sobre la

muestras, permitiendo que los compuestos antioxidantes tengan mayor reaccion.

Al finalizar el proceso de digestion intestinal se obtuvieron las fases FI-SD y FI-D para
ambas muestras, los cuales mostraron disminucion significativa (p < 0,05) en su
concentracion. Para FI-SD la muestra de jugo comercial present6 una reduccion de 34 % en
cambio para la muestra de jugo comercial enriquecido con subproducto el descenso fue

mayor con 43 % con respecto a su fase inicial.

3000
A
2500
= B
P a
2 2000
|,_C_> A
. 1500 -
=2 Bb
- 1
S 1000 - Da
E e
=4
- - .
0 .
Jugo Comercial Jugo Comercial Enriquecido

m F-IN Fase Inicial m F-DG Digestion Gastrica m FI-SD Sin Dializar m FI-D Dializada

Para la misma muestra, fases seguidas de una misma letra mayuscula no son significativamente diferentes (p
>0,05), de acuerdo al Test de rango multiple de Tukey.
Para diferente muestra, fases seguidas de una misma letra mindscula no son significativamente diferentes (p
>0,05), de acuerdo al Test de rango multiple de Tukey.

Gréfica 2. Capacidad antioxidante ABTS de las fases de la digestién gastrointestinal in-vitro

Elaboracién: La Autora

En la FI-D se demuestra la concentracion de antioxidantes que se encontrarian
bioaccesibles para su posterior absorcion, en este caso, el jugo al cual se enriquecié con
subproducto encapsulado obtuvo mayor (p < 0,05) concentracién con 779 umol ET/L pero
con pérdida de actividad antioxidante de 62 %, mientras que, la concentracion de capacidad
de antioxidante del jugo comercial que presenté 253 pumol ET/L con una pérdida de actividad
de 77,6 %, este resultado nos demuestra que el material encapsulante ofrece mayor
resistencia a la pérdida de actividad de antioxidantes y permite una liberacion controlada de

antioxidantes durante procesos de digestion gastrointestinal in-vitro (Lim & Nyam, 2016).

Al comparar entre la fase FI-D y FI-SD de la muestra de jugo comercial se observé que Fl-
SD obtuvo mayor (p < 0,05) actividad antioxidante, resultados similares a los presentados
por (Mosele, Macia, Romero, Motilva & Rubid, 2015) durante su estudio de estabilidad de

compuestos fendlicos de jugo, pulpa y extracto de corteza de granada usando el modelo de
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digestion gastrointestinal in-vitro, indicando que, una gran parte de componentes que no son

absorbidos en la fase intestinal son destinados al colon para su respectivo metabolismo.

3.1.3 Poder antioxidante de reduccion férrica.

Los resultados obtenidos por el método de capacidad reductora (FRAP) se presentan en la
Gréfica 3, donde se puede observar las muestras analizadas en sus distintas fases de

digestién gastrointestinal in-vitro incluyendo la fraccion inicial.

Al igual que en los métodos anteriores, el jugo comercial aumenté (p < 0,05) su
concentracion de capacidad antioxidante, en este caso un 170 % al adicionar subproducto

de pulpa agotada de naranja.

Luego de la accion de la enzima pepsina durante la digestién gastrica, la muestra de jugo
comercial disminuy6 significativamente (p < 0,05) 29,4 % de su capacidad antioxidante,
mientras que la muestra de jugo comercial enriquecido con subproducto incrementd (p <

0,05) su concentracién un 8,6 % respecto a su F-IN.

El incremento de concentracion en la muestra de jugo comercial enriquecido con
subproducto se explica con los resultados presentados por Gullon, Pintado, Barber, et al.
(2015) en muestras de harina de bagazo de manzana y harina de semillas de datil donde
obtuvo aumento de concentracion de 64 % y 59 % respectivamente, donde concluye que, el
aumento de poder reductor se debe a la accion enzimética ejercida por la pepsina,

permitiendo la liberacién de polifenoles desde la matriz del alimento.

En cambio, Kamiloglu, Pasli, Ozcelik, Van Camp y Capanoglu (2015) en la evaluacion del
efecto de digestion in-vitro y capacidad antioxidante en jaleas y mermeladas de zanahoria
negra y Bouayed, Hoffmann y Bohn (2011) en el analisis de capacidad reductora
antioxidante de variedades de manzanas, con disminucibn de 85 % y 116 %
respectivamente; y explican que durante la DG ya existe liberaciéon y degradacion de

polifenoles y flavonoides logrando descenso de capacidad antioxidante en la fase DG.

Al finalizar el proceso de digestion gastrointestinal in-vitro, la FI-D disminuyé (p < 0,05) sus
concentraciones en 53 % para Jugo Comercial y 65 % para la muestra Jugo Comercial
enriquecido con subproducto en relaciébn a la concentracion de su F-IN. Los resultados
presentados son similares a los obtenidos por Gullon, Pintado y Fernandez-L6pez (2015) en
muestras de harina de cascara de granada que al finalizar su proceso de digestion in-vitro

obtuvieron una reduccién de la capacidad antioxidante del 91,22 % respecto a sus muestras
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sin digestar, esta disminucién se debe a que los compuestos bioactivos se liberan con
facilidad con los tratamientos enzimaticos que sufren durante la digestion (Gullon, Pintado &
Fernandez-Lépez, 2015; Wootton-Beard, Moran & Ryan, 2011). La disminucion fue menor
en la muestra enriquecida con subproducto encapsulado, esto se debe a que el material
encapsulante cumplié con la propiedad de proteccion a los componentes antioxidantes
presentes en el subproducto de naranja.

FRAP
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Jugo Comercial Jugo Comercial Enriquecido
= F-IN Fase Inicial m F-DG Digestion Gastrica

FI-SD Sin Dializar m FI-D Dializada

Para la misma muestra, fases seguidas de una misma letra mayuscula no son significativamente diferentes (p
>0,05), de acuerdo al Test de rango multiple de Tukey.
Para diferente muestra, fases seguidas de una misma letra mindscula no son significativamente diferentes (p
>0,05), de acuerdo al Test de rango multiple de Tukey.

Grafica 3. Capacidad antioxidante de las fases de digestién gastrointestinal in-vitro determinada por
el método FRAP

Elaboracion: La autora

3.2 Estabilidad antioxidante

Al analizar la bioaccesibilidad luego del proceso de digestion in-vitro para cada uno de los
ensayos (resultados presentados en la Grafica 4), se observé que, en los métodos ABTS y
DPPH, la muestra de jugo comercial con adiccion de subproducto presentd estabilidad de 38
% y 110 % respectivamente, porcentajes mayores (p < 0,05) si comparamos con las
muestras de FI-D de jugo comercial (22 % ABTS y 94 % DPPH respectivamente).
Resultados similares presentaron bebidas de frutas exdticas enriquecidas con Stevia
rebaudianna al 2.5 % con 38 % de estabilidad para el método ABTS, trabajo realizado por
Carbonell-Capella et al. (2016) donde explica que existe mayor estabilidad brindada por
antocianinas y flavonoides resistentes a procesamientos. La presencia de este tipo de

compuestos flavonoides en subproductos de naranja se ha demostrado en el trabajo
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realizado por Escobedo-Avellaneda, Gutiérrez-Uribe, Valdez-Fragoso, Torres y Welti-
Chanes (2013) donde las concentraciones mas altas de sus muestras de albedo, flavedo y

naranja triturada la presenté la flavonona y hesperidina.

El aumento de estabilidad en las muestras de la presente investigacién la podemos atribuir
al material encapsulante que se us6 (maltodextrina) dado que, bien como lo menciona
Mahdavi et al. (2016), este tipo de biopolimero micro encapsulante protege a los
antioxidantes de actividad enzimatica y permite su liberacion controlada de antioxidantes
durante las fases de DGI.

La mayor estabilidad en el método FRAP obtuvo el jugo comercial con 49 % frente a 34 %
de la muestra de jugo enriquecido con subproducto, sin embargo la actividad antioxidante de
la muestra de jugo enriquecido con subproducto (16 pmol eq. Trolox / mL) fue dos veces
mayor (p < 0,05) que el jugo comercial, lo que quiere decir que, aunque su estabilidad
antioxidante sea menor, su aporte para la captacién de radicales libres fue mayor.

120
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Para un mismo método, muestras que no comparten una misma letra, tienen diferencia significativa (p < 0,05).

Gréfica 4. Estabilidad antioxidante de la fase intestinal dializada (FI-D) mediante los métodos ABTS,
DPPH y FRAP

Elaboracion: La Autora
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CONCLUSIONES

Al enriquecer un jugo comercial con un subproducto obtenido de pulpa de naranja
previamente microencapsulado, se incrementé la concentracibn de capacidad
antioxidante un 76 %, 81 % y 170 % medido por los métodos DPPH, ABTS y FRAP

respectivamente.

Se evalub cada una de las fases durante el procesamiento de digestion
gastrointestinal in-vitro y se observé mayor degradacion de antioxidantes en la FI-D
de la muestra de jugo comercial en el método ABTS con 88 % de disminucion de
antioxidantes respecto a su F-IN.

La muestra de jugo comercial enriquecida con subproducto encapsulado al 4 %
demostré mayor estabilidad antioxidante para los métodos ABTS y DPPH con
concentraciones de 110 % y 37 %, respectivamente. Aunque para el método FRAP
la estabilidad fue menor, su capacidad antioxidante resultante fue mayor en relacion

a la muestra de jugo comercial.
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RECOMENDACIONES PARA FUTUROS ESTUDIOS

Durante el desarrollo del método ABTS, se experiment6 interferencias en las lecturas
de las muestras y errores en sus absorbancias debido al pH, por lo cual se procedié
a su ajuste a pH 2, procedimiento que no se encontraba descrito en previas

investigaciones.

Para facilitar la comparacién con diferentes investigaciones, se recomienda en el

método DPPH expresar los resultados obtenidos en ICso.
Durante la preparacion de enzimas, disolver la pancreatina mientras se mantiene su

temperatura a 37 °C en bafio Maria para impedir la formacion de grumos que

interfieran en la dialisis de la muestras.
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Anexo 1. Preparacion de reactivos y enzimas digestivas

REACTIVOS

Acido Clorhidrico HCI 6 N 100mL

36,459 HCl ...... 1N
X= 218.7 g HCl 6N
218.7gHCl ... 1000 mL
X= 21.87 g HCl 100 mL
21.87gHCl ... 32 %
X= 68.34 g HCI 100 %

m
p="
v
_ 6831 o s mLHCI
VS 119g/mL 2™

Hidroxido de Sodio NaOH 0.5 N

40g NaOH ...... 1IN
X=20 g NaOH 0.5N
20gNaOH ...... 1000 mL
X=2 g NaOH 100 mL

Bicarbonato de Sodio NaHCO3 0.71 M 100 mL

84 g NaHCO:s ...... 1M

X=59.64 g NaHCO3; 0.71 M

59.64 g NaHCOs....... 1000 mL

X=5.96 g NaHCO3 100 mL
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ENZIMAS DIGESTIVAS

Preparacion Pepsina

4 g Pepsina ...... 25 mL

X=8 g Pepsina 50 mL

Preparacion Pancreatina

Pancreatina

0,4 g Pancreatina  ...... 100 mL

X=0,16 g Pancreatina 40 mL

Sales biliares

2,5 g Sales Biliares ...... 100 mL

X=1 g Sales Biliares 40 mL

Bicarbonato de Sodio NaHCOs3

0,84 gNaHCO; ... 100 mL

X=0,336 g NaHCOs 40 mL
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Anexo 2. Cuantificacion de actividad antioxidante método DPPH

1,200
1,000 | ®

‘S 0,800

— 0,600

$ 0,400
0,200

0,000

Estandar

El
E2
E3
E4
E5
E6

Pendiente
intersecciéon
R
R2

Curva Calibracion DPPH

100 200

cey
“ey

400 500

Concentracion (umol)

° e,
LT
ceq

cey
ey
toy

y=-0,0011x+1,0326
R%=0,9985

900

Concentraciéon (uM) @ Alicuota (mL) Aforo (mL) Absorbancia

23

148

292

440

584

778

0,6
3
3,8
4,5
6
8

-0,001133

1,0325
0,99924
0,9985

9,4
7
6,2
55
4

2

1,002
0,861
0,721
0,519
0,380

0,147

Célculos para determinar concentracion: Fase Intestinal Dializada

Donde

y= Absorbancia

m= Pendiente

x= Concentracion

b= Interseccion

y=mx+b
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Muestra Fase Inicial

0,69 UM

_0,875—-1,0325

—0,001133

=139 uM

1000 mL

5mL Factor de dilucion

0,5 mL Factor de dilucion

X=24,32 ymol/mL  17,5mL

Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracion (pmol
Muestra Abs (nm) Promedio | Desviacion %CV
Dilucién (M) (mL) ET/L)
0,726 271 27,1
Jugo Comercial 5 0,709 286 20 28,6 28 17,6 3,0
0,724 272 27,2
) 0,752 248 49,5
Jugo Comercial
. . 10 0,762 239 20 47,8 49 48,6 1,0
Enriquecido
0,758 242 48,5
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Muestra Fase Digestién Géstrica

Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracion (umol ) L
Muestra o Abs (nm) Promedio | Desviacion %CV
Dilucién (uM) (mL) ET/mL)
0,669 321 36,9
Jugo Comercial 5 0,676 315 23 36,2 37 0,36 1,0
0,672 318 36,6
) 0,278 666 76,6
Jugo Comercial
) ) 5 0,282 663 23 76,2 76 0,21 0,3
Enriquecido
0,279 665 76,5
Muestra Fase Intestinal Sin Dializar
Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracion (umol ) o
Muestra - Abs (nm) Promedio | Desviacion %CV
Dilucion (UM) (mL) ET/L)
0,877 137 22,3
Jugo Comercial 5 0,737 261 32,5 42.4 31 10,35 4,4
0,837 173 28,1
) 0,314 634 69,8
Jugo Comercial
i i 5 0,327 623 22 68,5 69 0,64 0,9
Enriquecido
0,322 627 69,0
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Muestra Fase Intestinal Dializada

Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracion (umol ) o
Muestra o Abs (nm) Promedio | Desviacion %CV
Dilucién (uM) (mL) ET/L)
0,875 139 24,3
Jugo Comercial 10 0,878 136 17,5 23,9 26 3,26 12,6
0,84 170 29,8
) 0,451 513 56,5
Jugo Comercial
) ) 5 0,502 468 22 51,5 53 2,64 4,9
Enriquecido
0,493 476 52,4
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Anexo 3. Cuantificacion de actividad antioxidante método ABTS.

Curva Calibracion ABTS

1,2 y = -0,0016x + 1,0057
1| e R?=0,9978
€ 0,8 e
R
= 06 e
S 0,4
m -
0,2
. =
0 100 200 300 400 500 600 700
Concentracion (umol)

Estandar Concentracion (uM) Alicuota (mL) Aforo (mL) Absorbancia (nm)
El 23 0,6 9,4 0,96
E2 148 3 7 0,78
E3 292 3,8 6,2 0,56
E4 440 4,5 5,5 0,29
E5 584 6 4 0,10

Pendiente -0,002

interseccién 1,006
R 0,998
R? 0,9978

Célculos para determinar concentracion: Fase Inicial

y=mx+b
Donde
y= Absorbancia
m= Pendiente
x= Concentracion

b= Interseccion
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Muestras Fase Inicial

Y=
x = 0,656 — 1,006 _ 223,12 uM
—0,002
223,12uM ... 1000 mL
X=1,1156 uM 5mL Factor de dilucion
1,1156 yM ... 1 mL Factor de dilucion
X=22,32 umol/mL 20 mL
22,32 ymol/mL......... 20 mL

X=1116 umol/L 1000mL

Factor de Co. Preliminar Concentracion ) o
Muestra o Abs (nm) Vol. (mL) Promedio Desviacion %CV
Dilucion (UM) (umol ET/L)
0,656 223,128 1116
Jugo Comercial 5 0,645 230,147 20 1151 1134 17,6 15
0,65 226,956 1135
0,687 203,348 2033
Jugo Comercial
_ _ 10 0,685 204,624 20 2046 2053 23,0 11
Enriquecido
0,68 207,814 2078
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Muestras Digestion Gastrica

Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracién ) L
Muestra o Abs (hm) Promedio Desviacion %CV
Dilucion (HM) (mL) (umol ET/L)
0,57 278 1599
Jugo Comercial 5 0,589 266 23,0 1529 1573 38,30 2,4
0,572 277 1591
0,345 422 2424
Jugo Comercial
i _ 5 0,343 423 23,0 2431 2434 11,21 0,5
Enriquecido
0,339 425 2446
Muestras Fase Intestinal Sin Dializar
Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracion ) o
Muestra o Abs (nm) Promedio Desviacion %CV
Dilucion (LM) (mL) (umol ET/L )
0,911 60 770
Jugo Comercial 10 0,915 58 255 738 738 32,54 4,4
0,919 55 705
0,825 115 1268
Jugo Comercial
) ) 10 0,851 99 22 1086 1151 101,55 8,8
Enriquecido
0,849 100 1100
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Muestras Fas Intestinal Dializadas

Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracién i o
Muestra o Abs (nm) Promedio Desviacion %CV
Dilucion (HM) (mL) (umol ET/L)
0,964 27 253
Jugo Comercial 10 0,963 27 19 259 253 6,06 2,4
0,965 26 247
0,457 68,72 756
Jugo Comercial
_ _ 10 0,498 73 22 805 779 24,65 3,2
Enriquecido
0,494 71 77
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Anexo 4. Cuantificacion de actividad antioxidante método FRAP

Curva Calibracion FRAP

2,000
1,800 y =0,002x+0,1457..®
1,600 R? = 9,,9973"
- 1,400 ..‘,..‘ ......
E 1,200 -
g D000 e
‘S 0,800 e A
Pogo0 e
0400 | . @
0,200 | @
0,000
0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Concentracion (UM)
Estandar Concentraciéon (UM) Alicuota (mL) Aforo (mL) Absorbancia
El 25 0,6 9,4 0,226
E2 157 3 7 0,431
E3 310 3,8 6,2 0,776
E4 467 4.5 5,5 1,075
E5 620 6 4 1,355
E6 827 8 2 1,833
Pendiente 0,0020
interseccion 0,1457
R 0,99889
R? 0,9978

Célculos para determinar concentracion: Fase Digestion Gastrica

y=mx+b
Donde
y= Absorbancia
m= Pendiente
x= Concentracion

b= Interseccion
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Muestras Fase Inicial

0,354 —0,1457
N 0,0020

=104 uM

104uyM ... 1000 mL
X=0,52 uM 5 mL Factor de dilucion
052uym ... 1 mL Factor de dilucion

X=11,952 pmol/mL 23 mL

Factor de Co. Preliminar Vol. | Concentracion . e 0

Muestra Dilucién Abs (hm) (M) (mL) (umol ETI/L ) Promedio Desviacion %CV
0,477 165 16,530

Jugo Comercial 5 0,505 179 20 17,926 17 1,226 7,368
0,456 155 15,482
. 0,61 232 46,330

Jugo Comercial 10 0,605 229 20 45,831 46 0,251 0,545

Enriquecido

0,607 230 46,031
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Muestra Fase Digestién Gastrica

Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracion . L 0
Muestra Dilucién Abs (nm) (M) (mL) (umol ET/L ) Promedio Desviacion %CV
0,354 104 11,952
Jugo Comercial 5 0,361 107 23 12,354 12 0,250 2,073
0,353 103 11,895
0,584 219 50,296
Jugo Comercial
Enriquecido 10 0,581 217 23 49,952 50 0,403 0,801
0,588 221 50,755
Muestra Fase Intestinal Sin Dializar
Factor de Co. Preliminar Vol. Concentracién . L 0
Muestra Dilucién Abs (nm) (M) (mL) (umol ET/L ) Promedio Desviacion %CV
0,375 42 10,727
Jugo Comercial 10 0,38 50 25,5 12,635 11 1,102 9,696
0,381 42 10,727
_ 0,23 114 25,170
Jugo Comercial 10 0,245 117 22 25,718 26 0,353 1,380
Enriquecido
0,23 117 25,828
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Muestra Fase Intestinal Dializada

Factor de

Co. Preliminar

Vol.

Concentracién

. L 0
Muestra Dilucién Abs (nm) (M) (mL) (umol ET/L ) Promedio Desviacion %CV
0,316 85 8,072
Jugo Comercial 5 0,312 83 19 7,883 8 0,342 4,185
0,326 90 8,546
0,288 71 15,620
Jugo Comercial
Enriquecido 10 0,291 72 22 15,950 16 0,168 1,063
0,289 72 15,730
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Anexo 5. Estabilidad antioxidante

Estabilidad antioxidante método DPPH

N Digestion o .
Inicial umol o Sin Dializar Dializada pumol
Muestra Gastrica pumol
ET/mL pmol ET/mL ET/mL
ET/mL
Jugo Comercial 27,6 36,6 30,9 26,0
Jugo Comercial
48,6 76,4 69,1 53,5

Enriquecido

Calculos estabilidad antioxidante

Como ejemplo se muestra la estabilidad antioxidante de fase dializada de Jugo comercial

Capacidad antioxidante fases de la digestion x 100

Estabilidad % =
stabuiaad 7 Capacidad antioxidante inicial
Estabilidad % 26 100
= *
stabilidad % 276
Estabilidad % = 94%
Estabilidad Fase
Muestra
Dializada %
Jugo Comercial 94
Jugo Comercial Enriquecido 110

Estabilidad antioxidante método ABTS

- Digestion o -
Inicial umol . Sin Dializar Dializada
Muestra Gastrica
ET/L pmol ET/L umol ET/L
umol ET/L
Jugo Comercial 1134 1573 738 253
Jugo Comercial Enriquecido 2053 2434 1151 779
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Estabilidad Fase

Muestra o
Dializada %
Jugo Comercial 22
Jugo Comercial Enriquecido 38

Estabilidad antioxidante método FRAP

» Digesti6n o -
Inicial umol o Sin Dializar Dializada pmol
Muestra Gastrica pmol
ET/mL pmol ET/mL ET/mL
ET/mL
Jugo Comercial 17 12 11 8
Jugo Comercial
) ) 46 50 26 16
Enriquecido
Estabilidad Fase
Muestra o
Dializada %
Jugo Comercial 49
Jugo Comercial + Adicion 34

Subproducto Encapsulado

50



Anexo 6. Resultados del andlisis estadistico

ANOVA unidireccional: Inicial DPPH vs. Muestra

Fuente GL SC CM F P

Muestra 1 659.926 659.926 902.24 0.000
Error 4 2.926 0.731

Total 5 662.852

S = 0.8552 R-cuad. = 99.56 % R-cuad. (ajustado)= 99.45 %

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
Muestra N Media Agrupacidén
JC + Adicidén 4 $ 3 48.601 A

Jugo Comercial 3 27.626 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Dializada DPPH vs. Muestra

Fuente GL SC CM F P

Muestra 1 1132.46 1132.46 128.37 0.000

Error 4 35.29 8.82

Total 5 1167.75

S = 2.970 R-cuad. = 96.98 % R-cuad. (ajustado) = 96.22 %
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
Muestra N Media Agrupacidén

JC + Adicién 4 % 3 53.471 A

Jugo Comercial 3 25.994 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Inicial ABTS vs. Muestra

Fuente GL SC CM F P
Muestra 1 506.631 506.631 3022.79 0.000
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Error 4 0.670 0.168
Total 5 507.302

oe

S = 0.4094 R-cuad. = 99.87 % R-cuad. (ajustado) = 99.83
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
Muestra N Media Agrupacidén

JC + Adicién 4 & 3 41.053 A

Jugo Comercial 3 22.674 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Dializada ABTS vs. Muestra

Fuente GL SC CM F P
Muestra 1 166.346 166.346 1290.86 0.000
Error 4 0.515 0.129

Total 5 166.862

o

S = 0.3590 R-cuad. = 99.69 % R-cuad. (ajustado) = 99.61
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
Muestra N Media Agrupacidén

JC + Adicién 4 & 3 15.585 A

Jugo Comercial 3 5.055 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Inicial FRAP vs. Muestra

Fuente GL SC CM F P

Muestra 1 1298.119 1298.119 1656.53 0.000
Error 4 3.135 0.784

Total 5 1301.253

oe

S = 0.8852 R-cuad. = 99.76 % R-cuad. (ajustado) = 99.70

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Muestra N Media Agrupacidn
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JC + Adicidén 4 $ 3 46.064 A
Jugo Comercial 3 16.646 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Dializada FRAP vs. Muestra

Fuente GL SC CM F P

Muestra 1 86.6342 86.6342 1195.60 0.000
Error 4 0.2898 0.0725

Total 5 86.9240

oe

S = 0.2692 R-cuad. = 99.67 % R-cuad. (ajustado) = 99.58
Agrupar informacién utilizando el método de Tukey
Muestra N Media Agrupacidn

JC + Adicidén 4 $ 3 15.7668 A

Jugo Comercial 3 8.1671 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Efecto de la digestidon in-vitro sobre la capacidad
antioxidante medido por el método DPPH en el jugo comercial.

Anédlisis de Varianza

Fuente GL SC MC F P

Jugo Comercial 3 196,4 65,47 2,21 0,165

Error 8 237,0 29,62
Total 11 433,4

Resumen del modelo

S= 5,44267 R-cuad=45,32% R-cuad (ajustado)= 24,82%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Jugo Comercial N Media Agrupacidn

Digestién Géstrica 3 36,576 A
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Sin Dializar 3 30,93 A B
Fase Inicial 3 27,626 B
Dializada 3 25,99 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Efecto de la digestion in-vitro sobre la capacidad

antioxidante medido por el método DPPH en el jugo comercial enriquecido.

An&lisis de Varianza

Fuente GL SC MC F P
JC+Adicidén 3 1534,18 511,394 248,57 0,000
Error 8 16,46 2,057

Total 11 1550,64

Resumen del modelo

S= 1,43433 R-cuad.= 98,94% R-cuad (ajustado) 98,54%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

JC+Adicidén N Media Agrupacidn
Digestidén Géastrica 3 76,445 A

Sin Dializar 3 69,107 B
Dializada 3 53,47 C

Fase Inicial 3 48,601 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Efecto de la digestion in-vitro sobre la capacidad

antioxidante medido por el método ABTS en el jugo comercial.

Anadlisis de Varianza

Fuente GL sC MC Valor F Valor p
Jugo Comercial ABTS 3 2850714 950238 1323, 60 0,000
Error 8 5743 718

Total 11 2856457
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Resumen del modelo

S= 26,7940 R-cuad= 99,80% R-cuad. (ajustado) 99,72%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Jugo Comercial ABTS N Media Agrupacidén
Digestidén Géstrica 3 1572,8 A

Fase Inicial 3 1133,7 B

Sin Dializar 3 737,8 C
Dializada 3 252,73 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Efecto de la digestion in-vitro sobre la capacidad

antioxidante medido por el método ABTS en el jugo comercial enriquecido

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC MC Valor F Valor p
JC+Adicidén ABTS 3 5324990 1774997 613,39 0,000
Error 8 23150 2894

Total 11 5348140

Resumen del modelo

S= 53,7934 R-cuad.= 99,57% R-cuad. (ajustado)= 99,40%

Agrupar informacidén utilizando el método de Tukey

JC+Adicidén ABTS N Media Agrupacién
Digestién Géstrica 3 2433,80 A

Fase Inicial 3 2052, 6 B

Sin Dializar 3 1151,3 C
Dializada 3 779, 3 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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ANOVA unidireccional: Efecto de la digestion in-vitro sobre la capacidad

antioxidante medido por el método FRAP en el jugo comercial.

Andlisis de Varianza

Fuente GL SC MC Valor F Valor p
Jugo Comercial FRAP 3 110,015 36,6716 50,63 0,000
Error 8 5,795 0,7244

Total 11 115,810

Resumen del modelo

S= 0,851096 R-cuad.= 95,00% R-cuad. (ajustado)= 93,12%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

Jugo Comercial FRAP N Media Agrupacidn
Fase Inicial 3 16,646 A
Digestidén Géstrica 3 12,067 B

Sin Dializar 3 11,363

Dializada 3 8,167 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA unidireccional: Efecto de la digestion in-vitro sobre la capacidad

antioxidante medido por el método FRAP en el jugo comercial enriquecido.

Anadlisis de Varianza

Fuente GL SC MC Valor F Valor p
JC+Adicidén FRAP 3 2445,20 815,068 8623,99 0,000
Error 8 0,76 0,095

Total 11 2445,96

Resumen del modelo
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S= 0,307427 R-cuad= 99,97% R-cuad. (ajustado)= 99, 96%

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

JC+Adicidén FRAP N Media Agrupacién
Digestién Gastrica 3 50,334 A

Fase Inicial 3 46,0064 B

Sin Dializar 3 25,572 C
Dializada 3 15,7668 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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