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RESUMEN

Murta (Ugni molinae T.) es una baya endémica del sur de Chile, muy apreciada por su alto
contenido de compuestos bioactivos beneficiosos para la salud. Para prolongar la vida util
de la fruta se utiliza el proceso de deshidratacion. Sin embargo, los compuestos bioactivos
estan expuestos a la degradacién durante el procesamiento, lo que aminora la calidad de
los productos alimenticios secados. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de
métodos de secado, tales como la liofilizacion, el secado al vacio y el secado convectivo
sobre las bayas de murta, usando como parametros de control los cambios en la calidad
de los compuestos bioactivos, tales como polifenoles totales, antocianinas totales vy
capacidad antioxidante. Se investigé también la calidad de estos compuestos bioactivos
en las bayas de murta después de cada tratamiento de secado a través de una simulacién
gastrointestinal in vitro, considerando la etapa bucal, gastrica final, intestinal inicial, medio
y final. Los polifenoles fueron analizados por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu,
mientras que el contenido de antocianinas totales mediante el método de diferencial de
pH y el perfil de antocianinas por HPLC-DAD. La capacidad antioxidante se determiné a
través del método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhydrazilo) y ORAC. Se encontré que los
métodos de secado presentaron diferencias significativas sobre los compuestos bioactivos
y la capacidad antioxidante de las bayas secadas de murta. El proceso de liofilizaciéon
causo la menor degradacion de los compuestos bioactivos, seguido por el secado al vacio
y por ultimo el secado por conveccion. En la simulacién gastrointestinal in vitro, durante la
etapa gastrica final, se reporta el mayor porcentaje de bioaccesibilidad de polifenoles en la
murta liofilizada con un 96% de liberacion. En el caso de las antocianinas, éstas
alcanzaron en la murta fresca el mayor porcentaje de bioaccesibilidad con 65% durante la
etapa gastrica final, similar en la murta secada al vacio (63%). Durante la etapa intestinal
no fue posible detectar antocianinas por el método diferencial pH. Dos antocianinas,
cianidina-3-glucésido y peonidina-3-glucésido fueron identificadas por HPLC-DAD.
Finalmente, se encontr6 que la capacidad antioxidante se mantuvo relativamente estable
durante todo el proceso digestivo, tanto en la murta fresca como en las deshidratadas por
los distintos métodos, alcanzando altos porcentajes de bioaccesibilidad que van de 61% a

127%. Los resultados experimentales demostraron que la calidad de los productos de las



bayas de murta en cuanto a los compuestos bioactivos, es afectada significativamente por
el proceso de secado, siendo la liofilizacion el método que mejor conserva las
propiedades beneficiosas de la murta. En este estudio, se logré cuantificar el efecto de

tres diferentes métodos de secado sobre bayas de murta, considerando la calidad de los

compuestos bioactivos.



ABSTRACT
Murta (Ugni molinae T.) is an endemic berry of Southern Chile and is highly appreciated
for its high content of health-promoting bioactives compounds. In order to prolong shelf-life
of the fruit, drying process is used. However, the bioactive compounds are degraded
during processing, which negatively affects quality of the dried food products. The aim of
this study was to determine the effect of drying methods, like freeze-drying, vacuum drying
and convective hot-air drying, using as control parameters the changes in quality of the
bioactive compounds, namely total phenolics, total anthocyanins and antioxidant activity.
The quality of these bioactive compounds after each drying treatment was also
investigated through an in-vitro gastric-intestinal simulation process, considering bucal,
gastric (final) and intestinal (initial, middle and final) steps. Total phenolics were
determined using the colorimetric method of Folin-Ciocalteu, while total anthocyanin was
determined by pH differential method and anthocyanin profile by HPLC-DAD. DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrilhydrazyl) free radical scavenging method as well as ORAC assay were
used to determine antioxidant activity. It was found that the drying methods had
significantly different effects on the bioactive compounds and antioxidant activity of the
dried murta berries. Freeze-drying caused the least degradation of the bioactive
compounds, followed by vacuum drying and finally convective hot-air drying. During the in
vitro gastric-intestinal simulation the highest bioaccessibility of polyphenolics (96%) was
observed in freeze-dried murta. As to anthocyanins, bioaccessibility with 65% was highest
in fresh murta, similar to the case of vacuum-dried murta berries (63%). During the
intestinal step anthocyanins were not detected by the pH differential method. Two
anthocyanins, cyanidin-3-glucoside y peonidin-3-glucoside were identified by HPLC-DAD.
Finally, antioxidant capacity was found to remain relatively stable during the whole
digestive process, in fresh as well as in all samples dehydrated by the different methods,
achieving high bioaccessibility ranging from 61% to 127%. The experimental results
showed that the quality of murta berries, so long bioactives are concerned, is being
affected significantly by drying process, whereby freeze-drying is the method which best
preserved the beneficial properties of murta berries. This study achieved a quantification of
the effects caused by three different drying methods, under consideration of the quality of

the bioactive compounds.



1 INTRODUCCION

‘Murtilla’, ‘mutilla’ o ‘murta’ (Ugni molinae Turcz) es una especie endémica de Chile
que se encuentra en forma silvestre en las zonas marginales costeras desde el centro al
sur del pais, entre la Regién del Maule y la Region de Aysén, perteneciente a la familia
Myrtaceae. El aroma de la baya de murta es descrita como afrutado, dulce y floral y es
consumida mayormente como fruta fresca, aunque, jugos, mermeladas, jaleas, y licores

son preparados también (Scheuermann et al., 2008).

Murta, como otras bayas en sudamérica posee una rica y diversificada
composicién de compuestos bioactivos con propiedades beneficiosas para la salud
(Reyes et al., 2010; Speisky et al., 2008) ademas se considera una fuente valiosa de
pectina de alta calidad que tiene una composicidn quimica similar a la pectina citrica
comercial (Taboada et al., 2010). Segun la definicion de Kitts (1994) los compuestos
bioactivos son constituyentes "extranutritional" en pequefas cantidades en productos
vegetales y alimentos ricos en lipidos, son compuestos esenciales y no esenciales (por
ejemplo, vitaminas o polifenoles), son parte de la cadena alimentaria, y se ha demostrado

que tienen un efecto sobre la salud humana (Biesalski et al, 2009).

Los polifenoles son sustancias con dos o mas anillos aromaticos y, al menos, un
sustituyente hidroxilo (Badui S, 2006). Se ha demostrado que una dieta rica en polifenoles
vegetales puede mejorar la salud y disminuir la incidencia de enfermedades
cardiovasculares. (Schroeter et al, 2006; Perez et al., 2009). Los compuestos
polifendlicos reaccionan facilmente con un azucar o un &cido organico, como los
flavonoides y las antocianinas, o entre si para formar polimeros, como los taninos (Badui,
2006). Las principales clases de polifenoles en las bayas son flavonoides (antocianinas,
flavonoles, flavanoles) condensados, taninos hidrolizables, estilbenoides (resveratrol), y
acidos fendlicos (Seeram, 2008). Estudios realizados en la baya de murta han identificado

flavonoides (antocianinas), taninos y acidos fendlicos (Rodriguez et al., 2014).

Entre los polifenoles identificados en murta por HPLC se encuentran el acido
galico, catequina, quercetina 3-B-D-glucosido, miricetina, quercetina, canferol (Alfaro et

al., 2014); mientras, Shene et al. (2009) reportan miricetina glucésido, quercetina



glucurénido y quercetina ramnésido en extracto de murta obtenido con agua/etanol

(50:50), cuyas estructuras se presentan en la FIGURA 1.
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FIGURA 1. Compuestos fendlicos identificados en extractos etandlicos de murta fresca.

a) quercetina, b) catequina, c) miricetina, d) canferol, e) cianidina, f) peonidina.

Los compuestos polifendlicos se han asociado con la actividad antioxidante y
antimicrobiana de esta especie nativa (Shene et al.,, 2009; Rubilar et al., 2011; Alfaro et
al., 2013). Estudios han reportaron que la actividad antioxidante de los frutos de murta son
comparables con el arandano, pero inferior al maqui (Aristotelia chilensis) y al calafate

(Berberis microphylla) (Ruiz et al., 2010).

Las antocianinas son un grupo de pigmentos polifendlicos responsables de los
colores en las frutas, solubles en agua que se encuentra ampliamente en las bayas que
pueden actuar como captadores de radicales libres y atenuantes del estrés oxidativo
(Pojer et al., 2013). Contienen como aglucén un nucleo flavilo al cual se une una fraccién
de azucar (glucosa, ramnosa, galactosa, arabinosa, xilosa y acido glucurénico) por medio
de un enlace pB-glucosidico (Badui, 2006). Calafate, maqui y murta son bayas
antioxidantes considerados super frutas debido a su alto contenido de compuestos

fendlicos incluyendo varias antocianinas (Delporte et al, 2007; Ruiz et al, 2010, 2013);




entre las cuales se han identificado en murta: cianidina-3-glucésido y peonidina-3-

glucésido (FIGURA 1) y la catequina flavan-3-oles y epicatequina (Ruiz et al., 2010).

Los antioxidantes son sustancias que neutralizan los radicales libres dafinos en el
cuerpo. (Huang et al,2005); también pueden ser llamados captadores de radicales,
interruptores de cadena, o reductores. El sistema de defensa antioxidante es responsable
de la proteccion celular contra el estrés oxidativo ( Williamson et al.,2005; Yu, 1994,
Rolfes et al, 2009). El contenido total de compuestos fendlicos o flavonoides han
mostrado una alta correlacion con la capacidad antioxidante de las bayas de murta, que
puede ser considerado un cultivo valioso por las propiedades funcionales notables y el
alto contenido de compuestos bioactivos. Por lo tanto, es una excelente fuente de

antioxidantes y componentes bioldgicamente activos (Rodriguez et al., 2014).

Los compuestos bioactivos de las bayas presentan variacién dependiendo de la
variedad, ubicacién de crecimiento, las condiciones ambientales, estado de madurez, y el
tiempo de la cosecha, asi como las condiciones de almacenamiento (Skrovankova et al.,
2015). Debido a que la murta se produce sobre una base estacional de marzo a mayo
(Alfaro et al., 2013), el proceso de secado es una tecnologia postcosecha apropiada,
prolonga la vida util de la fruta y preserva su calidad y la estabilidad mediante la reduccién
de la actividad de agua a través de una disminucion en el contenido de humedad,
evitando asi el deterioro por mohos durante el almacenamiento (Akpinar y Bicer, 2005). El
proceso de secado es capaz de mantener en la murta las propiedades antioxidantes
proporcionadas por los componentes polifendlicos (Kwok et al., 2004; Lépez et al, 2010;
Mejia-Meza et al., 2010). Estudios recientes han demostrado que la retencion de los
compuestos polifendlicos y la actividad antioxidante depende de la técnica aplicada vy
principalmente de la temperatura usada para el secado convencional (Reyes et al., 2009;
Reyes et al., 2010; Puente-Diaz et al., 2013).

El secado por conveccidn con aire caliente sigue siendo ampliamente utilizado
para producir productos secos, debido a sus bajos costos (Soysal et al., 2009). Sin
embargo, este método provoca la degradacién de nutrientes importantes (Marfil et al.,
2008; Figiel 2010) asi como la alteracion del color (Chua et al., 2001). Esta técnica se ha

investigado en diferentes bayas, y es comunmente usada por la industria alimentaria



(Lewicki, 2006). Sin embargo, el inconveniente del secado por conveccion es la
disminucion en el contenido de compuestos polifendlicos, el contenido de antocianinas
totales y la actividad antioxidante, el cual varia en algunos casos de 24 a 82,6% en
arandano como en otras bayas. La variacion depende principalmente de la temperatura
aplicada, que es normalmente entre 50 y 90 °C, y el tiempo de secado, lo que podria ser
de hasta 10 horas (Kwok et al., 200; Stojanovic y Silva, 2007; Wojdyto et al., 2009; Lopez
et al., 2010; Mejia-Meza et al., 2010).

El secado al vacio es una alternativa que permite secar las frutas sin exponerlas a
alta temperatura, eliminando la humedad a baja presién (Jaya y Das, 2003), por lo que la
ausencia de aire durante la deshidratacion disminuye las reacciones de oxidacién. Por lo
tanto, el color, la textura y sabor de los productos secos se mejoran. Sin embargo, el
secado al vacio tiene un alto costo de instalaciéon y operacién (Woodroof y Luh 1986).
Como un resultado de secado al vacio, los productos obtenidos han mostrado una mejor
calidad en relacidbn con la retencion de nutrientes y compuestos de aroma, en
comparacion con el secado convencional (Jaya y Das 2003), ademas de un método

adecuado para la retencion de antioxidantes fendlicos (Mejia-Meza et al., 2008).

La liofilizacién de los productos biolégicos es considerada como la mejor técnica
de eliminacién del agua para obtener productos finales de alta calidad, en comparacién
con otras técnicas de deshidratacién (Irzyniec, et al., 1995; Krokida, et al., 1998), para la
conservacion de alimentos. La conservacion y la retencion de los atributos, tales como la
forma, la apariencia, el sabor, el color, la textura, la porosidad, la calidad de los nutrientes
y la actividad bioldgica de las muestras liofilizadas, hacen que esta técnica sea uno de los
procesos mas atractivo para el secado de materiales alimenticios. (Norshahida et al.,
2001). Por otra parte, durante el tratamiento de liofilizacion puede haber una posibilidad
de disminuciéon en el contenido de antioxidantes debido a la degradacién de ciertos
compuestos; el costo operativo de la liofilizacion es alto y el tiempo de secado muy largo,
comparando con otros métodos de secado convencionales (Marques et al., 2006); se
recomienda generalmente para la conservacion de los polifenoles en las bayas (de Torres
et al., 2010; Grace et al, 2012).



Bioaccesibilidad se define como la proporcién de los nutrientes liberados de una
matriz de los alimentos y por lo tanto potencialmente disponible para la absorcion en el
tracto gastrointestinal (Stahl et al., 2002). Para la determinacion de la bioaccesibilidad de
nutrientes en los alimentos se pueden usar métodos in vivo y/o in vitro (Silva de Lima et
al., 2014). El método in vitro es la aplicacién de un sistema de la digestion gastrointestinal
simulado, usando pepsina en la fase gastrica y una mezcla de sales de pancreatina y
biliares durante el tracto intestinal. (Kulkarni et al., 2007). La naturaleza de los
compuestos bioactivos, su estabilidad y su actividad antioxidante depende de muchos
factores, tales como la matriz del alimento, el pH, la temperatura, la presencia de
inhibidores o potenciadores de la absorcion, la presencia de enzimas, el huésped y otros
factores relacionados (McDougall et al., 2005, Saura-Calixto et al., 2007 y Tagliazucchi et
al., 2010).

El tracto gastrointestinal puede ser considerado como un extractor eficiente, donde
se extrae una parte de los fitoquimicos contenidos en matrices de alimentos y se convierte
en disponible para la absorcién en el intestino (Saura-Calixto et al., 2007 y Tagliazucchi et
al., 2010). Basado en un estudio in vitro, se ha demostrado que en el proceso de digestiéon
se reduce el contenido de compuestos bioactivos (Cilla et al., 2009). Otros estudios han
probado que después de la digestion gastrica e intestinal solo el 62% de los polifenoles

presentes originalmente en las uvas fueron bioaccesibles (Tagliazucchi et al., 2010).

Por lo anterior se plantea la siguiente hipotesis:

Hipodtesis
La aplicacion de procesos de conservacién a murta (Ugni molinae Turcz), podrian afectar

a los compuestos bioactivos de esta fruta, asi como también a su capacidad antioxidante

y bioaccesibilidad de los mismos.
Objetivo general

Determinar el efecto de procesos de secado en los compuestos bioactivos tales como:
Polifenoles totales y antocianinas totales como también la capacidad antioxidante y

bioaccesibilidad en murta.



Objetivo especifico

1.

Comparar los contenidos de polifenoles y antocianinas totales en murta fresca y
murta secada por conveccién, al vacio y liofilizacion.

Comparar la capacidad antioxidante (DPPH y ORAC), en murta fresca y murta
secada por conveccion, al vacio y liofilizacion.

Determinar la bioaccesibilidad de los polifenoles, antocianinas totales, capacidad
antioxidante (DPPH y ORAC) en cada etapa de la digestion in vitro de murta fresca

y murta secada por conveccion, al vacio y liofilizacion.



2 MATERIAL Y METODOS

2.1 Ubicacion del estudio

El presente trabajo de investigacion se realizé en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de
los Alimentos (ICYTAL) perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias de la

Universidad Austral de Chile, en la ciudad de Valdivia, Chile.

2.2 Materiales

2.2.1 Materia prima La murta utilizada en el estudio fue comprada en el mes de marzo
del ano 2016 en la feria fluvial de Valdivia, la cual provenia del sector Los Pellines,
Curinanco, esta fue almacenada a -20°C (IMAGEN 1), para posteriormente ser utilizada

en el estudio.

2.2.2 Reactivos y equipos: Estufa (Memmert 100-800, Alemania), espectrofotémetro
(Rayleigh, modelo UV-1601, CHINA), pH-metro Fischer Accumet modelo 210 vy
colorimetro electronico analizador de liquidos LMT1 Dr. LANGE. Espectrofluorometro de
microplacas Gemini XPS, Cromatografo de Liquidos Waters Alliance™ HPLC System
2690 Separations Module acoplado a Waters 2996 Photo Diode Array (PDA) Detector.
Los reactivos Folin-Ciocalteu, carbonato de sodio anhidro p.a., acido galico (anhidro, para
sintesis), Trolox, DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), éter de petréleo 0.1 N, acetona 85

% vlv, carbonato de calcio precipitado, fueron adquiridos de Merck, Chile.



2.3 Metodologias

2.3.1 Técnicas de secado: Los frutos de murtilla se deshidrataron mediante secado
convectivo por aire caliente a 65°C (IMAGEN 2), el secado convectivo por aire caliente se
llevd a cabo usando un horno (modelo Memmert UFE 400, Alemania) con conveccion de
aire y control de temperatura hasta humedad constante. El secado al vacio se llevd a
cabo usando una estufa de vacio (modelo JEIO, OV-11, Corea del Sur) y a temperatura
de 65°C, hasta humedad constante (IMAGEN 3). Se utilizé un liofilizador (Virtis, modelo

Benchtop K, Estados Unidos) para el secado por congelacion con matraces de fondo

redondo a una presion de vacio de 0,05 milibares y la temperatura del condensador a -55
°C (IMAGEN 4).

IMAGEN 2. Murta secada por conveccion IMAGEN 3. Murta secada al vacio

IMAGEN 4. Murta liofilizada



2.3.2 Determinacion de Humedad. Este método esta basado en la determinacion
gravimétrico de la pérdida de masa de la muestra desecada hasta un peso constante en
estufa al aire (AOAC, 1995Db).

2.3.3 Extraccion de compuestos. Para la extraccion de compuestos de la fruta. Se
pesaron 4 gramos de fruta en un tubo Falcon; estas se trituraron con una baqueta de
vidrio y se aforan a 50 ml con metanol acidulado (metanol 0,01%HCI). Las muestras
fueron agitadas por una hora y dejadas en reposo por 48 horas, después de este tiempo
se vuelven a agitar por 30 min y las muestras se centrifugan a 12000 rpm por 20 min. Las

mediciones se realizaron en triplicado.

2.3.4 Simulacion digestion gastrointestinal in vitro. Para la digestion in vitro se utilizé
el método descrito por Tenore et al. (2013), con algunas modificaciones. En la digestiéon
bucal se mezclan 20 gramos de fruta con 6 ml de saliva artificial, compuesta por 5,21 mg
mL"' de NaHCOs;, 0,88 mg mL"' de NaCl, 0,48 mg mL" de KCI, 0,44 mg mL" de
CaCl,.2H,0, 1,04 mg mL" de K:HPO4, 2,16 mg mL"' de mucina y 0,1 mg mL™" de a-
amilasa diluida en agua ultrapura, el pH se ajusté a 6,8 con acido clorhidrico (HCI) 0,1 N
(Poinot et al., 2009). La mezcla fue introducida en una bolsa plastica que contenia 40 mL
de agua ultra pura y fue homogeneizada en un Stomacher durante 3 minutos, para
simular la masticacién. Para iniciar la etapa gastrica se adicionan 5 mL de pepsina (1 mg
mL, 14800 U) disuelto en agua ultrapura ajustando el pH de la digestion a 2,0 con HCI 6
N, posteriormente se incuba en un bafo de agua termoregulado a 37°C por 2 horas a 250
rom. Se continua con la fase intestinal, ajustando el pH a 6,5 con NaHCO3; 0,5N y se
agrega 5 ml de una mezcla de pancreatina (4,0 mg mL™") y sales biliares (50 mg mL™"); se

incuba en un bafio a 37°C durante 2 horas a 250 rpm.

2.3.5 Determinacion de contenido de polifenoles totales. Los polifenoles se
determinaron por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteau. Este método opera
reduciendo los polifenoles en una solucién alcalina, resultando la formaciéon de un
complejo de coloracién azul. Segun lo sefalado por Singleton y Rossi (1965), citados por
Stanisavlejevic et al., (2014), los polifenoles fueron determinados como acido galico
equivalente (EAG) por el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (FC). A 50 pL de
extracto se afiadieron 3150 puL de agua desionizada, 200 pL de reactivo de FC y 600 uL
de carbonato de sodio (Na2CO3+5H20) al 20 %; la mezcla se agité y se dejo en oscuridad
por 2 horas. Transcurrido el tiempo, se ley6é la absorbancia a 765 nm en un

espectrofotdmetro, se midid en triplicado la absorbancia a 765 nm. Los valores se
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expresaron en (mg AGE/100 g de muestra seca). Para el calculo de bioaccesibilidad de

polifenoles totales se utilizé la siguiente ecuacion:

[% Bioaccesibilidad = (Cantidad digerida/Cantidad extraida)x100] Ec.1

Donde “Cantidad extraida” corresponde a la cantidad inicial de polifenoles totales de la
fruta o fruta secada (mg EAG/100 g) y “Cantidad digerida” pertenece al analisis de la

muestra al final de la digestién (Briones-Labarca et al. 2011).

2.3.6 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método del radical DPPH.
La capacidad antioxidante se determiné a través de la decoloracion del radical libre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH), propuesto por (Brand-Williams et al., 1995). La muestra
que se quiere analizar se mezcla con 2,9 ml de DPPH en metanol con una absorbancia de
0,8. A la muestra se le miden los valores de absorbancia a 515 nm después de 30 min. La
capacidad antioxidante se expresé en Trolox equivalente (umol TE/100 g). Para
cuantificar la inhibicién se realizé una curva de calibracion, usando el reactivo de Trolox a
concentraciones de 250, 500, 750 y 1000 umol Trolox/pL. Usando como blanco DPPH a
una absorbancia de 0,8 equivalente a 1 mM. La reaccién se llevdo a cabo durante 30
minutos, midiendo la absorbancia en el espectrofotdmetro a 515 nm a intervalos de 10
min.

Para el calculo de bioaccesibilidad de la capacidad antioxidante se utilizé la ecuacion 1.

2.3.7 Determinacion de la capacidad antioxidante por el método ORAC.

El ensayo ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) se basd en el procedimiento
descrito por Ou et al (2001) con algunas modificaciones. La reaccion fue llevada a cabo
en buffer fosfato 75 mM (pH 7,4), y la mezcla de reaccion final fue de 270 ul. Se colocaron
soluciones antioxidantes (45 pl), fluoresceina (175 ul, 70 nM, concentracion final) en cada
pocillo de la microplaca. La mezcla fue preincubada por 30 min a 37 °C, la solucién de
AAPH (50 ul, 20 mM, concentracion final) se anadié rapidamente usando una micropipeta
multicanal. La microplaca se colocd inmediatamente en el espectrofluorémetro de
microplacas de doble exploracion Gemini XPS durante 60minutos, las lecturas de
fluorescencia fueron registradas cada 3 minutos. La microplaca se agité automaticamente
antes de cada lectura. También se llevd a cabo un ensayo en blanco (FL + AAPH)

utilizando buffer fosfato en lugar de la solucidon antioxidante y cuatro soluciones de
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calibracion utilizando Trolox como antioxidantes en cada ensayo. Las soluciones de
calibracion de Trolox fueron de 6, 12, 18 y a 24 uM. Todas las reacciones fueron llevadas
a cabo en ftriplicado. Los valores de ORAC se expresaron como UM de equivalente

Trolox / 100 g masa seca.

2.3.8 Determinaciéon del contenido de antocianinas totales. El contenido de
antocianinas fue determinado segun el método descrito por (Cheng y Breen, 1991). Para
jugo de frutas; el extracto fue diluido con buffers de pH 1 y 4,5 para luego medir la
absorbancia a 510 nm. Se eliminé la turbidez presente midiendo la absorbancia a 700 nm

y sustrayendo este valor de la absorbancia a la longitud de onda de 510 nm (Ecuacién 2).

A= [(As10 — A700)pr=1,0 — (As10 — A700) pri=a,5] Ec.2

La concentracion de antocianinas (C) se determiné mediante la siguiente férmula

expresada en (mg /L)

AXPMXFD
c=22T T 1000 Ec.3
eXL

Para el calculo del contenido de antocianinas se utilizé el peso molecular (PM) y el
coeficiente de extincién molar (¢) del pigmento antociano presente en mayor proporcién.
En la murta se encuentra cyanidina-3-glucésido con PM de 449,6 g/mol y ¢ de 29600
mol cm? (Wang et al. 2000). En la ecuacién 3, A es el delta absorbancia, FD es el factor
de dilucion de la muestra y L es la longitud en cm. Para el calculo de la bioaccesibilidad se
utilizara la ecuacion 1.

2.3.8 Metodologia de deteccion de antocianinas por HPLC-DAD. Para la deteccion de
antocianinas presentes en murta se utilizaron las siguientes condiciones cromatografias
descritas en el CUADRO 1:

CUADRO 1: CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Columna XTERRA C18

Temperatura de columna 30°C

Fase movil Acido trifluoracetico 0,3%(A) / acetonitrilo (B)
Flujo 0,7 ml/min

Tiempo de corrida por muestra 60 min
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Deteccion (nm) 520
Volumen de inyeccion 20 ym
Modo Gradiente

Perfil de gradiente.

Tiempo (min) Fase A Fase B
(Acido trifluoroacetico 0,3%) (acetonitrilo)

95% 5%

95% 5%
4,5 90% 10%
27 85% 15%
47 45% 55%
48 10% 90%
50 10% 90%
51 95% 5%
60 95% 5%

2.4 Diseno experimental

El disefio experimental que se considera para la realizacion del estudio es el
completamente aleatorizado. El tratamiento consiste en someter la baya de murta bajo 3
métodos de deshidratacion constituyendo un arreglo factorial de 1X3 evaluado en las 5
etapas de la simulacién gastrointestinal in vitro. Se considera la baya de murta como la
unidad experimental y 3 repeticiones por cada tratamiento. Las variables a evaluarse son
el contenido de polifenoles totales, antocianinas totales, capacidad antioxidante (DDPH y
ORAC).

Para el analisis estadistico, y en el caso de las variables cuantitativas, se aplicé el analisis
de varianza para medidas repetidas en las etapas de la digestion sobre la misma unidad
experimental. Cada etapa de la digestién se considera el factor de medida. En los casos
donde se encuentren efectos significativos al 5 %, se realizaran pruebas de rangos

multiples de Tukey.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

En este trabajo por primera vez se estudia el efecto de los procesos de conservacion
sobre la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos. Para ello se utilizd6 un procedimiento
de digestion in vitro para simular el proceso de la digestion gastrointestinal humano e
investigar la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de la
murta (Ugni molinae T.) en estado fresco, y bajo tres condiciones de secado (convectivo,

al vacio y liofilizacion).
3.1 Determinaciéon de contenido de humedad

Segun el método de determinacion gravimétrico de la pérdida de masa, se obtuvo que el
contenido de humedad en fruta fresca utilizada en este estudio es de 77,5 £ 0,35%,
liofilizada 0,5 + 0,21%, secada al vacio 4,91 = 0,27% y secada por convecciéon 12,90 *
0,42%. Segun Schmidt-Hebbel (1990), la humedad en murta corresponde a un 77,2%, lo
cual concuerda con lo obtenido en el presente estudio. En el CUADRO 2 se detalla
ademas el tiempo de secado para cada uno de los tratamientos.

CUADRO 2. TIEMPO DE SECADO Y PORCENTAJES DE HUMEDAD DE MURTA FRESCA
Y SECADA CON LOS DIFERENTES METODOS

Tratamiento Tiempo de secado (h) Humedad (%)
Murta fresca (control) 77,5 0,35
Liofilizada (10 mTorr/-80°C) 675 0,5+0,21
Secada al vacio (70 mmHg/65°C) 7,5 4914027
Secada por conveccion (65°C) 12,5 12,94 0,42

3.2 Ensayos preliminares

Se realizé un estudio previo donde se secé murta fresca por convecciéon y vacio a tres
distintas temperaturas: 50 °C, 65 °C y 80 °C para ambos métodos secados, hasta una
humedad constante y se determinaron los contenidos de polifenoles totales (PFT),
antocianinas totales (CAT) y capacidad antioxidante por método de DPPH; tanto para la

murta fresca como para la murta secada con las tres temperaturas escogidas.

En el CUADRO 3 se muestran los resultados de los andlisis, tanto de la murta fresca
como de la murta después de haber sido secada por conveccion a tres temperaturas. Se

observé que el PFT, CTA y DPPH disminuyeron significativamente para los tratamientos a
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las tres temperaturas con respecto a la murta fresca, demostrando con ello que las altas

temperaturas afectan la estabilidad de los compuestos bioactivos.

La estabilidad de los compuestos a 50 °C, 65 °C y 80 °C entreg6 una diferencia altamente
significativa con un nivel de confianza del 99% siendo el menor a 50 °C esto debido a que
a menor temperatura se requiere de un mayor tiempo de secado para lograr la humedad
constante requerida, dejando a los compuestos mas expuestos al calor. La diferencia es
significativa entre PFT, CTA y DPPH obtenidos a 50 °C y 65 °C, no asi, entre los de 65 °C
y 80 °C.

CUADRO 3. CONTENIDO TOTAL DE POLIFENOLES, ANTOCIANINAS Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EN
MURTA FRESCA Y SECADA POR CONVECCION Y AL VACIO A TRES TEMPERATURAS

TRATAMIENTOS PFT™* CATZ* DPPH 3*

Fresca (control) 2451,5+90,5° 128,0+2,0° 14923,9 £ 657,9 °

Secado convectivo

80°C 815,0+12,5" 6,9+2,1° 2980,4 +76,7°"
65°C 631,9+12,1° 40+0,1° 2766,1+151,2°
50°C 315,6 £+62,5°¢ 09+0,1°¢ 2396,5+63,8°¢

Secado al vacio

80°C 678,0+64,6° 13,7+3,5°¢ 8085,5+35,1°
65°C 1059,9 + 18,8" 25,7+0,3° 8423,7+149,5°
50°C 914,6+£92,6° 18,5+2,0" 8115,8+63,5°

* Contenido Total de Polifenoles expresados en mg Equivalente de Acido Galico (EAG) /100g masa seca.

2* Contenido Total de Antocianinas expresados en mg Cianidin-3-glucosido /100 g masa seca.

3* Capacidad Antioxidante determinada por método de DPPH expresados en umol Equivalente de Trolox (ET) /100 g masa seca.
Resultados expresados con los valores de media + desviacidn estandar (n=3), letras diferentes dentro de cada fila indica que
existen diferencias estadisticamente significativas analizados por ANOVA y TUKEY (P<0,01).

En la CUADRO 3 se muestran los resultados de los analisis del contenido de polifenoles
totales, contenido de antocianinas totales y capacidad antioxidante por método de DPPH
en la murta fresca y la murta secada al vacio a tres distintas temperaturas. Se observd
que los valores de PFT, CAT y DPPH disminuyeron significativamente con respecto a la
murta fresca, demostrando con ello que las altas temperaturas y a bajo presion también

afectan la estabilidad de los compuestos bioactivos.

La estabilidad de los compuestos a 50 °C, 65 °C y 80 °C entregd una diferencia altamente
significativa con un nivel de confianza del 99% siendo el menor a 80 °C. La diferencia es
significativa entre PFT, CAT obtenidos a 80 °C y 65 °C, no asi, entre los de 65 °C y 50 °C
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para CAT y entre los de 50 °C y 80 °C para PFT. Para la capacidad antioxidante (DPPH)
no se presentan diferencias significativas entre las tres temperaturas, aunque se observo

el mayor valor a 65 °C.

Dado los resultados estadisticos se escogio secar la murta por conveccion y al vacio a la

temperatura de 65 °C.

3.3 Efecto de los tratamientos de secado en el contenido de polifenoles totales

En la FIGURA 2, se presentan los valores medio del contenido de polifenoles totales
expresados en mg EAG/100g masa seca para la murta fresca y cada uno de los
tratamientos de secado estudiados. Autores como Rodriguez et al., (2014); Rubilar et al.,
(2011) y Alfaro et al., (2014) reportaron valores de PFT que varian de entre 1010 £160 mg
EAG/100 g masa seca hasta 4941+399 mg EAG/100 g masa seca en la murta fresca; en
este estudio se detectaron 2451,53 mg EAG/100 g masa seca valor que esta dentro de la
gama de valores reportados tanto en murta como en zarzamora, frambuesa (Sariburun et
al., 2010), ciruelas, moras, arandanos y fresas (Balasundram et al., 2006.; Vasco et al.,
2008.; Fu et al., 2011). Las diferencias en PFT se debe a factores tales como metodologia
de extracciéon con diferentes solventes, factores climaticos, estado de madurez y ecotipo
(Romojaro et al. 2003; Alfaro et al. 2013).

En el presente estudio el tratamiento de secado influy6 significativamente (p<0.001) en el
contenido de polifenoles totales presentes de la murta fresca; la murta liofilizada reporta
1627,91 mg EAG/100 g masa seca y es el método que afecta este parametro en menor
medida, seguido del secado al vacio con 1059,88 mg EAG/100 g masa seca y el secado
convectivo con 631.90 mg EAG/100 g masa seca. Para el proceso de liofilizacion varios
autores reportaron porcentajes de pérdida de PFT que van desde el 10 al 40%
(Norshahida et al. 2011) para frutas tropicales: fruta estrella, mango, papaya, melon,
sandia; asi mismo en un estudio realizado por Asami et al. (2003) a frutillas cultivadas
bajo un sistema organico y convencional reportaron una pérdida del 31,5% luego de haber
sido secada por licfilizacion; Kwok et al. (2006) obtuvieron una pérdida del 34% de fenoles
totales para saskatun o baya de junio; porcentaje que se asemeja a la murta liofilizada de
este estudio con un 34% de pérdida como se muestra en la FIGURA 2; contrario a estos
resultados, Alfaro et al. (2014) reportaron que la liofilizacion tuvo un efecto positivo,
aumentando el PFT con respecto a la murta fresca de la variedad Red Pearl-INIA. Las

diferencias presentes en los valores de otros autores estan dadas por la temperatura del
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secado por liofilizacion que van desde -20 °C hasta -55 °C por 22 horas hasta 72 horas, el

proceso de liofilizacion en este estudio fue a -80 °C por 67 horas.

Para la murta secada al vacio y por conveccion a 65 °C de temperatura la pérdida del PFT
es de 57% y 74% respectivamente; mostrando con ello que el calor tiene un efecto
negativo disminuyendo en mayor medida los PFT en comparacién con el liofilizado. En un
estudio realizado por Mehmet et al. (2014) en arilos de granada secada al vacio a 55, 65 y
75 °C se reportd una disminucion del 51, 56 y 58% respectivamente del contenido de
fenoles totales con respecto a la fruta fresca, porcentajes que se asemejan a los
obtenidos en este estudio; por otro lado, Stéger-Maté et al. (2011) reportaron una
disminucion de 35% para grosella negra y Orak et al. (2011) 85% para frutillas. Kwok et al.
(2004), Rodriguez et al. (2014) y Chan et al. (2009) reportaron una disminucién altamente
significativa de entre 42 a 88% de fenoles totales para saskatun o baya de junio, murta y

jengibre secadas por conveccion a temperaturas que van desde 40 a 75 °C.

Los compuestos polifendlicos son susceptibles a los dafos térmicos y por ende su pérdida
durante varias operaciones de proceso (Skrede et al. 2010). Durante la operacién de
secado se podrian activar algunas enzimas oxidativas e hidroliticas, que pueden conducir
a las pérdidas de compuestos fendlicos (Larrosa et al. 2016); es por ello que la
deshidratacién en extractos de bayas tiene baja retencidn de los mismos al compararlos
con muestras no procesadas (Kwok et al., 2004). La disminuciéon de PFT estd muchas
veces acompanada por la pérdida de otras propiedades bioactivas (Roy et al., 2007). La
liofilizacion realizada a bajas temperaturas es el que presenta menor pérdida de PFT,

dado que los dafos térmicos y quimicos son limitados.
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FIGURA 2. Efecto de los tratamientos de secado sobre el contenido de polifenoles totales

en la murta.
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3.4 Efecto de los tratamientos de secado sobre el contenido de antocianinas totales

Existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media del contenido de
antocianinas totales (CAT) de las muestras de murta fresca (control), liofilizada, secada al
vacio y secada por conveccion, con un nivel del 99% de confianza (P <0,01). Se
determiné un contenido de antocianinas totales de 128 mg cianidina-3-glucésido/100 g
masa seca para la murta fresca o control, y en los procesos de deshidratacion donde
hubo una degradacion de las antocianinas se determinaron 50,44 mg; 25,75 mg y 4,04 mg
cianidina-3-glucosido/100 g masa seca para murta liofilizada, secada por conveccion vy
secada al vacio, respectivamente. Como se observa en la FIGURA 3 el proceso de
deshidratacién provocd una clara degradacion en estos compuestos; la murta
deshidratada por liofilizacion resulté tener la mejor retencién de las antocianinas con un
40%, a altas temperaturas al vacio se logré una retencion de s6lo 20% y por conveccién
de sblo 4%; siendo el método de secado por conveccion el que mas afectd el CAT, dado
el bajo porcentaje de retencion. EI CAT en murta fresca como en muchas otras frutas
varia de acuerdo a su estado de madurez, y la variedad. Alfaro et al. (2014) reportaron 7,8
mg cia-3-glu/100 g masa seca, por otro lado, Lépez et al. (2016) reportaron 75,52 mg cia-

3-glu/100 g masa seca y Ramirez et al. (2015) 685 mg cia-3-glu/100 g materia seca.

Es ampliamente conocido que las antocianinas son compuestos altamente vulnerables a
la temperatura, presencia de oxigeno, acido ascoérbico, cambios en el pH (Kirca et al.,
2003; Harbourne et al., 2008; Starr et al., 1968; Shrikhande et al., 1974; Kirca et al., 2007;
Fossen et al., 1998); es por ello que la mayor degradacion se presentd en las muestras de
murta secadas por conveccion llegando a un 96% de pérdida, lo que causé una
decoloracién como resultado de la larga exposicion a las altas temperaturas y el oxigeno
Alfaro, et al. (2014) y Lépez et al. (2016) reportaron 39% y 63% de pérdida de CAT para
murta respectivamente, las diferencias de los porcentajes pueden deberse a los distintos
métodos de extraccion junto con los distintos tiempos de deshidratacion; en frutillas Kwok
et al. (2004) reportaron 84% de pérdida, porcentaje que se acerca al obtenido en este
estudio. Seguido del secado convectivo, las muestras secadas bajo condiciones de vacio
son los segundos en presentar la mayor pérdida de CAT con un 80%, porcentaje que es
menor al del secado por conveccion puesto que en este método se evita el efecto por la
presencia de oxigeno dada su condicion de vacio. Es por ello que el proceso de
liofilizacion es el mas efectivo y el que causa menor degradacién de las antocianinas. Los

autores Alfaro et al. (2014); Lopez et al. (2016) y Kwok et al. (2004) reportaron una leve
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disminucion y ligero aumento del CAT, que puede ser debido a la ruptura de las paredes

celulares y la degradacién quimica asociada con la congelacion y posterior sublimacion.
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FIGURA 3. Efecto de los tratamientos de secado sobre el contenido de antocianinas

totales en la murta.

3.5 Efecto de los tratamientos de secado en la capacidad antioxidante por método
de DPPH y ORAC

Los resultados representados en la FIGURA 4 y el ANEXO 5 muestra la influencia de las
técnicas de secado en la capacidad antioxidante determinada con los métodos de DPPH y
ORAC en las muestras de murta fresca. La capacidad antioxidante esta correlacionada
con el PFT y CAT (Bunea et al. 2006), si bien el método de determinacion por ORAC
muestra contenidos mayores que los valores con método de DPPH es necesario sefialar
que los analisis se realizan con distintos tipos de radicales libre, que se utilizan para ser
neutralizado por los antioxidantes presentes en la muestra analizada. Aunque podemos
ver una clara tendencia en la capacidad antioxidante por los dos métodos segun se
muestra en la FIGURA 4; con la diferencia que en DPPH existen diferencias altamente
significativas en cada uno de los tratamientos de secado mientras que en el método de
ORAC no hay diferencias significativas entre la murta fresca (control) y liofilizada; pero si
existe diferencias significativas entre la murta fresca y la murta secada por conveccion y al
vacio. Por otro lado, los tratamientos con secado vacio y convectivo no presentan

diferencias estadisticamente significativas entre si.
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Los datos presentados expresados en ymol ET/100g masa seca indican que el secado
convectivo muestra una menor retencion de los compuestos tanto como en DPPH y
ORAC con 18% y 39% respectivamente; resultados similares reportaron Lépez et al.
(2016) con un 38% en murta secada por conveccion y analizada por método de ORAC. La
murta secada vacio logra una retencion de 56% DPPH y 52% ORAC (FIGURA 4); Lopez
et al. (2016) reportaron en su estudio una retencion de la capacidad antioxidante que va
de 51% a 75%, para distintos tipos de secado (secado vacio, secado asistido infrarrojo,
secado solar) donde se utiliza temperaturas de entre 50 °C a 70°C; porcentajes que esta
dentro de los obtenidos en este estudio. Por otro lado, Alfaro et al. (2016) y Joshi (2009)
reportaron un aumento de la capacidad antioxidante en murta y rodajas de manzanas
después de los tratamientos de secado (convectivo y vacio); relacionado al pardeamiento
u oscurecimiento, cambios en la composicion de polifenoles y posiblemente asociados

con el aumento de los compuestos de aglicona.

Asi como en PFT y CAT el proceso de liofilizacién resulta el mejor en retener los
compuestos con un 84%, porcentaje que se asemeja los obtenidos en murta (Lopez et al.
2016), saskatun o baya de junio (Kwok et al. 2004).
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FIGURA 4. Efecto de los tratamientos de secado sobre la capacidad antioxidante por
método DPPH y ORAC en la murta.
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3.6 Efecto de los tratamientos de secado y de las etapas de digestion in-vitro sobre

la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos (PFT, CAT)

Murta fresca, liofilizada, secada al vacio y secada por conveccién se sometieron a un
proceso de simulacién gastrointestinal (Gl) in-vitro, la liberacion de PFT y CAT desde la
matriz alimentaria fue determinada midiendo o analizando los compuestos que se
encuentran bioaccesibles en 5 etapas de la simulacién Gl (etapa bucal, gastrica final,
intestino delgado inicial (duodeno), intestino delgado medio (yeyuno), intestino delgado
final (ileon)). El porcentaje de bioaccesibilidad representados también en la FIGURA 5 fue
determinado con la Ec. 1. Segun los resultados obtenidos en el andlisis de varianza con
medidas repetidas FIGURA 5A existen diferencias altamente significativas entre los
tratamientos de la murta y las etapas de la simulacién Gl in-vitro, con un nivel del 99% de
confianza (P <0,01). Los valores de media + desviacién estandar y porcentaje de

bioaccesibilidad se encuentran en el ANEXO 6.

El mayor porcentaje de bioaccesibilidad de PFT se reporta en la murta liofilizada durante
la etapa gastrica final con un 96% de liberacién, murta fresca y secada por conveccion
alcanzan el mayor porcentaje de liberacion en la etapa intestino medio con un 90% y 80%
respectivamente FIGURA 5A. Los porcentajes de bioaccesibilidad de murta secada al
vacio son relativamente bajos; siendo el 42% el mayor durante la etapa intestinal. Se
detectaron bajos porcentajes en la etapa bucal o masticaciéon en relacion a las demas
etapas de la digestion Gl, por lo tanto; en nuestro estudio la enzima a-amilasa tuvo poco
efecto en la liberacion de PFT o el tiempo de masticacion no es suficiente; lo que
justificaria la omision de este paso en otros estudios (Bermudez-Soto, et al. 2016;
Marhuenda et al. 2016; Gil-lzquierdo et al. 2016; Velderrain-Rodriguez et al. 2016)
exceptuando el proceso convectivo cuyas etapas de intestino medio y final son menores

que la etapa bucal, con 20% y 15% respectivamente.

Segun Hollman, et al. (1997) la estabilidad de los compuestos fendlicos puede ser
afectados por las diferencias en las estructuras de la pared celular, la ubicacién de los
glicosidos en las células y la union de los fenoles dentro de la matriz de alimentos. Varios
estudios concuerdan en la disminucién de los compuestos durante la fase intestinal como
sucede en el presente estudio con murta liofilizada y secada al vacio; Ortega et al. (2011)
reporta 84% de disminucion en la etapa gastrica y 78% de disminucién en la etapa
intestina para la harina de algarrobo, a su vez Correa-Betanzo et al. (2014) reportaron

98% y 49% de disminucion respectivamente en arandano silvestre. Por otro lado, la murta
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fresca (control) y secada por conveccibn muestran el mayor porcentaje de
bioaccesibilidad durante la etapa intestinal entre 70% a 90%; resultados similares reporta
Bouayed et al. (2011) en distintas variedades de manzanas y Velderrain-Rodriguez et al.

(2016) en papaya, mango y pifia.

Cabe mencionar que la murta posee un alto contenido de pectina similares a la pectina
citrica comercial (Taboada et al., 2010), Argyri et al. (2006) observaron que la solubilidad
y la disponibilidad de compuestos fendlicos, estan influenciadas por el pH y las
interacciones con otros compuestos como, la fibra o las proteinas. Por otro lado, Parada
et al (2007) menciona que la fibra dietética puede estar ligada a los compuestos fendlicos
impidiendo su total liberacién de la matriz alimentaria. Ortega et al. (2011) en un estudio
de harina de algarrobo concluye que, debido a la eliminacion de los componentes solubles
en agua de la matriz alimentaria, los azucares y fibra soluble podria tener un rol protector
de los compuestos fendlicos contra los cambios de pH y actividad enzimatica durante el

proceso de digestion, incrementando su estabilidad y potencial bioaccesibilidad.

En cuanto al CAT podemos observar en la FIGURA 5B que existen diferencias
significativas entre los tratamientos de la murta y las etapas de la simulacion Gl in-vitro,
con un nivel del 99% de confianza (P <0,01). Al igual que en PFT los porcentajes de
bioaccesibilidad en la EB son menores que comparacién con la etapa GF, siendo murta
secada al vacio el mayor con un 54% seguido por liofilizado, secado convectivo, y murta
fresca o control con 31%, 26% y 12% respectivamente. Varios autores reportan valores
que van de 18% hasta 60% de bioaccesibilidad en la etapa bucal en frutas de durazno,
ciruela, maqui; por otro lado, frutas como ciruelas pasas, nueces, tomates y uva no se
detectan CAT (Tagliazucchi et al., 2012; Lucas-Gonzalez et al., 2016; Tagliazucchi et al.,
2010). Durante la etapa GF el porcentaje de bioaccesibilidad fue superior para la murta
fresca (control) con 65% seguido por el secado vacio con 63%, para liofilizacién y secado
convectivo, 46% y 34% respectivamente. El aumento en la bioaccesibilidad se le atribuye
las condiciones de pH bajo (pH 2.0) durante esta etapa de la digestion, como se habia
mencionado antes, las antocianinas son mas estables a pH acidos. Correa-Betanzo et al.,
(2014) reporta 96.8% de recuperacion CAT para arandanos durante la etapa GF, Bouayed
et al. (2011) reporta 91% en variedad de manzana Jonaprinz; ciruela 69% (Tagliazucchi et
al., 2012) lo que comprueba un claro comportamiento sobre la estabilidad de las
antocianinas durante la digestion. En la etapa intestinal (ll, IM, IF) no fue posible analizar

CAT por la metodologia diferencial de pH dado el alto contenido de pectina presente en la



22

murta, las muestras formaron un gel impidiendo realizar el analisis donde se requeria la

muestra liquida.
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FIGURA 5. Efecto de los tratamientos de secado y etapas: Etapa bucal (EB), gastrica final
(GF), intestino inicial (I1), intestino medio (IM) e intestino final (IF) de la digestion in-vitro en
el porcentaje de bioaccesibilidad de PFT (A) y CAT (B) en murta fresca (o), murta

liofilizada (x), murta secada al vacio (+) y murta secado convectivo (o).
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3.7 Identificacion de Antocianinas determinadas por HPLC-DAD.

Puesto que por el método de analisis de antocianinas por diferencial de pH no fue posible
detectar los CAT durante la etapa intestinal, las muestras de murta fresca y secadas
sometidos a digestion in vitro fueron analizadas por HPLC-DAD; de ese modo verificar si

estos compuestos son liberados durante la etapa intestinal (Il, IM, IF).

En las FIGURA 6, se muestra el cromatograma de la murta liofilizada. Dos tipos de
antocianinas fueron detectadas para todas las muestras, una corresponde a cianidina-3-
glucésido que se encuentra en menor proporcion entre el tiempo 12.00 a 13.00 minutos; la
segunda detectada entre el tiempo 13.00 y 14.00 minutos no fue identificado por no contar
con el correspondiente patron. No obstante, Ramirez et al. (2015) en un estudio realizado
a murta detectaron las siguientes antocianinas: cianidina-3-rutinosido, petunidina-3-
rutinosido, petunidina-3-galactosido, peonidina-3-glucosido, peonidina-3-arabinosa vy
cianidina-3-glucosido. Por otro lado, Ruiz et al. (2010) detectaron dos antocianinas:
peonidina-3-glucosido y cianidina-3-glucosido, por lo cual dado las referencias se

presume que la antocianina no identificada corresponderia a la peoninida-3-glucosido.
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FIGURA 6. Cromatograma HPLC murta liofilizada

No fue posible cuantificar las antocianinas mediante la metodologia establecida, puesto
que los valores reportados estuvieron bajo el limite de cuantificacion, para lo cual se
realizd una cuantificacion de las respectivas areas de los picos en cada una de las
muestras durante cada etapa de la digestion. En las FIGURAS 7, 8 se reportan las areas
de la peonidina-3-glucésido y cianidina-3-glucésido respectivamente, donde ambas
coinciden que las muestras controles (es decir que no fueron sometidos a la digestion Gl
in vitro) tuvieron mayores unidades de absorbancia, seguido por la etapa GF. Durante la
etapa bucal (EB) asi como en la etapa intestinal (ll, IM e IF) las antocianinas se
detectaron, pero en unidades de absorbancia menores las cuales podrian ser afectadas

por las condiciones de pH alcalino propia del intestino (pH 6,5). Lucas-Gonzales et al.
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(2016) en un estudio realizado a bayas de maqui reportaron mayor bioaccesibilidad

durante la etapa gastrica, mientras que en la etapa intestinal no detectaron antocianinas.

Marhuenda et al. (2016) reportaron una disminucion durante la etapa intestinal del 68,3%

para los arandanos,90,1% en moras, 89,8% en fresas y el 73% en frambuesas; valores

que se asemejan los obtenido en este estudio.
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La disminucidon de la bioaccesibilidad de antocianinas totales podria explicarse por la
transformacion que experimenta la estructura de las antocianinas a lo largo de la amplia
digestién y el equilibrio dependiente del pH entre las cinco especies (cation de flavilo,
base de carbinol, chalcona, base quinonoidal y base quinoloidal anidnica) lo que
conduciria a una desproporcion sobre las estructuras iniciales de las antocianinas. (Del
Rio et al., 2013)

3.8 Efecto de los tratamientos de secado y etapas de la digestion in-vitro en el

porcentaje de bioaccesibilidad de la capacidad antioxidante (DPPH, ORAC)

En la FIGURA 9A y 9B se muestra el cambio de la capacidad antioxidante medidos por
método DPPH y ORAC durante las diferentes etapas de la digestion Gl in vitro. Segun
analisis estadistico de medidas repetidas, existen diferencias altamente significativas con
un 99% de confianza (P <0,01). Los valores de media * desviacion estandar de la
capacidad antioxidante DPPH, ORAC y porcentaje de bioaccesibilidad se encuentran en
el ANEXO 6. Los resultados demuestran que la capacidad antioxidante es relativamente
estable durante todo el proceso digestivo en la murta fresca y deshidratada por los
distintos métodos; Al final de la digestion (Il) los distintos tratamientos y la murta fresca
(control) alcanzan de entre 71% a 86% en DPPH; por método de ORAC la variacién es
mayor de 61% a 127%. Tanto en ORAC como en DPPH se observa que alcanzan el
mayor porcentaje de bioaccesibilidad durante la etapa intestinal, ya sea en I, IM o IF.
Autores coinciden con lo obtenido en este estudio, donde la capacidad antioxidante se
mantiene estable e incluso aumentan durante las etapas de digestion en varios jugos de
frutas y pan (Gawlik-Dziki et al. 2009; Wootton-Beard et al. 2011). Contrario a lo que
sucede en otros estudios con arandano, pifia, mango, papaya y maqui donde reportan
pérdidas de la capacidad antioxidante durante la digestion (Correa-Betanzo et al. 2014,
Velderrain-Rodriguez et al. 2016; Lucas-Gonzalez et al., 2016). Thaipong et al. (2006) en
un estudio realizado a extractos de frutas de guaba compararon distintos métodos de
determinacion de capacidad antioxidante (FRAP, ORAC, DPPH, ABTS), reportaron que
los métodos ORAC y DPPH son los de menor correlacién en comparacion con los demas,
lo cual podria explicar las diferencias en los porcentajes de bioaccesibilidad y capacidad

antioxidante en el presente estudio.

Quirés-Sauceda et al. (2011) mencionan que una cantidad apreciable de polifenoles

asociados a la fibra dietaria proporciona una capacidad antioxidante significativa que
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puede tener efectos pronunciados en sus propiedades; asi como la hidrélisis parcial de los
compuestos fendlicos hidrolizables por los tratamientos enzimaticos propios del intestino
(Hsu et al. 2011) lo que podria relacionarse con la estabilidad de la capacidad
antioxidante durante la digestion en este estudio. Este hecho evidencia la relevancia de
los enzimas en cuanto a favorecer la correcta digestién de macro y micronutrientes, y en
especial en presencia de los caracteristicos de la fase intestinal (sales biliares vy

pancreatina).
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4. CONCLUSIONES

Los diferentes métodos de secado tienen un efecto significativo en los compuestos
bioactivos de las bayas de murta. El secado por liofilizacion es el mejor método para la
retencién de los compuestos bioactivos (polifenoles totales, antocianinas totales,
capacidad antioxidante), por otro lado; el secado por conveccion resultd el menos
apropiado para la retencion de los compuestos bioactivos al mostrar los valores mas bajos

en sus contenidos.

La simulacion de la digestion Gl in vitro de la murta con diferentes métodos de secado
pone de manifiesto la influencia del tratamiento de secado y la matriz sobre los cambios
de los compuestos bioactivos (polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante), asi
como su bioaccesibilidad. El porcentaje de bioaccesibilidad de PFT en la etapa final de la
digestiéon varia entre 62% y 79% para las muestras de murta fresca, liofilizada y secada
por conveccion, mientras que; las muestras de murta secadas al vacio obtuvieron el
porcentaje mas bajo con 15%. En cuanto al porcentaje de bioaccesibilidad de la
capacidad antioxidante (DPPH y ORAC) los valores varian entre 61% y 127% para todas
las muestras. Estos valores demuestran la factibilidad de mantener los compuestos
bioactivos en la murta fresca y procesada, por lo tanto, puede esperarse que cierto
porcentaje de polifenoles lleguen al colon, y asi ser absorbidos en este tramo de la

digestion.

Se observé que la fibra dietaria (pectina) presentes en la baya de murta, es un interferente
para la determinacion de bioaccesibilidad de antocianinas totales por método diferencial
pH.

La estabilidad de los compuestos bioactivos durante el paso por la digestion Gl in-vitro de
murta fresca y procesada con distintos tratamientos de secado es una herramienta muy
util y eficaz para evaluar métodos de procesamiento de alimentos procesados ricos en

compuestos bioactivos.
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ANEXOS

Anexo 1. Curva patron polifenoles totales
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Anexo 2. Curva patron capacidad antioxidante DPPH
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Anexo 3. Representacion grafica de la pérdida de fluorescencia en presencia del

radical AAPH y curva patrén capacidad antioxidante ORAC.
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Anexo 4. Cuadro del contenido total de polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante

(determinados con método DDPH y ORAC) en murta fresca y con tres tratamientos de

secado.
CUADRO 2. CAPACIDAD ANTIOXIDANTE (DETERMINADOS CON METODO DDPH Y ORAC) EN MURTA

FRESCA'Y CON TRES TRATAMIENTOS DE SECADO.

DPPH 3* ORAC 3*
Murta Fresca 14923,9+ 657,91 a 17210,9 + 1562,03 a
Liofilizada 12595,3 +711,882 b 16947,3 £ 580,713 a
Secado Vacio 8423,74 + 149,53 ¢ 8935,96 + 1061,18 b
Secado Convectivo 2766,66 + 151,22 d 6780,53 £133,37 b

3* Resultados expresados en umol Equivalente de Trolox (ET) /100 g masa seca. Valores media + desviacion

estandar (n=3). Las medias con letras diferentes dentro de cada fila indica que existen diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,01).
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Anexo 5. Cuadro del contenido total de polifenoles, antocianinas y capacidad antioxidante
(determinados con método DDPH y ORAC) en murta fresca y con tres tratamientos de

secado durante la etapa de la digestidn in-vitro y porcentajes de bioaccesibilidad.

CUADRO 3. CAMBIOS EN LOS CONTENIDOS TOTALES DE POLIFENOLES, ANTOCIANINAS Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE EXTRAIDOS

DURANTE LA SIMULACION GASTROINTESTINAL IN VITRO, CON METODO QUIMICO Y PORCENTAJE DE BIOACCESIBILIDAD.

Murta Fresca

Murta Liofilizada

Murta Secada al Vacio

Murta Secado Convectivo

Polifenoles Totales (mg/100 g)'™*
Extracto quimico 2451,53 £ 90,45 (100%)
Masticacién 744,88 £ 66,61 (30%)

Fase gastrica 1896,12 + 167,42 (77%)

Duodéno 1715,26 + 218,14 (70%)
Yeyuno 2210,59 + 274,13 (90%)
fleon 1941,61 £ 215,75 (79%)

Antocianinas Totales (mg/100 g) 2*
Extracto quimico 127,99 +2,02 (100%)
Masticacion 11,62 +1,37 (11,62%)

Fase gdstrica 65,83 + 8,47 (65,83%)

Duodéno no detectado
Yeyuno no detectado
fleon no detectado

DPPH (umol/100 g) 3*
Extracto quimico 14923,9 £ 657,91 (100%)
Masticacién 5374,03 £ 539,12 (33%)

Fase gastrica 8497,35 + 414,03 (55%)

Duodéno 9649,33 +539,3 (62%)
Yeyuno 9387,73 + 843,9 (63%)
fleon 10097,9 + 1452,2 (79%)

ORAC (umol/100 g) 3*
Extracto quimico  17210,9 + 1562,03 (100%)
Masticacion 4520,4 + 514,5 (27%)

Fase gastrica 11478 + 1594 (68%)

Duodéno 11274,6 £ 1138,7 (67%)
Yeyuno 13236,3 + 1810 (78%)
fleon 15578,8 + 1429,6 (92%)

1627,91 + 2,00 (100%)
979,68 + 77,23 (60%)
1555,61 + 139,5 (48%)
1436,81+ 69,5 (52%)
1418,19 + 91 (61%)
1015,03 + 67,5 (66%)

50,44 +0,55 (100%)
15,45+ 1,3 (31%)
23,47 £2,29 (46,5%)
no detectado
no detectado

no detectado

12595,3 + 711,882 (100%)
5452,86 +181,2 (43%)
6560,28 + 209,7 (52%)

9112,1+471,4 (72%)
9664 + 547 (77%)
10076,6 + 220 (80%)

16947,3 £ 580,71 (100%)
5437,5 £ 432 (32%)
8154,5 £ 702 (48%)

8878 766 (52%)
10393,3 £ 702 (61%)
11120,2 + 776 (66%)

1059,88 + 18,80 (100%)
328,36 + 13,5 (31%)
415,6 +30,3 (39%)

451+ 24 (42%)
213,2 19,7 (20%)
157 +9,37 (15%)

25,74 +0,31 (100%)
14,+1,3 (54,%)
16,2+ 1,5 (63%)

no detectado
no detectado

no detectado

8423,74 +149,53 (100%)

3701 +321,1 (44%)
4310 +238,2 (51%)
5590,67 +402,5 (66%)
6477 +293,4 (77%)
6000,3 + 288 (71%)

8935,96 + 1061,18 (100%)

5588 + 684 (63%)
8092,3 £797 (91%)

9782,9 £1267,6 (109%)

12662,6 + 1845 (127%)
11335+ 1485,8 (142%)

631,9 + 24,3 (100%)
274,23 +15,6 (43%)
364,9 + 24 (58%)
466,7 + 25,88 (74%)
500,95 + 35,15 (80%)
490,88 £ 25,5 (77%)

4,04 £ 0,14 (100%)
1,06 £ 0,07 (26%)
1,38+ 0,06 (34%)

no detectado
no detectado

no detectado

2766,66 + 151,22 (100%)
1800,39 *137,5 (65%)
2169,76 +134,2 (78%)
2521,42 +154,7 (91%)
2393,5 +130,2 (87%)
2382,2 +157,5 (86%)

6780,53 + 133,37 (100%)
1719,5 +202,5 (25%)
2144,4 +317,5 (32%)
2198,3 +310,5 (32%)

3538,1 +545 (52%)
4157,04 + 535 (61%)

* Resultados expresados en mg Equivalente de Acido Gélico (EAG) /100g masa seca. Valores media * desviacion estandar (n=3)

2* Resultados expresados en mg Cianidin-3-glucosido /100 g masa seca. Valores media + desviacion estandar (n=3)

3* Resultados expresados en umol Equivalente de Trolox (ET) /100 g masa seca. Valores media * desviacidn estandar (n=3)
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Anexo 6. Imagenes de coloracion baya de murta fresca en las cinco etapas de
la simulacién digestion Gl in-vitro. Analisis antocianinas totales.
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