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RESUMEN

Se desarrollé una metodologia de simulacidén del proceso digestivo para evaluar
el efecto de la digestién in-vitro en el contenido de beta-caroteno de cuatro muestras
vegetales: Bledo (Amaranthus spp.), chipilin (Crotalaria longirostrata), espinaca
(Spinacea oleracea) y macuy (Solanum nigrum). Se evalué la digestibilidad in-vivo de

beta-caroteno de las muestras, obteniéndose una digestibilidad del 100%.

En la evaluacidn del efecto de la digestion in-vitro de beta-caroteno, los resultados
sugieren que el proceso digestivo degrada los carotenos, no por accion enzimdtica, sino
por cambios de pH y/o temperatura. Esto indica que el método convencional de
evaluacién de la digestibilidad in-vivo puede sobreestimar la digestibilidad del

beta-caroteno, pues considera como absorbido el beta-caroteno degradado.

X
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I. INTRODUCCION

La hipovitaminosis A es uno de los principales problemas nutricionales del mundo,
especialmente en los pafses en desarrollo (1). Aunque esta deficiencia afecta varios
tejidos (2, 3), su principal consecuencia es la xeroftalmia, la cual puede causar hasta

ceguera (4).

Debido a la poca disponibilidad y acceso de la mayorfa de las poblaciones de los
paises en desarrollo a los alimentos de origen animal ricos en vitamina A, las principales
fuentes consumidas las constituyen vegetales verdes y amarillos (4). Con base en ésto,
se ha desarrollado un programa que, entre otras cosas, pretende promover el cultivo y

consumo de verduras y frutas ricas en carotenos (5).

Hoy en dia, existen grandes dudas sobre la exactitud de las cifras de las tablas de
composicién de alimentos en lo que respecta al contenido de vitamina A (6).
Principalmente, en el caso de los vegetales, donde se cuantifican los carotenos totales y
se expresan en t€rminos de B-caroteno (7). Aqui, ya se estd sobreestimando el contenido
de vitamina A en la fuente, pues ningin otro caroteno presenta mayor actividad como
provitamina A que el B-caroteno (2). Una solucidn a esto la presenta la cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC), por medio de la cual se pueden separar y cuantificar

los principales carotenos (4, 8).

Ademdés de los métodos quimicos o analiticos para la valoracién de vitamina A en
dietas, existen los métodos bioldgicos, entre los cuales se encuentra la determinacién de
la digestibilidad in-vivo. Para determinar la digestibilidad in-vivo de carotenos, se mide
la cantidad de éstos en el alimento ingerido por el animal, asf como el excretado en las

heces; la diferencia se asume que fue la cantidad absorbida (6). En el caso de que
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hubiera alguna degradacidén de carotenos a lo largo del proceso digestivo, se podria estar
sobreestimando la digestibilidad de estos, pues no necesariamente todo lo que no fue
excretado fue absorbido; pudo haber sido simplemente degradado. Esta inquietud fue la
que nos llevé a realizar el estudio, en el cual se traté de determinar el efecto de la
digestién en los carotenos al simular in-vitro el proceso digestivo. Estos resultados
podrian corroborar si en realidad la digestibilidad in-vivo es o no una sobreestimacién

de la digestibilidad.



II. ANTECEDENTES

A. Yitamina A v Carotenoides

Vitamina A es un término genérico que se aplica a todos los compuestos que tienen
actividad bioldgica de vitamina A. Incluye los compuestos de retinol y los carotenos
convertibles en retinol (6). Las dos formas naturales de vitamina A, retinol (Al) y
3-dehidroretinol (A2), son alcoholes isoprenoides C-15 conteniendo anillos 8-ionona y
3-dehidro-B-ionona sustituidos, respectivamente (Figura 1). Estos compuestos son aceites
amarillentos sensibles al oxigeno y luz ultravioleta, ademds de ser pricticamente
insolubles en agua. Aunque el hombre no puede biosintetizar la estructura de la
B-ionona, puede obtener el aldehido de retinol mediante el rompimiento catalizado por
la dioxigenasa intestinal de los carotenos provenientes de las plantas, los cuales sirven
como provitamina. El retinal se reduce luego a retinol mediante enzimas dependientes

de piridinas (9).

Los carotenoides son pigmentos liposolubles, amarillos y rojos, compuestos por una
clase de hidrocarburos {carotenos) y sus derivados oxigenados como oxicarotenoides o
xantofilas. Los carotenoides se presentan en casi todos los tejidos de las plantas (10),
principalmente en las hojas verdes como componentes universales de los cloroplastos.
Tanto los carotenos como las xantofilas se encuentran enlazados o intimamente asociados
con proteinas o lipidos y, aparentemente, son componentes del complejo clorofila-
protefna (2, 11). La estructura bésica de los carotenoides consiste en ocho unidades
isoprenoides. Una serie de dobles enlaces conjugados provee la caracteristica de
cromoforo. Debido a la naturaleza no saturada de los carotenoides, son especialmente
sensitivos a la luz, calor, oxigeno y medios alcalinos (2). Se oxidan muy rdpidamente,

sobre todo en los dobles enlaces, formando de esta manera epdxidos. La figura 2



FIGURA 1

Estructuras de las formas naturales
de Vitamina A (9)
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FIGURA 2

Hidroxilacién y epoxidacién del 8-caroteno (13)
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muestra la hidroxilacidn y epoxidacidn secuencial del B-caroteno. Existen indicios de que

la oxidacién y desintegracidn subsiguiente de los carotenoides se inicia en la terminacion

de la molécula y no ocurre al azar (Figura 3) (12).

La biopotencia de los carotenoides como precursores de vitamina A depende de su
estructura. Esto explica como el B-caroteno es el carotenoide que presenta la mayor
actividad como provitamina A, ya que la molécula de éste es perfectamente simétrica y
al romperse por la mitad (en el enlace 15-15°) e hidratarse, producird dos moléculas de

retinol (Figura 4) (6, 14).

Otros de los principales compuestos provitamina A, no tan eficientes como el
B-caroteno, son alfa-caroteno, gama-caroteno y criptoxantinas (Figura 5). Ademds

existen otros precursores de vitamina A de menor actividad (Tabla 1) (2).

Ya que la vitamina A no es sintetizada por mamiferos, incluyendo al hombre, debe
obtenerse de la dieta, ya sea como vitamina A, un derivado de vitamina A o como
carotenoides provitamina A. La biosintesis de vitamina A a partir de carotenoides
provitamina A se lleva a cabo principalmente en la mucosa intestinal durante la
absorcion, mediante el rompimiento simétrico (B-caroteno) o asimétrico (otros
carotenoides) y/u oxidacién terminal para producir retinal, el cual se reduce luego a
retinol (15).



FIGURA 3

Posible mecanismo para la formacién de
5,6-epdxidos (10)
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FIGURA 4
Rompimiento de una molécula de B-caroteno para

producir dos de Retinol (14)
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B. Metabolismo de Ia vitamina A

Una vez ingeridos los alimentos, la vitamina A preformada de los tejidos animales y
los carotenoides provitamina A, son liberados de las proteinas por la accién de la pepsina
en el estdmago y enzimas proteoliticas en el intestino delgado. En el estémago, los
carotenoides libres y ésteres de retinilo tienden a formar glébulos grasos, los cuales
entran al duodeno. En presencia de sales biliares, estos globulos se rompen en pequefios
grumos lipidicos, los cuales son mds ficilmente digeribles por la lipasa pancredtica,
hidrolasa de ésteres de retinilo, hidrolasa de ésteres de colesterol y similares. Las
micelas resultantes, que contienen retinol, carotenocides, esteroles, mono y diglicéridos,
algunos fosfolipidos y dcidos grasos, se difunden dentro de la capa de glicoproteinas que
rodean los microvellos y se ponen en contacto con las membranas celulares. Luego,
varios componentes de las micelas, excepto las sales biliares, son absorbidas por las

células de la mucosa, principalmente en la parte superior del intestino (16).

El retinol que ha sido absorbido de la solucién micelar y el que ha sido sintetizado
en la mucosa a partir de carotenoides provitamina A son esterificados (2). El éster
formado predominantemente es el palmitato, junto con pequefias cantidades de oleato,
esterato y otros acil ésteres grasos (16). [Estos ésteres en asociacién con los
quilomicrones pasan via el sistema linfdtico al higado, donde las células del parémjuima
hidrolizan los ésteres de retinilo para formar retinol. Proteinas enlazadoras de Retinol
(RBP, por las siglas en Inglés) intrahepdticas se unen al retinol, el cual se reesterifica por
acil-CoA y se almacena como un complejo glicoproteinico (9). Aunque la mayoria de
retinol estd almacenado en el higado en forma de ésteres, existe un 10% como alcohol
libre. Hay evidencia de que estas dos presentaciones difieren en su distribucién en las

células hepdticas (17).



FIGURA §

Formulas estructurales de a-caroteno,

7-caroteno y Criptoxantina (2)
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TABLA 2.1

Actividad de Carotenoides provitamina A (2)

Carotenoide Actividad (%)
B-caroteno 100
o-Caroteno 50-54
7-caroteno 42-50
B-zeacaroteno (7°-8’-Dihidro-7-caroteno) 20-40
B-caroteno 5’-6° monoepodxido 21
B-caroteno 5°-8’ monofuranéxido (mutatocromo, 50
citroxantina, flavacina)
Criptoxantina (3-hidroxi-B-caroteno) 50-60
Isocriptoxantina (4-hidroxi-B8-caroteno) 48
B-apo-2’-carotenal activo
B-apo-8’-carotenal 72
B-apo-10’-carotenal activo
B-apo-12’-carotenal 120
B-apo-8’-dcido carotenoico activo
Citranaxantina 44
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I.a movilizacién de la reserva hepdtica de vitamina A y su distribucién a los tejidos
periféricos comienza con un precursor de la RBP (pre-RBP), el cual se sintetiza en el
higado y después de su conversién a RBP en las células del parénquima, se une al
all-trans retinol y es entonces cuando se secreta al plasma (16). En el plasma, la RBP
circula como un complejo formado al unirse con otra proteina mayor, la pre-albimina,
la cual le confiere estabilidad a 1a interaccidn entre el retinol y la RBP, previniendo la

pérdida de la pequefia molécula de RBP por filtracién glomerular (18).

La movilizacién de retinol hepdtico y su distribucidn a los tejidos periféricos estd
regulado por la velocidad de sintesis y secreci6n de las proteinas acarreadoras (RBP); la

produccidn de éstas, a su vez, estd regulada por el retinol disponible (9).

Al llegar el retinol unido a la RBP a los tejidos que lo requieren y que poseen
receptores de superficie para la holo- RBP, se une a estos receptores y se libera el retinol
transfinéndose a través de 1la membrana. Dentro de la célula, el retinol es aparentemente
enlazado por proteinas especificas en el citosol, las Proteinas Celulares Enlazadoras de
Retinol (CRBP). Estas proteinas no sélo protegen al retinol de la oxidacion, sino que
sirven como acarreadores de éste hasta su sitio intracelular de accidén. Otra proteina
intracelular, especifica para el dcido retinoico, es la Proteina Celular Enlazadora del
Acido Retinoico (CRABP) (16).

C. Requerimiento y deficiencia de vitamina A

El requerimiento de vitamina A de los diferentes tejidos depende de la funcién de
ésta, involucrada en cada tejido. En general, la vitamina A es necesaria en todos los
tejidos para mantener la diferenciacidn de éstos. Ademds, el retinol es indispensable para
que se lleve a cabo, _normalmente, el ciclo de la visién y el dcido retinoico es necesario

para el crecimiento (16).
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La deficiencia de vitamina A tiene un efecto sistémico en el organis’mo, ya que es
necesaria en todos los tejidos. Estos tejidos tienen diferentes requerimientos de ésta, por
lo que la evidencia funcional de una ingesta inadecuada se expresa de varias formas,
dependiendo en qué parte del ciclo de vida del organismo ocurre la deficiencia y si ésta
es crénica o aguda. Estos factores son la causa de la diferencia en la secuencia de la
manifestacién de los signos clinicos de la progresién de la deficiencia, entre individuos

de la misma y diferente especie (2, 16).

En el hombre, las manifestaciones predominantes de deficiencia de vitamina A son
las oculares y, generalmente, proveen una clara evidencia del estado de deficiencia.
El término Xeroftalmia se utiliza para indicar colectivamente todas las lesiones oculares
resultantes de la deficiencia de vitamina A (18). Este término incluye ceguera nocturna,
xerosis conjuntiva, xerosis de la cérnea, manchas de Bitot, ulceracién de la cdmea,

queratomalacia, cicatrices de la cémea y xeroftalmia fundus (16).

Otros signos clinicos no oculares que se dan en casos de deficiencia de vitamina A
son: Aumento de la presién del liquido cerebroespinal (mds comiin en animales),
anorexia, disminucién en la velocidad de ganancia de peso durante el crecimiento,
anormalidades en balance y respuesta inmune, aumento en la susceptibilidad a
infecciones, metabolismo impedido de hierro, disturbios en el sistema reproductor,
hiperqueratosis folicular y anormalidades en el proceso de maduracién de la coclea

(involucrdndose asf el sentido auditivo) (2, 3).

Para evitar la deficiencia de vitamina A se debe ingerir, por lo menos, la cantidad
minima recomendada, la cual difiere para los humanos dependiendo de la edad, sexo y

estado fisioldgico (16).
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Las principales fuentes de vitamina A en pafses desarrollados son los productos
animales, mientras que en los pafses en desarrollo, como el nuestro, las frutas, vegetales

amarillos y hojas verdes, constituyen las fuentes de mayor importancia (2).

D. Valoracién de vitamina A en dietas

Para la valoracién de vitamina A y sus precursores en dietas se han empleado dos

enfoques distintos, el quimico o analftico y el bioldgico (2).

Se han utilizado una variedad de métodos analiticos para determinar la concentracion
de vitamina A en preparaciones quimicas o farmacéuticas, plasma, tejidos y alimentos.
El método varia dependiendo de 1a muestra y de lo que se desee determinar (Retinol, sus

ésteres, carotenoides totales o algiin carotenoide en especial) (16, 19).

La determinacién cuantitativa de carotenos, bdsicamente puede considerarse en tres
pasos esenciales: a) extraccién del pigmento mediante saponificacién y extraccién con
solventes adecuados; b) separacion de éstos de xantofilas y clorofila, asi como de
productos de Ia oxidacion de los carotenos y otras impurezas de color; y c) medicion del
contenido de caroteno en el extracto purificado (7, 8, 19, 20). En caso que se desee
identificar o cuantificar uno o varios de los distintos carotenos, es necesario llevar a cabo
una separacion cromatografica previa a la medicion. Esto es importante en el caso que
se desee cuantificar tinicamente los distintos carotenos provitamina A que interesen en

el andlisis (4, 21, 22).

En los tltimos afios se ha utilizado la cromatografia liquida de alta presién o
resolucion (HPLC) para la medicién y aislamiento de carotenoides en fuentes vegetales
(8, 16, 23, 24, 25, 26, 27), asi como en otras sustancias (8, 28, 29). Este método tiene
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la ventaja de que se necesitan cantidades muy pequefias de muestra, no es destructivo,

es altamente sensible y provee excelente resolucién (8, 16, 20).

La respuesta fisioldgica de una especie a una provitamina, mezcla de provitaminas
o vitamina A, sdlo pude evaluarse mediante métodos bioldgicos. IL.os mds usados son
las pruebas cldsicas de respuesta de crecimiento en ratas deficientes en vitamina A,
ensayos de almacenamiento hepdtico en ratas y pollos, la técnica del frotis vaginal y 1a
medicién de la presién del liquido cerebroespinal (2, 16, 19, 30). Ultimamente se han
introducido sistemas de cultivo en érganos y células para la valoracién de la actividad

bioldgica de la vitamina A (16).

Estos métodos bioldgicos, principaimente el ensayo de almacenamiento hepdtico, se
utilizan para estudios sobre 1a bijodisponibilidad de la vitamina A en alguna fuente de ésta
(6, 31, 32).

Al igual que otras sustancias, la digestibilidad de los carotenos usualmente se
determina in-vivo, midiendo el contenido de éstos en la fuente, y luego midiendo los

carotenos excretados en las heces del animal que los ingirié (6, 33).

Aunque existen métodos para la determinacién in-virro de la digestibilidad de
proteinas, carbohidratos y otras sustancias, no existe ninguno para la determinacién

in-vitro de la vitamina A o sus precursores (7, 33-38).

La ventaja de la determinacion in-vitro de la digestibilidad sobre el método in-vivo,
consiste en ahorro de tiempo y dinero, pues no se trabaja con animales de laboratorio
(34, 35). Ademis, el método in-vive estd limitado por las diferencias en el proceso
digestivo del animal experimental y el humano (39). La desventaja del método in-vitro

consiste en la dificultad de reproducir las condiciones reales del proceso digestivo,
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obteniéndose asi resultados distintos a los verdaderos. En estos casos s€ aconseja
comparar ambos métodos y establecer una correlacién entre ellos, para poder obtener un

factor de correccidn y saber cudn alejado estdn los resultados de la realidad (40, 41).
Para poder diseniar un método in-vitro para la determinacién de la digestibilidad de
la vitamina A, es necesario conocer los mecanismos de digestién para tratar de

reproducirlos lo mejor posible.

E. Proceso Digestivo

La digestién consiste, principalmente, de un conjunto de reacciones catabdlicas
mediante las cuales se degradan las macromoléculas de carbohidratos, proteinas y lipidos
de los alimentos. Los productos de la digestién son suficientemente pequefios para
atravesar las paredes de los érganos digestivos hacia los capilares sanguineos y linfiticos

y, finalmente, a las células de los diversos tejidos del organismo (42).

Los principales carbohidratos que componen la alimentacién son almidones, dextrinas,
disacdridos y monosacdridos (43). La degradacién de los carbohidratos se inicia en la
boca por la accién de la amilasa salival o ptialina. Esta enzima rompe rdpidamente la
parte amilosa del almidén para formar maltosa y maltotriosa, y la porcién amilopectina
solamente se rompe parcialmente formando maltosa, maltotriosa y alfa-dextrinas (38, 44).
La actividad éptima de Ia ptialina se realiza entre 37 y 39.5 grados centigrados y con un
pH entre 6.5 y 6.9. La accién de esta enzima es breve en la cavidad bucal, pero los
almidones o sus derivados, empapados en saliva, contintan siendo digeridos por ésta en
el estémago, hasta que los dcidos de este 6rgano finalmente la inactivan (42, 43). Otra
enzima que actiia sobre el almidén es la amilasa pancredtica o amilopsina, ésta desdobla
las dextrinas formando maltosa (42). Esta enzima actia en medio neutro, débilmente

alcalino o débilmente 4cido; pero su actividad éptima se produce con un pH de 6.7 a 7.
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Ademds, el ion cloruro es absolutamente indispensable para su actividad digestiva (43).
En siguiente término, las disacaridasas del jugo intestinal, maltasa, sucrasa, lactasa y
alfa-dextrinasa (isomaltasa), descomponen a los disacdridos en monosacaridos (44). Con

ésto se completa la digestion de los carbohidratos.

La digestion de proteinas se inicia en el estémago. En el adulto, esta actividad se
lleva a cabo, principalmente, por accién de la enzima denominada pepsina, que rompe
algunos enlaces peptfdicos especificos para fraccionar las proteinas. La accién de la
pepsina es muy eficaz en el medio gistrico (pH de 1.5 a 2.5), mientras que muestra
inactividad en medios alcalinos. La pepsina es secretada en una forma inactiva llamada
pepsindgeno, el cual al entrar en contacto con el dcido clorhidrico secretado por las
células parietales, se transforma en la sustancia activa. El estdmago de los lactantes
produce la enzima digestiva llamada renina, la cual es importante para la digestién de la
leche, pues al coagularla, impide que pase rdpidamente a los intestinos. Las proteinas se
contintian digiriendo por accion de las enzimas del jugo pancredtico. La tripsina degrada
cualquier proteina que no haya sufrido transformaciones previas o las fracciones ya
desdobladas. Esta enzima es secretada por el pancreas en forma de tripsindgeno, el cual
es activado por una enzima intestinal denominada enteroquinasa (42). El pH 6ptimo para
la accidn de la tripsina es alrededor de 8 y el de la enteroquinasa se encuentra entre 5.3
y 6.1 (43). La quimotripsina es otra enzima pancredtica de accién parecida a la tripsina
pero de distinta especificidad (45). Esta enzima también se secreta en forma inactiva,
como quimotripsinégeno, y es la tripsina la que lo activa. El pH éptimo de la
quimotripsina es alrededor de 8 (43). Otras enzimas proteoliticas pancredticas son las
carboxipeptidasas A y B. Estas enzimas convierten parcial o totalmente las protefnas
digeridas en aminodcidos. Se secretan como pro- carboxipeptidasas y se activan por
accién de la tripsina en el intestino delgado (42, 46). Finalmente, un grupo de enzimas

intestinales a las que se les da el nombre conjunto de erepsina, completan la digestién de
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.

las proteinas al convertir los dipéptidos restantes en aminodcidos sencillos, los cuales ya

pueden ser absorbidos (42) y el pH dptimo de estas enzimas es de 7.9 a 8.2 (43).

Las nucleoproteinas son digeridas por enzimas de la pared intestinal: nucleasas,
nucleotidasas y nucleosidasas. Las nucleasas actian sobre €l 4cido nucleico dividiéndolo
en sus nucledtidos constitutivos. Las nucleotidasas desdoblan los nucledtidos en
nucledsidos y dcido fosférico, y las nucleosidasas separan las pentosas y las bases
purinicas de los nucledsidos. En la pared entérica y en otros tejidos, se encuentra
también Ja arginasa, que convierte la arginina en ornitina y urea y la fosfatasa que pone

en libertad los distintos ésteres fosforicos (43).

Aunque la digestién de lipidos se lleva a cabo, en su mayoria, en el lumen del
intestino delgado, Ja digestién comienza con la accidn de una esterasa pregdstrica (47).
El término esterasa pregdstrica es el mds ampliamente aceptado para enzimas esteroliticas
o lipoliticas secretadas por tejidos orales de mamiferos. Enzimas de origen oral también
reciben el nombre de enzima glandular, preparacion oral glandular, lipasa oral, lipasa
lingual, lipasa faringeal, lipasa salivar (48) o lipasa gdstrica (47). El pH dptimo de la
lipasa gdstrica humana puede variar entre 4 y 8, dependiendo del sustrato usado. Y al
igual que Ja mayorfa de lipasas, es mds activa a una temperatura entre 30 y 40 grados
centigrados (49). La mayor fuente de esta actividad lipolitica gdstrica se origina en un
grupo de gldndulas serosas (von Ebner), debajo de las papilas circunvalantes de la lengua
(50).

En el estémago se lleva a cabo una emulsificacién debido a las contracciones
musculares y a emulsificadores potenciales que pueden funcionar en medio dcido
(productos peptidicos de la digestién de protefnas de la dieta, polisacaridos complejos y
fosfolipidos derivados de membranas). Ademds, es también en el estémago donde se

inicia la hidrélisis de lipidos, por la accién de la lipasa lingual. Sin embargo, la
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hidrdlisis y absorcién cuantitativa, especialmente de dcidos grasos de cadenas largas,
requieren de condiciones menos dcidas, lipasas apropiadas y detergentes (sales biliares),
y de células de absorcién especializadas. Esto se provee posteriormente en el intestino
delgado. La hidrélisis de lipidos de Ia dieta por la accién de la lipasa lingual facilita la
hidrdlisis duodenal de varias maneras: a) Acidos grasos de cadenas largas disueltos en
gotas de grasa se ionizan parcialmente y promueven la emulsificacién fina en el duodeno.
b) Pequeiias cantidades de estos dcidos grasos aumentan la unién de la colipasa con la
interfase de emulsién y, como resultado de ésto, se promueve la unién de la lipasa con
la colipasa. c¢) Los diglicéridos, al estar mds activos en la superficie, pueden localizarse
preferentemente en la interfase emulsién-agua, donde son hidrolizados mds rdpido por
la lipasa pancredtica. d) La absorcidn de dcidos grasos de cadenas largas en el duodeno
inicia la liberacién de colecistoquinina (CCK), la cual induce la contraccién de la vesicula
biliar, la relajacion de la esfinter de Oddi y la secrecion de las enzimas pancredticas. e)
Ya que la lipasa lingual no es afectada por los anfifilicos del lumen, incluyendo las sales

biliares, continda la hidrélisis de di- y triglicéridos en el duodeno a un pH de 5-7 (50).

La emulsién lipidica formada en el estémago pasa al intestino delgado en forma de
finas gotas de lipido con un didmetro menor que 0.5 p.in {47) y entran en contacto con
la bilis, jugo pancredtico y jugo intestinal. El cambio abrupto del pH del estémago al
duodeno causa un cambio en el comportamiento fisico de los 4dcidos grasos en la
emulsién cruda. Estos se ionizan parcialmente y migran a la interfase de la particula de
emulsién y comienza una emulsificacion espontdnea limitada (50). Luego estas particulas

entran en contacto con la bilis.

Los componentes de la bilis de mayor interés fisiolégico son las sales biliares, lecitina
y colesterol. La razén molar de sales biliares-lecitina-colesterol es del orden de 11:3:1
y la lecitina y el colesterol estdn presentes en forma micelar mixta con las sales biliares.

Ademds, la bilis también contiene glucoproteinas, proteinas, pigmentos biliares y una
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menor cantidad de otros compuestos como vitaminas liposolubles y derivados de éstas
(51). Las sales biliares humanas constan de las sales de sodio y potasio de los
conjugados glicinicos y taurinicos de los dcidos célico, quenodeoxicdlico y deoxicélico
(los nombres sistemdticos de estos son:  4cido 3 alfa-, 7 alfa-, 12 alfa-
trihidroxicolanoico; acido 3 alfa-, 7 alfa-dihidroxicola- noico y d4cido 3 alfa-, 12
alfa-dihidroxidocolanoico, respectivamente) (52). La principal funcién de las sales
biliares es actuar como detergentes para la formacion de micelas. Pero para ésto es
necesario que los 4dcidos biliares esten conjugados, ya que los no conjugados no son
buenos detergentes bajo las condiciones del contenido intestinal, y no son resistentes al
dcido (53). Una micela es un agregado coloidal formado espontineamente por
compuestos anfifilicos en agua, en concentracién mayor que la concentracidn micelar
critica (CMC), y a una temperatura de solucidén mayor que la temperatura micelar critica
(TMC) (52, 54). Se ha reportado que la CMC de 4cidos biliares es de 1073 a 10

por litro (55). A diferencia de las soluciones tipicas de emulsiones, las soluciones

moles

micelares usualmente son transparentes, constan de particulas mas pequefias (3-10 pm),

se forman espontdneamente cuando la concentracién del anfifilico excede la CMC, son
totalmente estables y contienen alto contenido del anfifilico (53). Fisioldgicamente, a la
fase micelar formada por la accién de las sales biliares, sé le denomina fase acuosa. Esta
fase acuosa es una mezcla de micelas, formas monoméricas de los dcidos biliares y
lipidos (56). Antes de la accién biliar, la fase acuosa consta, principalmente, de dcidos
grasos y, en menos cantidad, monoglicéridos. Los di- y triglicéridos, dcidos grasos
protonados de cadenas largas, alcoholes de cadenas largas, aminas y aldehidos, vitamina
A, D, Ey K, colesterol y sitosterol, se encuentran en la fase oléica (51, 54). La adicién
de las sales biliares remueve lipidos a la fase micelar, ésto depende de la polaridad del
compuesto y de la concentracién de las sales biliares (51). Experimentos in-vitro han
mostrado que la fase micelar o acuosa es la forma fisica preferente para la absorcién de

grasa por la mucosa intestinal (57, 58).
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A diferencia de otros detergentes, las sales biliares tienen la capacidad de ser
reabsorbidas por el intestino, permitiendo que se dé una alta concentracién de detergente
en el lumen del duodeno, lo cual es de fundamental importancia para la absorcién de
grasas de la dieta. Ademas, Ia estructura de la molécula de las sales biliares es tal que
las micelas formadas interacttian con el producto de la lipdlisis pancredtica en una forma
cuantitativa especifica. También tiene la capacidad de afectar las enzimas lipoliticas.
Difiere también de otros detergentes en que las sales biliares por st solas no solubilizan
grasas no polares en grandes cantidades, pero la micela mixta de sales

biliares-monoglicéridos-jabén tiene mayor capacidad de hacerlo (51).

Las lecitinas de la bilis son necesarias para mantener el colesterol biliar en solucién,
ya que la solubilidad del colesterol en la bilis es bastante baja. Por ésto mismo, la razén
molar de sales biliares-lecitina-colesterol es de mucha importancia. Los productos de la
accidn de la fosfolipasa A, sobre los fosfolipidos, tanto biliares como de la dieta, reciben
el nombre de lisofosfolipidos. Estos son detergentes con propiedades similares a las sales
biliares. La lisolecitina aumenta la incorporacion del colesterol a la fase micelar y puede

ser de gran importancia para la absorcion intestinal de lipidos no polares (51).

Alin no se conoce exactamente la funcién del colesterol biliar. Posiblemente es titil
como suplemento continuo de colesterol para lJa membrana de las células de la mucosa
del intestino. También podria ser importante como buffer para las variaciones de pH

dados por el colesterol de la dieta (51).

Cuando los lipidos se encuentran estado micelar, actian mds ficilmente sobre ellos
las enzimas lipoliticas del jugo pancredtico. Estas enzimas son: lipasa pancreética que

requiere de la colipasa, fosfolipasa A2 y colesterol esterasa.
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La lipasa pancredtica, al igual que la lipasa lingual, son especificas para enlaces
ésteres primarios (sn-1 y sn-3) de triglicéridos, en cambio, los enlaces ésteres de 4cidos
grasos de 2-monoglicéridos, fosfolipidos y colesterol, son resistentes. Ambas enzimas
son mas activas con dcidos grasos de cadenas cortas (50). La lipasa pancredtica trabaja
en la interfase entre las fases oleica y acuosa. Su actividad se inhibe grandemente en
presencia de sales biliares en concentraciones mayores a la CMC (47). Esto se debe a
que las sales biliares desplazan la lipasa pancredtica de las interfases, inhibiendo asf su
actividad (59). Entonces, en presencia de sales biliares, la colipasa se une ala superficie
de las micelas que contienen los 1ipidos y provee un sitio de unién para la lipasa. Asi
pues, la colipasa es un pre-requisito para la actividad de la lipasa en presencia de sales
biliares (59, 60). El pH dptimo de la lipasa pancredtica es de 7.5-8.0 y ademds requiere
de iones de calcio para su actividad (46), ya que éstos mantienen su estabilidad. Los
iones de calcio también aceleran el proceso de la formacién de diglicéridos,
monoglicéridos y glicerol. Ademds, su principal funcién es la de remover dcidos grasos

formados en la hidrdlisis, mediante la formacidn de jabones insolubles de calcio (49).

La fosfolipasa pancredtica A, cataliza la hidrolisis de los 4cidos grasos esterificados
en la posicién sn-2 de una gran variedad de fosfoglicéridos, pero no tiene ningtin efecto
en esfingolipidos. Esta enzima requiere, para su actividad, de los iones de calcio, los
cuales se unen en una estequiometria 1:1 al sustrato y a la enzima (50). Ademds,
requiere de la presencia de sales biliares. Las sales biliares llevan sustratos insolubles
en agua (fosfatidilcolina o etanolamina) en soluciones micelares mixtas, y ésto puede ser

importante para el enlace enzima- sustrato (51).

La colesterol esterasa pancredtica y la esterasa carboxilica pancredtica, aparentemente
son la misma enzima. Esta cataliza la hidrélisis de ésteres carboxilicos solubles en agua
(triacetina, tripropionina, metilbutirato, isoleutina) y ésteres insolubles (de colesterol y

lipovitamina A, D y E) dispersos en las micelas de sales biliares. Los sustratos
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emulsificados son pobremente hidrolizados (50). Se ha mostrado que se fequiere de las
sales biliares trihidroxidicas como cofactores para las actividades esterificadoras e

hidrolizantes de la colesterol esterasa (55).

Los productos creados por la accidn de las distintas enzimas lipoliticas llegan a formar

parte de la fase micelar, donde son mas ficilmente absorbidos (57).



II. OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL.

B.

Determinar el efecto de la digestién in-vitro en ¢l contenido de B-caroteno en
cuatro muestras de hojas verdes: Bledo (Amaranthus spp.), Chipilin (Crotalaria

longirostrata), Espinaca (Spinacea oleracea) y Macuy (Solanum nigrum).

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Desarrollar un método de simulacién, in-vitro, de la digestién de carotenos.

Cuantificar el contenido de 8-caroteno en las muestras de hojas verdes, antes y

después de la digestién in-vitro.

Evaluar el contenido de proteina y fibra dietética en las muestras, como posibles

factores influyentes en la digestibilidad de B-caroteno.

Evaluar la digestibilidad de f-caroteno, in-vive, de las muestras vegetales.



IV. TRABAJO EXPERIMENTAL

A. Metodologia.

El trabajo experimental se desarrolld en tres etapas:

1. Recoleccidén, procesamiento v andlisis de las muestras vegetales.

Las cuatro muestras de hojas verdes (bledo, chipilin, espinaca y macuy) se
compraron frescas en las primeras horas de la mafiana en un mercado local de la ciudad
de Guatemala. Se separaron las hojas del resto de la planta, con el fin de evaluar la

porcién comestible.

Se determind la humedad en fresco de las muestras de hojas, pesando una muestra
de ellas antes y después de secarlas en un horno a 60°C. EIl porcentaje de humedad se

calculd con la siguiente férmula:

% HUMEDAD, = (PESO FRESCO - PESO SECO) * 100
(PESO FRESCO)

De la misma forma se determiné el porcentaje de humedad residual, pero liofilizando las

hojas secas. Para calcularla se utilizé la siguiente férmula:

% HUMEDADI_ =_(PESO SECO - PESO LIQFITIZADO) * 100
(PESO FRESCO)
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p

Se liofilizaron todas las muestras, se molieron y se pasaron por un tamiz 435, Se
almacenaron en frascos de vidrio oscuros en atmodsfera de nitrégeno a 0°C. Estas
muestras liofilizadas y molidas fueron las utilizadas en todo el resto del trabajo

experimental, teniendo el cuidado de almacenarlas correctamente.

Se llevé a cabo el andlisis del contenido de protefna en las muestras por

micro-kjeldahl (7), al igual que de fibra dietética (61).
Se analizé el contenido de B-caroteno en las muestras vegetales (apéndice A).
Se extrajeron los carotenos de las muestras (7). Se cuantificaron por el método de

AOAC y por cromatografia liquida de alta presién (HPLC).

2. Evaluacién de la_ digestibilidad in-vive de B-caroteno en las muestras

vegetales,

a. Preparacion de las dietas. Se prepararon cinco dietas distintas con,
aproximadamente, 1 mg de 8-caroteno/100 gr de dieta, que variaban entre si en la fuente
de vitamina A: bledo, chipilin, espinaca, macuy, 8-caroteno (control positivo); y una
dieta libre de vitamina A (control negativo). La composicidn de las dietas se muestra en
la tabla 4.1. EI contenido de la muestra vegetal de las primeras 4 dietas se establecid
con base en el anilisis de f-caroteno de la muestra por HPLC. Durante el tiempo que
durd la evaluacién in-vivo, las dietas se almacenaron en bolsas pldsticas dentro de
costales oscuros y a 0°C, para minimizar la degradacién de los carotenos. Se llevé a
cabo el andlisis del contenido de B-caroteno en las dietas ya preparadas (apéndice A) y

de proteina por el método de macro- Kjeldahl (7).
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Tabla 4.1
Composicién de la dieta control por 100 gr de dieta (32)
Dieta | Dieta Dieta Dieta Dieta Dieta
Ingrediente Bledo | Chipilin | Espinaca { Macuy | Control | Control
+ -
1
Caseina (gr) 14.4 14.4 14.4 14.4 14.4
Almidén (gr) 73.6 74.5 74.1 76.6 76.6
Minerales (gr) 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0
(63)
Aceite Algoddn 5.0 5.0 5.0 5.0 5.0
(ml)
Solucién vitaminas h 50 | 5.0 50 | 5.0 50 | 5.0
complejo B (ml)
(64)
Muestra vegetal 2.6 3.0 2.1 2.5 - -
(gn)
|| B-caroteno (mgr) ’l - - - - 10.0 -
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b. Disposicién de los animales experimentales. 72 ratas Wistar adultas se
ordenaron, de acuerdo a sus pesos para formar 6 grupos de 12 ratas cada uno, lo mds
homogeéneo entre si, respecto de sus pesos. En cada grupo se incluyeron 6 machos y 6
hembras. Cada rata se colocé en una jaula y éstas se ubicaron en orden de grupos,

cuidando de no confundirlas.

¢. Periodo de adaptacién. En el periodo de adaptacién se alimenté a las ratas
con su dieta correspondiente y se le proporcioné agua ad libitum. Este periodo duré 13

dfias.

d. Periodo de evaluacién. Antes de iniciar el perfodo de evaluacién se pesaron
nuevamente las ratas. Se le proporcionaron 150 gr de su dieta correspondiente y agua
ad libitum. A partir de este momento se empezaron a recolectar las heces. Después de

6 dfas se pesaron las ratas y el alimento sobrante y se recolectaron las heces.

e. Andlisis de heces. Las heces recolectadas se pusieron a secar a 60°C por 20
horas. Se limpiaron y pesaron. Luego se molieron, pasdndolas por un tamiz niimero 40.
Mientras se analizaban, se almacenaron en frascos de vidrio con atmdsfera de nitrdgeno,
a 0°Cy en la oscuridad. Se extrajeron los carotenos (apéndice A) (33) y la cuantificacién

de B-caroteno se llevd a cabo por HPLC.

f. Célcule de la digestibilidad de B-caroteno. Ademds de analizar el contenido
de B-caroteno en las heces, también se cuantificé en las dietas, para poder calcular la

digestibilidad de B8-caroteno por la siguiente férmula:

DIGESTIBILIDAD =_(CARQT. INGERIDO - CAROT. HECES) * 100
(CAROT. INGERIDO)




27

3. Proceso de digestién in-vitro de las muestras vegetales.

Con base en algunos procedimientos que simulan el proceso digestivo (61, 62),
y al conocimiento de la accién de las enzimas digestivas, se desarrollé un método
preliminar para evaluar el efecto de la digestion en el contenido de 8- caroteno de las

muestras vegetales. Este método inicial inclufa los siguientes pasos:

Pesar 1 gr de muestra vegetal seca

Agregar 25 ml de buffer de fosfato pH 6.0
Agregar 100 pl de Termamyl

Mezclar e incubar por 1 hra a 37°C con agitacién
Llevar a pH 1.5 con solucién de HC1

Agregar 500 pl de solucién de Pepsina (10% w/v)
Mezclar en incubar por 1 hra a 37°C con agitacién

Llevar a pH 7.5 con solucién de NaOH

X 2 N kW

Agregar 500 pl de solucién de Proteasa (1% w/v)

[y
<

. Mezclar en incubar por 1 hra a 37°C con agitacién

"
[a—

. Llevar a pH 8.0 con solucién de NaQOH
. Agregar 5 ml de bilis (10% w/v)
. Agregar 5 pl de Fosfolipasa A2

T
W

. Mezclar en incubar por media hora a 37°C con agitacién

—
h

. Agregar 10 pl de solucién de Colipasa (0.5 mg/ml)

[y
=)

. Mezclar en incubar por 10 min a 37°C con agitacién

f—
-]

. Agregar 10 pl de solucién de Lipasa (50 mg/L)

—
oc

. Agregar 1 ml de solucién de Colesterol Esterasa (25 mg/10 ml)

f—
\o

. Mezclar en incubar por 1 hra a 37°C con agitacién,
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Utilizando s6lo una muestra (espinaca), se llevaron a cabo varias pruebas de este
método, para determinar qué enzimas afectaban realmente la digestién de B-caroteno.
Para €sto fue necesario analizar el contenido de B- caroteno en el producto ya digerido,
ya sea como un todo o el liquido y el sélido por separado. La extraccién de carotenos
del sélido se llevd a cabo de forma similar a la del material seco (apéndice A) y el
liquido por extraccién liquido-liquido con éter de petréleo. También se hicieron
diferentes pruebas de extraccién, para asegurarse que era el proceso de digestidn el que
afectaba el contenido de B-caroteno en la muestra y no la extraccion. Finalmente, la
cuantificacién de B-caroteno en todas las pruebas se llevé a cabo por cromatografia

liquida de alta presién (HPLC).

Después de varias pruebas (ver resultados y discusién), se opté en utilizar el
proceso de digestién in-vitro incluido en el andlisis de fibra dietética de Asp, et al. (61),
para evaluar el efecto de la digestién in-vitro en el contenido de B-caroteno en muestras
vegetales. Asimismo, debido a los problemas afrontados en el andlisis de B-caroteno en
el liquido, se decidié liofilizar el producto de la digestién y analizar el contenido de
B-caroteno en éste, con el método de extraccién de AOAC (7) y cuantificacién por

HPLC,

El método final utilizado para determinar el efecto de 1a digestién in-vitro en el

contenido de B-caroteno en muestras vegetales, es el siguiente:

Liofilizar la muestra vegetal

Extraer y analizar el contenido de B-caroteno por HPLC (apéndice A)
Pesar 1 gr de muestra

Agregarle 25 ml de buffer de fosfato pH 6.0

Agregar 100 ul de Termamyl

N

Mezclar ¢ incubar por 1 hra a 37°C con agitacién
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7. Llevar a pH 1.5 con solucién de HCI

8. Agregar 500 pl de solucién de Pepsina (10% w/v)

9. Mezclar € incubar por 1 hra a 37°C con agitacién

10. Llevar a pH 6.8 con solucién de NaOH

11. Agregar 1 ml de solucién de Pancreatina (10% w/v)

12, Mezclar e incubar por 1 hra a 37°C con agitacién

13. Verter el producto de la digestion en un beaker de Nalgene

14. Congelar y liofilizar

15. Extraer y cuantificar por HPLC el contenido de B- caroteno en el producto

liofilizado (apéndice A)

Este proceso completo se Hevé a cabo para las cuatro muestras vegetales (bledo,
chipilin, espinaca y macuy), ademds de un proceso sin enzimas (s6lo cambios de pH y
temperatura) y otro sélo agregindole agua a la muestra y liofilizdndola. Cada proceso
en triplicado. Esto se hizo para determinar si era el proceso completo el que degradaba

el B-caroteno, o s6lo el cambio de pH y la temperatura.
B. Materiales
1. Muestras.
- Hojas de Bledo (Amaranthus spp.)
- Hojas de Chipilin (Crotalaria longirostrata)

- Hojas de Espinaca (Spinacea oleracea)

- Hojas de Macuy (Solanum nigrum)
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2. Animales experimentales.

36 ratas Wistar machos adultos
36 ratas Wistar hembras adultos

3. Equipo.

Balanza analitica OHAUS GA200

Liofilizadora Virtis 10-MR-TR

Analizador de Kjeldahl, Kjeltec Auto 1030 Analyzar, Tecator

Baro térmico con agitacion 1020 Tecator

Centrifuga 16172H, International Equipment, Co.

Espectrofotémetro UV/visible Lambda 5, Perkin-Elmer

Cromatdgrafo liquido de alta presién Varian Vista 5500, detector UV-Visible con
longitud de onda variable.

Columna Nova Pak C-18 (Waters)

Graficador 024, Perkin-Elmer

4. Reactivos especificos.

B-caroteno para preparacién de dietas (seco 10% soluble en agua, ROCHE)
B-caroteno para estdndar (SIGMA C-0126)

Termamyl 120L (NOVO A/S AAN 4306)

Pepsina 200 FIP U/g (MERCK 7190)

Pancreatina (FLUKA AG 76190)

Proteasa (SIGMA P-4630)

Colipasa (SIGMA C-3028)

Lipasa pancredtica (SIGMA 1-0382)



Fosfolipasa A2 (SIGMA P-6534)

Colesterol Esterasa (SIGMA C-9530)

Bilis deshidratada (OxGall)

Acetonitrilo grado HPLC

Metanol grado HPLC

Tetrahidrofurano grado HPLC

Filtros 0.5 pm (Millipore FHLP 01300)
Prefiltros 10 pm (Varian 00-996690-05)
Filtros de solvente 0.5 pm tipo FH (Millipore)
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES

A. Anilisis de las muestras vegetales

Los resultados de los andlisis en las muestras vegetales de humedad en fresco,
humedad residual, contenido de proteina, fibra dietética y B-caroteno por el método de
AOAC y por HPLC se muestran en la tabla 5.1. En el apéndice B se muestra un
cromatograma de una curva estdndar (cromatograma 1) y del andlisis de una muestra

(cromatograma 2), asi como un gjemplo de los cdlculos de concentracidén de B-caroteno.

Se llevaron a cabo los andlisis antes mencionados para determinar si influfan en
la digestibilidad de B-caroteno. La tabla 5.1 muestra que no existe diferencia
significativa entre las muestras, respecto a la humedad en fresco y residual y muy poca
diferencia en contenido de proteina y fibra dietética. Por otro lado, si existe diferencia

significativa en el contenido de B-caroteno.

En lo que respecta al contenido de B-caroteno (tabla 5.1), la determinacién por
el método de AOAC es mayor que la determinacién por HPLC. Esto se debe a que el
método de AOAC expresa el contenido de carotenos totales como B-caroteno,
sobreestimando el contenido real de este caroteno (29.41-44.24%). En cambio, el
método por HPLC separa los carotenos en sus diferentes tipos, pudiéndose asi cuantificar
solamente el tipo de caroteno de interés. Por esta razén y por la facilidad que se tenfa

de utilizar el HPLC, todas las demds muestras se analizaron con el HPLC.



Tabla 5.1

Andlisis de las muestras vegetales
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Andlisis Muestra vegetal

Bledo Chipilin Espinaca Macuy
Humpedad Fresco I 87.0 + 0.01* | 85 + 6 90 + 10 86 + 8
{9
Humedad Residual 742 58 + 0.5 7+1 743
(%)
Proteina (mg/g) 269 + 10° 302 + 16° 339 4 142 | 380 + 25?2
Fibra Dietética 36.25 35.48 34.22 34.79
B.S. (%)!
B-caroteno 0.379 0.33 0.47 0.401
(AOAC) (mg/g)* + 0.008 + 0.02 + 0.02 + 0.006
B-caroteno (HPLC) 0.266 0.255 0.33 0.278
(mg/g)* + 0.001 + 0.002 + 0.01 + 0.008
% sobreestimacidn
B-caroteno 42.48 29.41 42.42 44 .24
AQAC/HPLC l

1
2

Analisis sin réplica

Andlisis con dos réplicas
Andlisis con tres réplicas
Inervalos de confianza al 95%

3
4
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.

B. Evaluacién de la digestibilidad in-vivo de B-caroteno en las muestras vegetales

Como un paso previo a la evaluacién de la digestibilidad, se analizé el contenido
de protefna y de B-caroteno en las 6 diferentes dietas (apéndice B, cromatograma 3), para
asegurarse que todas posefan, aproximadamente, €l mismo contenido proteinico y de

B-caroteno (excepto el control negativo). Los resultados se muestran en 1a tabla 5.2,

Tabla 5.2

Andlisis de las dietas

Dieta Proteina’ (%) B-caroteno® (ug/g)
Bledo 13+ 2 8+2
Chipilin 14 +3 85+03
Espinaca 14 +£5 7.59 + 0.02
Macuy 14 + 2 8.9 + 0.3
Control positivo 13 + 4 6.2 +0.9
| Control negativo 12 + 6 0
é Andlisis con dos réplicas

3 Andlisis con tres réplicas con excepcién de Espinaca.
Intervalo de confianza al 95%
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Para la evaluacién de la digestibilidad in-vivo de B-caroteno, se llevaron a cabo
los periddos de adaptacion y evaluacién sin problemas, pero al analizar el contenido de
B-caroteno en las heces, ninguna posefa una cantidad detectable de éste (apéndice B,
cromatograma 4). De esta manera, se obtiene un 100% de digestibilidad de B-caroteno
para las 5 dietas que lo contenfan, lo que indica que todo el B-caroteno ingerido por las
ratas fue absorbido. Esto sugiere que si hubo alguna degradacion en el proceso de
digestion de la rata, el B-caroteno degradado, se considera también como absorbido. Asi,

fue necesario evaluar el efecto de 1a digestion en el contenido de B-caroteno.

C. Proceso de digestion in-vitro de las muestras vegetales

Para evaluar el efecto de la digestién en el contenido de B-caroteno, se disefié un
método inicial de digestién in-vitro. En este método no se reprodujo exactamente el
proceso digestivo, sino que se trat6 de montarlo de tal forma que involucrara los
elementos principales de ladigestidn: enzimas digestivas para carbohidratos (Termamyl),
proteinas (pepsina y proteasa) y lipidos (colipasa, lipasa, fosfolipasa A,y colesterol
esterasa); cambios de pH; temperatura adecuada (37°C) y agitacién constante. Para
optimizar este método in-vitro fue necesario hacer 4 pruebas distintas, variando la
digestidn y/o la extraccidn de B-caroteno, para determinar el método final adecuado de
evaluacion del efecto de la digestion in-vitro en el contenido de B-caroteno de las
muestras. En estas pruebas se trabajé solo con espinaca, pues es la que presenté mayor

cantidad de B-caroteno.
1. Prueba 1.

Para evaluar si todas las enzimas utilizadas eran indispensables para determinar

el efecto de la digestidn sobre el contenido de B-caroteno, se probaron 5 tratamientos:
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Utilizando sélo Termamyl (ver pdgina 27, hasta paso 4)
Termamyl y pepsina (hasta paso 8)
Termamyl, pepsina y proteasa (hasta paso 10)

1.
2.
3.
4.

Termamyl, pepsina, proteasa y enzimas lipoliticas (todo el proceso del método
inicial)

5. Todo el proceso del método inicial, pero sin adicionar ninguna enzima,

Después de la digestidn, se analizd el contenido de B-caroteno en la parte liquida
del producto de Ia digestiﬁn o digerido (apéndice B, cromatograma 5), pues,
supuestamente, en éste se encuentran los carotenos listos para ser absorbidos. Para esto,
se centrifug el digerido a 5,000 rpm por 15 min. Se separé el sobrenadante, del cual
se extrajeron los carotenos por separacién liquido-Ifquido utilizando éter de petréleo. El
extracto etéreo se llevé a sequedad y se diluyd a 10 ml con hexano, para luego

cuantificar B-caroteno por HPLC.

De esta prueba no se obtuvieron resultados significativos del contenido de
B-caroteno en los sobrenadantes. Esto podria implicar: a. que no fue posible solubilizar
el B-caroteno en la fase acuosa, b. si se solubiliz6, pero al centrifugar quedd$ en el
sedimento o ¢. se degradé todo el B-caroteno durante las digestiones. d. Otra posibilidad
es que no s¢ hubieran liberado los carotenos del tejido vegetal, pero, por lo menos en el

tratamiento 4 donde estdn presentes todas las enzimas, tuvieron que haberse liberado.

2. Prueba 2.

Se llevaron a cabo 5 tratamientos distintos (ver tabla 5.3), sin réplica, analizando

sobrenadante y sedimento.
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Tabla 5.3

Tratamientos y resultados de la prueba 2

Tratamiento B-caroteno en sedimento
- (mg/g)
| 1. Termamyl 0.070
2. Termamyl y pepsina 0.200
3. Termamyl, pepsina y proteasa 0.199
4, Todo el proceso completo -1
5. Todo el proceso sin enzimas 0.122
1

Se perdi6 la muestra durante la centrifugacién

Al analizar el contenido de B-caroteno en el sobrenadante, no se detectaron

cantidades significantes (mismas implicaciones de¢ la prueba 1).

En la cuantificacién de B-caroteno en el sedimento, (apéndice B, cromatograma
6 y tabla 5.3) lo Gnico que se puede inferir de estos resultados, al comparar los
tratamientos 2 y 3, es que la proteasa no afecta el contenido de S-caroteno. Esto puede
deberse a que la pepsina por si sola degrada las proteinas necesarias para liberar los
carotenos. Por la pérdida de la muestra del tratamiento 4 no se sabe si las enzimas
lipoliticas afectan o no el contenido de -caroteno. La comparacién de los tratamientos
1y 5 que ticnen los valores mds bajos de B-caroteno, sugiere que degradar carbohidratos
(tratamiento 1) y cambiar pH y temperatura a 37°C (tratamiento 5) no es suficientes para
liberar los carotenos del tejido vegetal; se necesitan enzimas proteoliticas y/o, tal vez,

enzimas lipoliticas.
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3. Pruebs 3.

Se llevaron a cabo los mismos 5 tratamientos de la prueba 2, mds un blanco (sin
proceso, solo se le agreg6 agua para tener las mismas condiciones de extraccién). Se
analizé el contenido de B-caroteno sélo en el sedimento (apéndice B, cromatograma 7).

Los resultados se muestran en la tabla 5.4.

Tabla 5.4

Tratamientos y resultados de la prueba 3

Tratamiento B-caroteno en sedimento

(mg/g)

1. Termamyl 0.05 + 0.021

2. Termamyl y pepsina 0.09 £ 0.06 |

3. Termamyl, pepsina y proteasa 0.09 £ 0.03

4, Todo el proceso completo 0.11 + 0.01

5. Todo el proceso sin enzimas 0.04 +£ 0

6. Blanco (sélo agua) 0.2 + 0.1 i

1 Intervalo de confianza al 95%.

En estos resultados se observa que no existe diferencia significativa entre los
tratamientos 2, 3 y 4. Esto corrobora que la proteasa no es indispensable y que se
obtiene menor cantidad de B-caroteno en el tratamiento 1 (sélo degradacién de
carbohidratos), que en el tratamiento 2 (degradacién de proteinas). Ademds sugiere que
las enzimas lipoliticas tampoco afectan significativamente el contenido de B-caroteno en

la muestra.
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Aungue se obtienen intervalos de confianza muy grandes, los resultados parecen
indicar que la muestra sin proceso contiene mds B-caroteno que las que sufrieron algiin
tipo de digestién, pudiendo significar que las enzimas, pH y/o temperatura degradan el
B-caroteno durante la digestién in-virro. Los intervalos de confianza grandes son
inherentes al proceso de extraccién, pues se pierde muestra al transferir el sedimento al
matraz aforado, para extraer los carotenos por €l método de AOAC y luego cuantificarlos
por HPLC (apéndice A).

4. Prueba 4.

Como no se observaron diferencias significativas con las enzimas lipoliticas, el
proceso digestivo in-vitro llevado a cabo en esta prueba se limité a la accién de la
proteasa. Se ensayaron 4 tratamientos, el primero con 4 réplicas para evaluar la
reproducibilidad del método de extraccién, el segundo con 2 y los otros sin réplicas (ver
tabla 5.5). Como se deseaba mejorar la extraccién de los carotenos de la fase liquida del
producto de digestion, se probd utilizar KOH metanélico (40%) en lugar de bilis para
saponificar los carotenos y ver si asi mejoraba la solubilizacién de éstos en el medio

acuQso.

Respecto de la extraccién, hubo variacién en las réplicas, analizando en algunos
casos ¢l contenido de B-caroteno sélo en el sedimento, en el sedimento y el sobrenadante
por separado y en el sedimento y sobrenadante juntos (completo) (apéndice B,

cromatograma 8). Los resultados se muestran en la tabla 5.5.

La tabla 5.5 muestra que al usar KOH metandlico al 40% en lugar de bilis, no
mejora significativamente la solubilizacidn del B-caroteno en la fase acuosa. También

se puede observar que no es congruente que la extraccién completa del digerido presente
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una cantidad menor a la del andlisis del sedimento. Esto se debe a qué el método de
extraccion ufilizado es para material seco, no liquido o himedo, el agua,

consecuentemente, afecta la extraccién de carotenos con solventes orgdnicos.

En estos resultados puede observarse, para B-caroteno puro, que el proceso
digestivo utilizado si degrada los carotenos. En el caso de la espinaca, esta diferencia

entre los dos tratamientos es muy pequefia.

Tabla 5.5

Tratamientos y resultados de la prueba 4

Tratamiento B-caroteno (mg/g)
L sedimento | sobrenadante completo
1. Espinaca con proceso 0.007 0.03
2. Espinaca sin proceso 0.008 0.05
3. B-caroteno' con proceso 0.014 -
| 4. B-caroteno' sin proceso 0.082 -

2 m] de solucidén de B-caroteno 1.7 mg/ml
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5. Método final para la evaluacién del efecto de la _digestién in-vitro en el

contenido de B-caroteno en las muestras vegetales,

Después de las 4 pruebas anteriores, se elaboré la metodologia final, tomando en

cuenta los siguientes aspectos:

a. No todas las enzimas son indispensables para esta evaluacién. Adin asf, se
emplearon enzimas para los componentes principales: carbohidratos (Termamyl),

proteinas (pepsina y pancreatina) y lipidos (pancreatina).

b. Debido a la dificultad del andlisis del contenido de B-caroteno en la fase acuosa
y sedimento himedo del digerido, se optd por liofilizar el digerido y luego extraer los
carotenos por el método de AOAC para material seco y luego cuantificarlo por HPLC

(apéndice A).

Para evaluar el efecto de la digestion in-vitro en el contenido de B-caroteno, se
llevaron a cabo 3 tratamientos para cada una de las 4 muestras, en triplicado. El primer
tratamiento era el proceso completo del método final, el segundo era el proceso pero sin
enzimas y el tercero sélo con agua (blanco) y liofilizando. La liofilizacién de las
muestras de los tres tratamientos permite descartar el efecto de variacién por diferencia
en la extraccién. Los resultados se muestran en la tabla 5.6 (apéndice B, cromatograma

9.

Para visualizar mejor los resultados, la tabla 5.7 muestra las medias de éstos con

su limite de confianza al 95%.



Tabla 5.6

Tratamientos y resultados para la determinacién del
efecto de la digestion in-vitro en el contenido de

B-caroteno en las muestras vegetales

(B-caroteno en mg/g)
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1.

2.

3.

Tratamiento Muestra vegetal

“ Bledo Chipilin Espinaca Macuy

]r 0.1343 0.1870 0.0876 0.2628

Proceso completo 0.1259 0.1811 0.0993 0.2674
0.1232 0.1962 0.1024 0.2732

0.1245 0.2045 0.1038 0.2838

Proceso sin enzimas 0.1267 0.1954 0.0974 0.2672
0.1166 0.2095 0.0918 0.2698

0.1978 0.2117 0.2068 0.2852

Blanco 0.2242 0.2363 0.2440 0.2895
0.2031 0.2703 0.1873 0.3158




Tabla 5.7

Medias de los resultados para la determinacién del
efecto de la digestion in-virro en el contenido de
B-caroteno en las muestras vegetales

(B-caroteno en mg/g)

43

Tratamiento Muestra vegetal
Bledo Chipilin Espinaca Macuy
1. Proceso completo 0.13 0.19 0.10 0.27
+ 0.01' + 0.02 + 0.02 + 0.01
2. Proceso sin enzimas 0.12 0.20 0.10 0.27
+ 0.01 + 0.02 + 0.02 + 0.02
3. Blanco 0.21 0.24 0.21 0.30
+ 0.04 + 0.07 + 0.07 + 0.04

1 Intervalo de confianza al 95%.

Se procesé B-caroteno puro en la misma forma que las muestras, pero no fue

posible recuperarlo después de liofilizar el digerido. Esto presenta un problema prictico

al utilizar B-caroteno puro como control.

Podria usarse, pero adiciondndolo en una

muestra vegetal de efecto de digestidn de B-caroteno conocido, asi, por diferencia, se

obtendria el efecto de la digestién sobre el f-caroteno puro.

Para determinar si existe diferencia entre los tres tratamientos, se llevé a cabo un

andlisis de varianza (ANDEVA), utilizando el paquete estadfstico para computadora SAS

(apéndice C). En este ANDEVA la hip6tesis nula fue: Los tratamientos son iguales.
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Los resultados del ANDEVA (apéndice C) indican que si existe diferencia entre

tratamientos.  Adicionalmente, la prueba de Tukey muestra que no hay diferencia

significativa entre los tratamientos 1 y 2, mientras que ambos difieren del tratamiento 3.

Con estos resultados estadisticos y con los datos de la tabla 5.7 se observa que
el proceso de digestion in-vitro si degrada los carotenos de la muestra vegetal, pues hay
mayor cantidad de B-caroteno en las muestras con el tratamiento 3 que con las de
tratamientos 1 y 2. El no haber encontrado una diferencia significativa entre los
tratamientos 1 y 2 indican que no es el proceso enzimdtico por si solo el que degrada el
B-caroteno, sino que es €l cambio de pH y/o la temperatura. Lamentablemnte, en este
trabajo se evalud el efecto de pH y temperatura juntos, por 1o que no se puede saber si

la temperatura por si sola afecta la degradacion del B-caroteno.

Estos resultados indican que el método in-vivo para evaluar la digestibilidad de
carotenos, sobreestiman los resultados. En ese método los carotenos no excretados,
incluyendo los degradados, se consideran como absorbidos. Como sugerencia, se podria
utilizar el método de digestién in-vitro como complemento del método de evaluacion de
la digestibilidad in-vivo, ya que el primero puede dar una idea del grado de degradacion
de los carotenos en la muestra a analizar y asi podria obtenerse un factor de correccién
para el método in-vivo. Para lograr esto, se debe hacer un estudio mds profundo de la
metodologia empleada en este trabajo, ademds podria complementarse con una evaluacion

de biodisponibilidad de carotenos.

Este trabajo también podria usarse como base para el desarrollo y estandarizacién
de una metodologia in-vitro para evaluar digestibilidad de carotenos o B-caroteno. Para
eso, debe encontrarse una forma efectiva para lograr solubilizar y extraer los carotenos

de la fase acuosa del digerido.



V1. CONCLUSIONES

El método de determinacién de B-caroteno de la AOAC, sobreestima el contenido

real de éste.

La determinacién in-vivo sobreestima la digestibilidad de B-caroteno, puesto que
la cantidad ingerida de éste es menor a la absorbida, debido a la degradacién de

este caroteno durante la digestion.

La degradacion de B-caroteno ocurrida durante la digestién in-vitro no es causada

por accién enzimdtica, sino por efecto de cambios en el pH y/o temperatura.



VII. RECOMENDACIONES

Si se va a cuantificar B-caroteno en una muestra, es recomendable hacerlo por
cromatografia liquida de alta presién (HPLC), pues el método de cromatografia

abierta de la AOAC sobreestima el contenido de este caroteno.

Para el estudio del efecto de la digestién in-vitro en el contenido de B-caroteno
de muestras, es necesario evaluar individualmente el efecto de PH y temperatura,

y la interaccién de ambos factores.

El método in-vivo para la evaluacién de la digestibilidad de carotenos,

aparentemente sobreestima los valores de esta.

Es de vital importancia estandarizar bien este método para la determinacién del
efecto de la digestién in-virro en el contenido de B-caroteno de muestras
vegetales, con ayuda de métodos de bio-disponibilidad de carotenos, y asi pueda
servir como complemento del método in-vive de evaluacién de la digestibilidad

de B-caroteno.

Desarrollar y estandarizar una metodologia para evaluar la digestibilidad in-vitro

de B-caroteno o carotenos.
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APENDICE A

Métodos de andlisis utilizados en la presente investigacion

A.1 Anadlisis de carotenos en material seco.

Extraccién de Carotenos. (7)

Se muele la muestra hasta pasar por un tamiz No. 40. Se pesan 2 gr (muestra
vegetal) o 4 gr (dieta mixta) y se colocan en un matraz aforado de 100 ml. Se pipetean
30 ml del extractante (hexano-acetona-etanol absoluto-tolueno (10+7+6+7))y se agita
por 1 min. Se pipetean 2 ml (muestra vegetal) o 4 ml (dieta mixta) de KOH metaﬁélico
al 40% dentro del baldn, se agita por 1 min y se coloca en un bafio a 56°C por 20 min.
Se adhiere al balén un condensador pora evitar pérdida del solvente. Se saca el balén
del bafio y se deja enfriar por 1 hra en la oscuridad. Se pipetean 30 mi de hexano dentro
del baldn, se agita por 1 min y se lleva a volumen con solucion acuosa de sulfato de
sodio al 10%. Se agita vigorosamente y se deja en la oscuridad por 1 h‘ra, antes de la
cromatograffa. Puede llevarse a cabo la cromatografia abierta o la cromatograffa liquida
de alta presion (HPLC).

Cromatografia abierta. (7)

La columna cromatografica debe ser un tubo de vidrio de 1 cm didmetro y 30 cm
de largo, con llave para controlar el flujo (una bureta). En el fondo de la columna se
coloca lana de vidrio y encima se deja caer el material adsorbente (mezcla de 6xido de
magnesio activado y Hyflo Super-Cel (1+1)), hasta formar una capa de 12 cm. Se
aplica vacio a la columna para compactar el material y se apelmasa con una varilla de

vidrio. Se coloca encima una capa de 2 ¢cm de sulfato de sodio anhidro.
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Se transfieren 5 - 15 ml del extracto (dependiendo de la concentracion de
carotenos de la muestra) a la columna y se aplica vacio para forzar su paso. Se eluye
la franja de carotenos con hexano-acetona 9+1. El eluyente se recoge en un balén
aforado de 10 - 50 m! (dependiendo de la concentracén de la muestra) y se lleva a

volumen con la solucién eluyente. Se lleva a cabo la determinacién inmediatamente.

Determinacién. (7)
Se lee la absorbancia de la solucién a 436 nm. Se obtiene el factor de correccion

del aparato leyendo una solucién 0.04 mM de sudén 1 a la misma longitud de onda.

Calculos. (7)

La solucién de suddn deberd leer 0.460 a 436 nm. El factor de correccion f se
obtiene dividiendo la lectura esperada por la lectura obtenida. La concentracién de
carotenos totales C, expresada en mg de B-carotenos/g de muestra, se obtiene de la

férmula:

C=A*f*50*VH/(E*Db*g* Vi
donde A es la absorbancia de la muestra a 436 nm, f es el factor de correccién, Vi es
el volumen final (ml) de elucién, E es la absortividad (196 para §-caroteno), b es el largo
de celda en cm (1 cm), g es el peso de la muestra y Vi es el volumen (ml) del extracto

transferido a la columna,

Cromatografia liquida de alta presién. (29)

Se empled un cromatégrafo liquido de alta resolucion modelo Vista 5500, marca
Varian, con detector espectrofotométrico a 470 nm y columna Nova Pak C-18 (Smcm).

Como fase liquida se empled acetonitrilo:metanol:tetrahidrofurano (58:35:7).
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Se prepararon diferentes diluciones del estdndar de B-caroteno, para correr una

curva de calibracion donde la concentracion de la muestra quedara incluida. Para
determinar la concentracién exacta de los estindares, se leyeron en un espectrofotémetro

lambda 5 a 450 nm, donde Ia concentracién C (mg/L) se determiné con la férmula:
C=A/(E*b)

donde A es la absorbancia a 450 nm, E es la absortividad al 1% (2563 ml/cm para
B-caroteno SIGMA utilizado) y b la longitud de la celda (1 cm).

Las muestras se pasaron por un filtro de 0.5 pm, con un pre-filtro de 10 ym y
los solventes a utilizar por un filtro de 0.5 pm. Se inyectaron los estindares en el
cromatdgrafo (10 ul), y se registraron los picos en un graficador Perkin- Elmer. Se
midieron el tamafio de los picos y se hizo la curva estdindar Concentracién vrs. tamafio
de pico. Se inyectaron los estindares de la curva, por lo menos cada tres muestras y se

utilizé un promedio de las réplicas para hacer la curva.

Se inyectaron las muestras en duplicado (10 pl) y se midieron los picos, para

luego extrapolar en la curva estdndar la concentracién de de B-caroteno de cada muestra.
A.2 Anilisis de carotenos en heces. (33)

Extraccidn de Carotenos.

Se pesa 1 gr de heces secas y 2 gr de sulfato de sodio anhidro y se maceran
juntos en un mortero. Del macerado homogéneo se toma una alicuota de 1.5 gr y se
coloca en un frasco mediano de boca ancha. Se adiciona 1 gr de arena y se agregan 25

ml de Metanol/éter de petréleo (p.e. mayor 50°C) 1:1 (v/v). Se sella y se coloca un



58

aparato de agitacién por 5 min. Se decanta el sobrenadante a un matraz de 50 ml. Se
repite la extraccién con porciones de 15 y 10 ml por 10 min, juntando todos los
extractos. Se adicionan 4 ml de hidréxido de potasio metandlico al 40% y se coloca la
muestra en bafio térmico a 45°C por 10 min. Se transfiere a ampolla de decantacién y
se agrega agua para separar las fases. El agua separada se transfiere a otra ampolla de
decantacién y se extrae con porciones de 10 ml de €ter de petrdleo hasta obtener un
extracto incoloro. Se juntan todos los extractos etereos y se lavan con porciones de agua
destilada hasta obtener un agua de lavado neutra. Se evapora el extracto etéreo con
nitrégeno en un recipiente adecuado. Los residuos de humedad son evaporados

adicionando un poco de etanol absoluto.

Cromatografia.

La cromatografia puede llevarse a cabo de forma abierta o por HPLC, al igual

que las muestras secas.



APENDICE B

Algunos cromatogramas obtenidos por HPLC para la

cuantificacién de B-caroteno

Condiciones

Solvente: Acentonitrilo/Metanol/Tetrahidrofurano (58:35:7)
Flujo de solvente: 2 ml/min

Longitud de onda: 470 nm

Unidades de absorbancia/mV: 0.01

Graficador: 1 mV full scale - Cal

Velocidad de papel: 30 cm/hora

Volumen de muestra: 10 ul

(:romatog ramas

Ejemplo de cromatograma de curva estindar

Ejemplo de cromatograma de muestra vegetal (espicaca)
Ejemplo de cromatograma de muestra de dieta (espinaca)
Ejemplo de cromatograma de muestra de heces (espinaca)
Cromatogramas de prueba 1

Cromatogramas de prueba 2

Cromatogramas de prueba 3

Cromatogramas de prueba 4

e e L

Cromatogramas de la evaluacidn del efecto de la digestidn in-vitro en el contenido

de B-caroteno en las muestras vegetales.
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Ejemplo de los cdlculos para la cuantificacion de B-caroteno por HPL.C

Tabla 1b

Curva de Calibracién

[B-carot.]' | Alto Pico Alto Pico Alto Pico Alto Pico
Solucién (mg/L) réplica 1 réplica 2 réplica 3? promedio
(cm) (cm) (cm) (cm)
A 2.214 3.50 4.00 3.80 3.77
B 4.101 9.10 9.45 9.40 9.32
C 5.527 10.90 10.80 10.50 10.73
D 8.828 18.75 18.40 17.90 18.35

Concentracién obtenida espectrofotométricamente (ver apéndice A)
2 Réplica mostrada en cromatograma 1

Con los datos de concentracién de B-caroteno (variable independiente) y alto del

pico promedio (variable dependiente), se hizo la regresion lineal (ver grdfica 1b), donde:

Alto Pico = 2.0901 ([B-caroteno]) - 0.2065
r = 0.9955

La curva estdndar se corria antes y después de correr dos o tres muestras.
Después de la curva estdndar, se corria la muestra, cada réplica en duplicado (dos
inyecciones de cada réplica de cada muestra). Para el andlisis de espinaca se obtuvieron

los resultados de la tabla 2b (ver cromatograma 2).



Grafica 1b
Curva de callbracion de Beta-caroteno
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Tabla 2b

Resultados del andlisis de B-caroteno de espinaca

10

Alto Pico | Alto Pico | Alto Pico | [B-carot.] | [B-carot.]
Rep. | (inyec. 1) | (inyec. 2) | promedio | (mg/L) | (mg/g)*
(cm) (cm) (cm)
1 15.20 15.45 15.32 7.431 0.334
2 14.20 14.40 14.30 6.940 0.337
3 14.10 14.30 14.20 6.893 0.327

[B-carot.]
promedio

0.33 + 0.01

Este dato se obtiene sustituyendo el valor de alto de pico promedio en 1a
ecuacion de la curva de calibracién.

Este resultado se obtiene de multiplicar el dato de la columna anterior por
el factor de dilucién (en este caso 2) y por el volumen final de solvente
(0.05 L) y dividirlo por el peso de la muestra ( 2.2213, 2.0614 y 2.1088
gr para cada una de las réplicas, respectivamente).
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Cromatograma 9 (cont.)
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APENDICE C

\ Resultados del anilisis estadistico para la comparacién
de tratamientos de el método de digestién in-vitro

de B-caroteno en las muestras vegetales

SAS
Analysis of Variance Procedure
Tukey’s Studentized Range (HSD) Test for varible; CAROTENO
NOTE:This test controls the type 1 experimentwise error rate, but generally has a

higher type II error ratethan REGWQ.
Alpha= 1.05 df= 24 MSE= 0.000212
Cnitical Value of Studentized Range= 3.532

Minimum Significant Difference= 0.0148

Means with the same letter are not significantly different.

Tukey Grouping Mean N TRAT
A 0.23933 12 3
B 0.17425 12 2

B 0.17003 12 1
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