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Aplicacion de un modelo de digestion in vitro para el estudio de estabilidad de c. fendlicos de zumo y extracto de granada

Resumen

Cada dia estan saliendo al mercado nuevos productos en forma de suplementos y/o
complementos dietéticos que contienen sustancias con efectos beneficiosos para la
salud y la reduccion del riesgo de enfermedad. La investigacion en esta area puede
ayudar a entender mejor las posibles funciones de estas sustancias y la estabilidad y
disponibilidad de éstas en el organismo. La granada (Punicam granatum) es uno de los
productos naturales mas ricos en compuestos fenoélicos incluso mas que otros
alimentos como el café, vino, té y frutos rojos, ampliamente estudiados por su poder
antioxidante. En el presente estudio, las muestras utilizadas fueron de zumo y extracto

de granada previamente liofilizados.

El objetivo general del trabajo ha sido evaluar la estabilidad y posible biodisponibilidad
de los compuestos fenolicos mds representativos de la granada a partir de un ensayo de
digestion gastrointestinal dinamica in vitro en el cual fue determinado el
comportamiento de los compuestos fenoélicos (galoilos, antocianos y elagitaninos) en
las diferentes etapas de la digestion mediante cromatografia liquida de alta resolucién

acoplada a la espectrometria de masas en tandem.

Los resultados mostraron que el extracto contenia mayor concentraciéon de
compuestos fendlicos en comparacion con el zumo de granada. Ademas, el grupo
mayoritario en ambos fueron los elagitaninos y acido elagico y, dependiendo del
producto, fueron seguidos por los antocianos en el zumo y los galoilos en el extracto
de granada. El grupo del acido gélico y sus glicésidos fue el que en mayor proporciéon
se encontro en la fraccion OUT (representa la fraccion absorbida) tanto del zumo como
del extracto. Aun la gran concentracién de compuestos fendlicos que presenta la
granada y su importancia como antioxidante, en general, los resultados indicaron una
baja biodisponibilidad en el resto de los grupos fendlicos. Esto indica que los
compuestos fendlicos presente en el producto original y que no han sido degradados
durante la digestion gastrointestinal, pasan intactos al intestino grueso, convirtiéndose
en potencial sustrato metabdlico para la microbiota local.

PALABRAS CLAVE: granada, digestion gastrointestinal in vitro, compuestos fendlicos
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Resum

Cada dia estan sortint al mercat nous productes en forma de suplements i / o
complements dietétics que contenen substancies amb efectes beneficiosos per a la
salut i la reducci6 del risc de malaltia. La investigacid en aquesta area pot ajudar a
entendre millor les possibles funcions d'aquestes substancies i l'estabilitat i
disponibilitat d'aquestes en l'organisme. La magrana (Punica granatum) és un dels
productes naturals més rics en compostos fenolics fins i tot més que altres aliments
com el cafe, vi, te i fruits vermells, ampliament estudiats pel seu poder antioxidant.
En el present estudi, les mostres utilitzades van ser de suc i extracte de magrana

previament liofilitzats.

L'objectiu general del treball ha estat avaluar l'estabilitat i possible biodisponibilitat
dels compostos fenolics més representatius de la magrana a partir d'un assaig,
mitjangant una digestié gastrointestinal dinamica in vitro, en el qual va ser
determinat el comportament dels compostos fenolics (galoils, antocians i
el-lagitanins) en les diferents etapes de la digestié per mitja de cromatografia liquida

d'alta resolucio acoblada a I'espectrometria de masses en tandem.

Els resultats van mostrar que l'extracte contenia major concentracié de compostos
fenolics en comparacié amb el suc de magrana. A més, el grup majoritari en ambdos
van ser els el-lagitanins i 'acid elagic i, depenent del producte, van ser seguits pels
antocians en el suc i els galoils en l'extracte de magrana. El grup de l'acid gal - lici els
seus glicosids va ser el que en major proporcid es va trobar en la fracci6 OUT
(representa la fraccio absorbida) tant del suc com I'extracte. Tot ila gran concentracié
de compostos fenolics que presenta la magrana i la seva importancia com a
antioxidant, en general, els resultats van indicar una baixa biodisponibilitat a la resta
dels grups fenolics. Aix0 indica que els compostos fenolics presents en el producte
original i que no han estat degradats durant la digesti6 gastrointestinal, passen
intactes a l'intesti gros, convertint-se en potencial substrat metabolic per a la

microbiota local.

PARAULES CLAU: magrana, digestié gastrointestinal in vitro, compostos fenolics
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Abstract

Every day are coming to market new products as supplements and / or dietary
supplements containing substances with beneficial effects on health and disease risk
reduction. Research in this area may help to better understand the potential roles of
these substances and the stability and availability of these in the body. The
pomegranate (Punica granatum) is one of the most natural products rich in phenolic
compounds even more than other foods such as coffee, wine, tea and berries, widely
studied for their antioxidant power. In the present study, the samples used were

pomegranate juice and extract, previously lyophilized.

The main objective of the study was to evaluate the possible stability and
bioavailability of the most representative phenolic compounds from pomegranate
using a dynamic gastrointestinal digestion assay in vitro was determined in which
the behavior of phenolic compounds (galoilos, anthocyanins and ellagitannins) at
various stages of digestion by high resolution liquid chromatography coupled to

tandem mass spectrometry.

Results showed that the extract contained higher concentration of phenolic
compounds compared with the pomegranate juice. In addition, the largest group in
both were ellagitannins and ellagic acid, depending on the product, were followed by
anthocyanins in the juice and galloyls in the pomegranate extract. The group of the
gallic acid and its glycosides had the greatest proportion found in the OUT fraction
(representing the absorbed fraction) of both; the juice and the extract. Even the high
concentration of phenolic compounds having the pomegranate and its importance
as an antioxidant in general, the results indicated a low bioavailability in the rest of
the phenolic groups. This indicates that phenolic compounds present in the original
product and those that have not been degraded during gastrointestinal digestion, pass
intact to the large intestine, making metabolic substrate potential for local

microbiota.

KEY-WORDS: pomegranate, gastrointestinal in vitro digestion, phenolic compounds.
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1. Introduccion y antecedentes.

Nunca antes la influencia de la alimentacién sobre la salud habia ganado tanto interés
por parte de las autoridades médicas, cientificas e incluso politicas como en nuestros
tiempos. Todos los periodicos y revistas estan repletos de articulos sobre los factores
que integran una dieta sana. Lamentablemente, una gran proporcién de la poblacién
occidental come incorrectamente. Los problemas actuales se deben basicamente a la
ingesta excesiva de productos de origen animal, grasas saturadas y carbohidratos
refinados, lo que se traduce en una serie de desequilibrios nutricionales como, por
ejemplo, un consumo excesivo de calorias y un aporte insuficiente de fibra, vitaminas

y minerales.

Con el objetivo de concienciar a la poblacidn sobre la importancia de una alimentacién
saludable se han desarrollado una serie de campaiias educativas, un claro ejemplo de
ello es la divulgacion del eslogan “5 al dia”, cuyo mensaje hace referencia a la minima
cantidad diaria de frutas y verduras que la comunidad cientifica y médica considera
adecuado consumir y que constituye uno de los elementos que integran una dieta
saludable. Las frutas y verduras aportan gran cantidad de agua, fibra, vitaminas,
minerales y otros componentes minoritarios, pero no menos importantes, como son
los compuestos fendlicos. Estos tltimos, también conocidos como antioxidantes, estdn
presentes exclusivamente en los alimentos de origen vegetal y son varios los estudios

que les atribuyen efectos terapéuticos.

La riqueza y perfil de compuestos fendlicos es muy variable de un producto a otro,
dicha variabilidad se debe a la combinacion de uno o mas factores como son: (1) los
factores intrinsecos al propio vegetal (de origen genético), que pueden provocar la
diferencia no solo entre el mismo género sino incluso dentro de una misma variedad y
(2) los factores extrinsecos como los agroambientales (suelo, clima, etc.) y los

tecnolégicos (grado de madurez, procesado de los alimentos, almacenamiento, etc.).

La granada (Punicam granatum) es uno de los productos naturales mas ricos en
compuestos fendlicos, incluso su concentracion puede ser superior a la del café, vino,

té y frutos rojos, ampliamente estudiados por su poder antioxidante. Es por esto ultimo


http://www.juntadeandalucia.es/averroes/~29701428/salud/aliprev.htm
http://www.juntadeandalucia.es/averroes/~29701428/salud/aligras.htm
http://www.juntadeandalucia.es/averroes/~29701428/salud/aligluc.htm
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que podriamos considerar a la granada como un alimento funcional. Como definicién
sencilla de alimento funcional esta generalizada la siguiente: “Alimentos, que se
consumen como parte de la dieta y que contienen componentes biolégicamente
activos, que ofrecen beneficios para la salud y reducen el riesgo de sufrir
enfermedades”. Entre ellos destacan aquellos con un alto contenido en minerales,
vitaminas, acidos grasos y/o fibra alimenticia, los alimentos a los que se han afadido
sustancias bioldgicamente activas, como los fitoquimicos u otros antioxidantes, y los
probidticos, que tienen cultivos vivos de microorganismos beneficiosos (Moreno y

Valero, 1992).

Figura 1. Granada

La concentracion de compuestos fenélicos del zumo de granada puede variar entre

6000 mg/Ly 600 mg/L (Rogers et al., 2014) y los mds representativos son:

= Flavonoides: antocianinas

Las antocianinas son glucésidos solubles en agua y pertenecen al grupo de compuestos
fendlicos conocidos como flavonoides, que se caracterizan por poseer en su estructura
quimica un anillo-A benzoil y un anillo-B hidroxicinamoil (Strack y Wray, 1989). Las
antocianinas son responsables del color rojo de los alimentos y su intensidad
dependera de la concentracidn y tipo presentes en el fruto, siendo este un atributo de

calidad importante.

Las antocianinas estan presentes en la granada unidas a diferentes tipos de aztcar
(normalmente glucosa); cuando el residuo de azucar es hidrolizado se libera la

aglicona, conocida como antocianidina. Las antocianinas mds abundantes de la
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granada se representan en la Figura 1 y son: pelargonidina 3-O-glucésido,
pelargonidina 3, 5-O-diglucésido, cianidina 3-O-glucésido, cianidina 3, 5-O-
diglucésido, delfinidina 3-O-glucésido y delfinidina 3, 5-O-glucésido (Du, Wang y

Francis, 1975) (Figura adaptada de Rodriguez-Saona y Wrolstad, 2001):

Aglicona Sustitucién A max (nm)

Ri1 Rz espectro visible

Pelargonidina | H H 494 (naranja)

Cianidina OH H 506 (naranja-rojo)
Delfinidina OH OH 508 (azul-rojo)

Figura 2. Estructura y sustituyentes de las antocianinas.

La forma responsable de la coloracidn roja es la del catién flavilio, aunque dependiendo
del pH o de la temperatura pueden desplazarse hacia otras formas con las que se
mantiene el equilibrio, y que son incoloras (pseudobase carbinol y chacona) o azulada
(base quinoidal), produciendo, generalmente, alteraciones indeseables. Asi, la forma
del catidn flavilium predomina a bajo pH (<3) y temperatura de 20°C, desplazandose
el equilibrio hacia las otras formas a medida que aumentamos estos dos factores

(Francis y Markakis, 1989).

* No flavonoides: acidos fendlicos y taninos

Entre los no flavonoides mas representativos de la granada estan los acidos fendlicos:
acido galico (del inglés, gallic acid) y acido elagico. Los acidos fendlicos son sustancias
que poseen un anillo aromatico unido a uno o mas sustituyentes hidrogenados,
incluyendo sus derivados funcionales (Marin, Martinez, Uribesalgo, Castillo, Frutos,

2001).
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El acido galico puede encontrarse libre o bien formando galotaninos como
producto de la conjugacion de dos o mas estructuras de acido galico unidos a diferentes
tipos de estructuras quimicas. Los galotaninos son los taninos hidrolizables mas
simples y por lo general consisten en un par de grupos galoil y, por lo tanto, pueden
ser considerados como derivados del dcido gdlico (Wang, Ding, Liu, Xiang y Du,
2010). Estan formados por una o mas unidades galoil esterificadas con un nucleo de

glucosa o de un alcohol polivalente (tal como glucitol, acido quinico, etc.).

El acido elagico también puede encontrarse en cantidades variables en forma
libre y/o conjugada (unida a diferentes tipos de glucidos) pero, sobre todo se

encuentran formando parte de los elagitaninos.

Los taninos son compuestos fendlicos de alto peso molecular y tienen la capacidad de
precipitar macromoléculas (tales como proteinas, celulosa, almiddn, etc.) y minerales
mediante la formaciéon de complejos fuertes. Los taninos se clasifican en dos grupos
principales: taninos hidrolizables y taninos condensados (Khanbabaee y van Ree,
2001), siendo los primeros los mas abundantes en la granada. Los elagitaninos,
también conocidos como taninos hidrolizables, son ésteres de 4cido
hidroxidifenilcarboxilico (HHDP) unidos a una molécula de glucosa, siendo la

punicalina y punicalagina los principales constituyentes de este grupo.

La produccidén global y el consumo de granada ha aumentado mucho en los ultimos
afos, al menos, en parte, debido al reconocimiento del potencial de promocién de la
salud de los diversos componentes de esta fruta y a sus consumidores humanos
(Aviram, Dornfeld, Rosenblat, Volkova, Kaplan, Coleman y Fuhrman, 2000). Esta
fruta se consume ya sea fresca o bien siendo usada en la industria de los zumos.
Asimismo, el aprovechamiento de la piel (subproducto de la elaboracion de zumo) para
la elaboracion de extractos también esta ganando fuerza como nutracéutico debido a

su elevado contenido en compuesto fendlicos.
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A nivel general, se han descrito beneficios muy diversos sobre las propiedades
nutricionales y saludables asociados al consumo de granada y se cree que los
compuestos fendlicos son los responsables de dichos efectos. La presencia de estos
compuestos radica en su accion antioxidante (protegen frente a los radicales libres
retrasando el proceso de envejecimiento de las células). La actividad captadora de
radicales libres de estos flavonoides ha sido demostrada (Espin, Soler-Rivas, Wichers
y Garcia-Viguera, 2000), lo que hace que un 10% de la capacidad antioxidante del
zumo de granada se deba a la presencia de estos polifenoles (Gil, Tomas-Barberan,

Holcroft y Kade, 2000).

Algunos estudios destacan su propiedad antimicrobiana contra Bacillus subtilis,
Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae (De, Krishna y Banerjee, 1999). Ademas se
ha descrito el efecto antiarterioesclerético del zumo tanto en humanos como en ratones
(Aviram et al., 2000). Algunos autores han determinado que los compuestos fendlicos
de la granada pueden disminuir el riesgo de aparicion de ciertas enfermedades

inflamatorias y apoplejias (Ness y Powles, 1997).

Del acido elagico y la punicalagina, como compuestos fendlicos mas importantes de la
granada, también se han constatado las funciones y efectos beneficiosos que pueden

llegar a ejercer en el cuerpo humano.

El 4cido elagico es una sustancia que promueve la apoptosis (muerte celular) de las
células cancerosas sin danar a las células normales, es decir, actia de forma selectiva.
Se trata de un potente antioxidante y anticarcinégeno que protege a las células frente a
los dafios provocados por los radicales libres e inhibe las mutaciones del ADN. Otras
funciones son (Sanchez, 2009): mejora la actividad capilar y fortalece sus membranas,
suaviza y mejora la elasticidad de la piel, reduce la retinopatia diabética y mejora la
vision, reduce la vena varicosa, ayuda a mejorar la funcién cerebral y combate la
inflamacién en la artritis. Farmacolégicamente, presenta acciones derivadas de su

capacidad de formar complejos y precipitar metales, alcaloides y proteinas (Arango,
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2010): es astringente y antidiarreico, se une y precipita las proteinas presentes en las

secreciones y, ademas contiene propiedades antimicrobianas y antifungicas.

Las punicalaginas son los compuestos que presentan mayor capacidad antioxidante o
captadora de radicales libres y son responsables de aproximadamente el 50% de esta
actividad antioxidante del zumo de granada, seguida de otros taninos hidrolizables
(33% de la actividad total) y, con actividad inferior, se encuentra el acido elagico (3%)
(Gil et al.,, 2000; Garcia-Viguera y Pérez, 2004) Las principales propiedades
funcionales de las punicalaginas son (Sanchez, 2009): poderoso efecto antioxidante,

anticancerigeno y protector del sistema cardiovascular.

Todo lo descrito anteriormente se basa en los efectos que presentan estos compuestos
de forma natural, ahora bien, al ser ingeridos y tras su paso por el tracto gastrointestinal
(TGI) pueden sufrir transformaciones o bien ser degradados dando otros productos
que limiten o potencien dichas propiedades. En los altimos afios varios grupos de
investigacion se han focalizado en el estudio de la bioactividad y biodisponibilidad de
los compuestos fendlicos pero, a pesar de los numerosos trabajos que se han realizado
al respecto, aun queda por determinar con mayor certeza si los estos compuestos se
absorben y se depositan en los drganos o tejidos diana a una concentracion efectiva

para llevar a cabo su accién biologica.

Se sabe que la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos en un
alimento es un factor critico para que lleguen a su sitio de accion: de ella depende en
gran medida que los efectos observados en ensayos de laboratorio, realizados in vitro o
in vitro, puedan o no tener relevancia en la situacién de consumo de la dieta humana
(Lutz, 2013). Es por eso que es importante diferenciar el concepto de biodisponibilidad
y bioaccesibilidad. La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un componente
del alimento que esta presente en el intestino humano, como consecuencia de su
liberacion de la matriz del alimento, y que puede ser capaz de atravesar la barrera
intestinal (Shim, Ferruzzi, Kim, Janle y Santerre, 2009). En cambio, la

biodisponibilidad se define como la cantidad y velocidad a la que el principio activo se
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absorbe y llega al lugar de accion (Holst y Williamson, 2008). Por tanto, para que un
compuesto fenodlico sea potencialmente biodisponible, primeramente debe estar
bioaccesible en la matriz del alimento (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini y Conte,

2010).

Para conocer el grado de biodisponibilidad de los compuestos fenélicos se puede
recurrir a varios tipos de experimentos: estudios con animales, intervenciones clinicas
con seres humanos y estudios in vitro. Al momento de la eleccion del tipo de estudio
cabe considerar los pros y contras de cada uno de ellos teniendo presente los objetivos
finales del estudio. Los estudios con animales y humanos suelen estar ligados a
problemas éticos y econdémicos, ademds de requerir de mucho tiempo para su
realizacion. Los estudios in vitro nacen como una alternativa econdmica, ética, rapida
y eficiente para la prediccion de la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los
compuestos presentes en los alimentos. Como resultado del procedimiento de
digestidon in vitro se permite estimar la proporcién de nutrientes presentes en el
alimento con potencial de ser absorbidos por las células del intestino y también
aquellos, pertenecientes a la fraccion no absorbida, que podrian considerarse un

sustrato nutritivo para los microorganismos que se alojan en el tracto gastrointestinal.
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2. Justificacion del estudio y objetivos.

En los dltimos afos la granada ha ganado el interés de muchos investigadores debido
a los multiples efectos beneficiosos que se le atribuyen. Diferentes aspectos
relacionados con los compuestos fenélicos de esta fruta han sido estudiados en diversos
experimentos in vivo e in vitro. Cada dia estan saliendo al mercado nuevos productos
en forma de suplementos y/o complementos dietéticos que contienen sustancias con
efectos beneficiosos para la salud, muchas de ellos asociados con la reduccién del riesgo
de enfermedad. La investigacion en esta area puede ayudar a entender mejor las
posibles funciones de estas sustancias y la estabilidad y disponibilidad de éstas en el

organismo.

El objetivo general del presente estudio ha sido evaluar la estabilidad y
biodisponibilidad de los compuestos fendlicos mas representativos de la granada
(elagitaninos, antocianos y dacidos fendlicos) a través de un ensayo de digestion

gastrointestinal dindmica in vitro.

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones se han establecido los siguientes

objetivos especificos:

o Aplicacion del modelo de digestion in vitro a muestras de zumo de granada

fresco y extracto fenolico de la piel de granada.

o Andlisis de los compuestos fendlicos mediante cromatografia liquida de alta
resolucion acoplada a espectrometria de masas en tindem (UPLC-MS/MS)
para determinar el comportamiento de dichos compuestos a los largo de las

diferentes etapas de la digestion in vitro.
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3. Materiales y métodos.

3.1.Reactivos.

Los reactivos para llevar a cabo la digestion in vitro KH,PO,, HCl 37%, NaCl, CaCl.,
NaHCO,;, las sales biliares y las enzimas o-amilasa, pepsina y pancreatina se
adquirieron en Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA) mientras que el Na,HPO,-H.O,
metanol (de calidad HPLC) y acetonitrilo (de calidad HPLC) y 4cido acético se
adquirieron en Sharlaou (Barcelona, Espafia). Los patrones comerciales dcido galico,
acido eldgico y punicalagina se adquirieron en Fluka (Buchs, 125 Switzerland), los
estandares comerciales para la identificacion de antocianinas eran de Extransynthese
(Genay, France). Para la preparacion de soluciones se empled agua ultrapura obtenida

a partir de un sistema de purificacion (Millipore, Bedford, MA, USA).

3.2. Elaboracién del zumo y extracto de granada.

Las granadas empleadas para la elaboracién de zumo y extracto fueron adquiridas en
un local comercial de la ciudad de Lleida a finales de noviembre del 2013,
aprovechando el punto 6ptimo de madurez de la fruta. Para la elaboracién del zumo,
las piezas de fruta (1200 g) se lavaron, pelaron y desgranaron de forma manual. El
zumo se obtuvo empleando una licuadora provista de filtro (Moulinex, Francia), una
vez obtenido el zumo, éste fue inmediatamente alicuotado (30 mL) y conservado a -
80°C hasta el momento de su empleo para los diferentes estudios y analisis. Una parte
del zumo de granada se liofilizé y conservo a -80°C para su posterior determinacion de

compuestos fendlicos.

Las partes descartadas durante el desgranamiento de la granada (cdscaras) se secaron
en estufa a 40°C durante toda la noche. Al dia siguiente las cdscaras secas se trituraron
con un molinillo hasta la obtencién de un polvo fino. El extracto de piel de granada se
obtuvo empleando un equipo disefiado para la extraccion de solventes (Acelerator
solvent extractor, ASE 100; Dionex, Sunnyvale, CA, USA) utilizando como solvente de
extraccion una solucidn acuosa de etanol al 50% (50:50, v/v) a elevada temperatura

(80°C) y presion. El extracto obtenido del ASE se rotavaporé hasta la eliminacion
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completa del etanol y se liofilizoé. El producto liofilizado se almacend en recipientes

ambar a -80°C hasta su empleo y analisis.

3.3. Digestion gastrointestinal in vitro del zumo y extracto de granada.

Para la realizaciéon de la digestion gastrointestinal in vitro se adapté el modelo
propuesto por Ortega et al. (2009). Este modelo se basa en la realizaciéon de una

digestion gdstrica y una digestion intestinal de tipo dindmica.

Digestion gdstrica. Consiste en someter la muestra a una incubacién dcida durante 1 h
a 37°C en un orbital en continua agitaciéon (200 rpm) tras la digestion oral. Para esto
1.5 g de zumo o extracto se diluyeron en 24 mL de tampén fosfato (pH 7.4)
(composicion en mg/100 mL 178.7 mg de KH,PO,y 953.16 mg de Na,HPO,- 2H,0).
Para simular las condiciones del estomago el pH se ajusté a 2 empleando HCL (37%) y

se afladieron 1.5 mL de solucién o0.01 N de HCI que contenia 22.5 mg de pepsina.

Digestion intestinal dindmica. Transcurrida la digestion gastrica el pH de la muestra se
ajustd a 6.5 con una solucién de bicarbonato de sodio 0.5 N y se afiadieron 200 mg de
sales biliares y 30 mg de pancreatina, ambas disueltas en 3.75 mL de tampdn amilasa.
A continuacion, la muestra se hizo circular (3 mL/min) a través de un tubo de didlisis
de 40 cm de longitud (previamente acondicionado segun las instrucciones de la casa

comercial, Sigma Aldrich) sumergido en tampon fosfato durante 2 h a 37 °C (Figura

4).

Al término del tiempo establecido se separaron la fraccion IN (correspondiente al flujo
interno del tubo de didlisis, representativa del contenido intestinal que se dirige al
intestino grueso) y la fraccion OUT (tampon fosfato en el que esta sumergido el tubo

de dialisis y que representa el contenido de nutrientes absorbidos).

Se realizaron 3 réplicas de cada una de las etapas de la digestion in vitro las cuales se

liofilizaron y conservaron a -80°C hasta el momento del analisis cromatografico.
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Figura 4. Sistema de digestion peristdltico dindmico.

3.4. Tratamiento de las muestras.

Para la determinacion del perfil de compuestos fendlicos del zumo y extracto de
granada se pesaron 0.5 g de ambos productos liofilizados y se diluyeron en 8 mL de
una solucién acuosa de metanol al 70 % (70:30, v/v). En el caso de las muestras
correspondientes a cada una de las etapas de digestion se pesaron 0.25 gy se diluyeron
en 2.5 mL de MeOH/H,O al 70% (70:30, v/v). Las muestras se mantuvieron en
agitacion durante 30 min en vortex y transcurrido este tiempo se centrifugaron durante
10 min a 9ooo rpm a temperatura ambiente. El sobrenadante obtenido tras la
centrifugacion se filtr6 empleando una microjeringa provista de filtro de nylon (0.22

um). El filtrado se introdujo en viales para su posterior andlisis cromatografico.

3.5. Andlisis cromatografico.

El andlisis cuantitativo y cualitativo del zumo y extracto de granada asi como también
el de las fracciones obtenidas tras las etapas de la digestion in vitro se realizé mediante
un sistema de cromatografia liquida Waters Acquity Ultra-Performance™ (Waters,
Milford MA, USA) equipado con un sistema de bombas binario (Waters, Milford, MA,
USA). La columna de cromatografia fue una Acquity BEH C18 (100 mm x 2.1 mm i.d.)
con un tamafio de particula de 1,7 um (Waters, Milford MA, USA). Se utiliz6 una fase
movil binaria con elucién en gradiente tanto para el analisis de antocianinas como para
el resto de compuestos fenodlicos. Para el andlisis de antocianinas la fase mévil A
consintié en una mezcla de agua Milli-Q: acido acético (90:10, v/v) mientras que la B

fue 100% acetonitrilo. El gradiente de elucién fue: 0-10 min, 3%B; 10-10.1 min, 3-
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25%B; 10.1-11 min, 25-80%B; 11-11.1 min, 80-80%B; 11.1-12.5 min, 80-3%B
isocratica. Para el analisis de dcidos fendlicos y elagitaninos se empled agua mili-Q:
acido acético (99.8:0.2, v/v) como fase mévil A y acetonitrilo como fase mévil B. El
gradiente establecido fue: 0-5 min, 5%B; 5-10 min, 5-10%B; 10-18 min, 10-12.4%B; 18-
23 min, 12.4-28%B; 18-23 min, 28-70%B; 23-25 min, 70%B; 25-27 min, 70-5%B and
27-30 min, 5%B. La velocidad de flujo fue 0,4 ml/min y el volumen de inyeccién fue

2.5 pl.

La espectrometria de masas en tandem (MS/MS) se llevé a cabo con un detector triple
cuadruplo (TQD) espectrémetro de masas (Walters, Milford MA, USA) equipado con
una interfase electrospray de tipo Z- spray. El analisis se llev a cabo en modo positivo
para las antocianinas y en negativo para el resto de compuestos fendlicos. Los datos se

obtuvieron empleando software MassLynx v 4.1.

Para la cuantificacién de las antocianinas, dcidos fendlicos y elagitaninos se utilizaron
curvas de calibrado elaboradas a partir de soluciones de sus respectivos estandares a

diferentes concentraciones.
3.6. Tratamiento de datos.

Los datos fueron analizados en el software de hojas de célculos, Microsoft Office Excel
2013. En este software se crearon las tablas y de resultados del estudio realizado con las
muestras de granada. Se hicieron cdlculos tales como la media, el porcentaje de
variacion (%var) y el porcentaje de absorcion de los componentes fenélicos (% abs) en

la fraccién OUT.
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4. Resultados y discusion.
La composicion fendlica del zumo asi como también las modificaciones observadas en
su concentracion tras las diferentes etapas de la digestion in vitro del zumo y extracto
de granada se presentan en las tablas 1 y 2, respectivamente. Los datos (en mg/1.5 g de
zumo o extracto) corresponden a los valores medios de las tres réplicas analizadas de
todos los compuestos fendlicos individuales que integran un mismo grupo. Asimismo,
también se incluye el porcentaje de variacion que corresponde al cdlculo de la
diferencia de concentracion de los diferentes compuestos analizados tras las diferentes
fases de la digestion con respecto a la composicion del producto original (zumo o
extracto). El porcentaje de absorcion (en el caso de la fraccion OUT) se refiere a la
cantidad de compuesto que atraveso la barrera semipermeable del tubo de didlisis
durante la digestién intestinal y que representa a la fracciéon absorbida (o

biodisponible) del zumo y extracto.
En cada tabla se desglosan los compuestos fendlicos mas representativos de la granada:

* Galoilos. En este grupo se considera el acido galico en su forma libre y
conjugada (glicésidos).

» Elagitaninos. Se consideran el acido elagico en su forma libre y glicosilada,
punicalagina, punicalina y otros elagitaninos.

* Antocianos. Pelargonidina, cianidina y delfinidina y sus respectivas formas

glicosidadas.



Tabla 1. Composicion fenélica del zumo de granada y de sus correspondientes fracciones gastrica e intestinal tras la digestion in vitro.

Compuesto (mg/1.5 g de zumo)

Acidos fendlicos
Acido elagico libre y conjugado
Acido galico libre y conjugado
Total
Elagitaninos
Punicalagina
Punicalina
Otros
Total elagitaninos
Antocianos
Pelargonidina-3-glucdsido
Cianidina-3-glucésido
Delfinidina-3-glucosido
Pelargonidina-3,5-diglucésido
Cianidina-3,5-diglucésido
Delfinidina-3,5-diglucésido
Total antocianos
TOTAL

lioflilizado

ZUMO

1,90
0,03
1,93

2,52
0,38
3,43
6,32

0,011
0,028
0,011
0,078
0,249
0,028
0,404
8,66

Digestion gatrica

Media

2,33
0,03
2,35

2,40
0,36
3,04
5,79

0,011
0,028
0,011
0,089
0,260
0,029
0,428
8,57

%yvar

22,37%
-25,28%
21,51%

-4,75%
-4,29%
-11,47%
-8,37%

5,36%
1,20%
3,52%
14,30%
4,39%
2,06%
5,92%
-1,03%

Digestion intestinal_IN

Media

3,52
0,02
3,54

0,00
0,00
0,00
0,00

0,003
0,008
0,000
0,032
0,090
0,013
0,147
3,69

%ovar

85,26%
-29,07%
83,21%

-100,00%
-100,00%
-100,00%
-100,00%

-69,77%
-73,04%
-96,33%
-58,49%
-63,98%
-51,84%
-63,73%
-57,37%

Digestion
intestinal_OUT
Media %abs
0,09 4,74
0,01 28,77
0,10 5,17
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,00 0,00
0,001 7,30
0,002 6,62
0,000 2,12
0,018 23,69
0,024 9,76
0,005 18,94
0,051 12,58
0,15 1,74

Suma

3,61
0,03
3,64

0,00
0,00
0,00
0,00

0,004
0,009
0,001
0,051
0,114
0,019
0,198
3,84

IN + OUT

%var

90,00%
-0,30%
88,38%

-100,00%
-100,00%
-100,00%
-100,00%

-62,47%
-66,42%
-94,22%
-34,81%
-54,22%
-32,90%
-51,14%
-55,63%
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Tabla 2. Composicion fenolica del extracto de granada y de sus correspondientes fracciones gastrica e intestinal tras la digestion in vitro.

liofilizado Digestion gastrica  Digestion intestinal_IN Digestion IN+OUT
intestinal_OUT
Compuesto EXTRACTO Media Y%var Media Y%var Media %abs Suma %var
Acidos fendlicos
Acido elagico libre y conjugado 156,16 266,11 70,41% 557,60 257,08% 16,68 10,68 574,28  267,76%
Acido galico libre y conjugado 1,41 1,14 -19,15% 1,31 -7,09% 0,51 36,17 1,82 29,08%
Total 157,57 267,25 69,61% 558,91 254,72% 17,19 10,91 576,10 265,63%
Elagitaninos
Punicalagina 60,88 57,08 -6,23% 24,91 -59,08% 1,43 2,35 26,34 -56,73%
Punicalina 4,73 4,53 -4,22% 3,00 -36,58% 0,00 0,00 3,00 -36,58%
Otros 382,04 356,75 -6,62% 34,35 -60,82% 11,63 3,04 45,98 -15,40%
Total Elagitaninos 447,65 418,36 -6,54% 62,26 -86,09% 13,06 2,92 75,32 -83,17%
Antocianos
Pelargonidina-3-glucoésido 0,01 0,01 42,90% 0,00 -44,84% 0,00 7,75 0,00 -37,09%
Cianidina-3-glucésido 0,01 0,02 33,79% 0,01 0,62% 0,00 9,32 0,02 9,94%
Delfinidina-3-glucésido 0,04 0,02 -51,03% 0,01 -64,98% 0,00 12,68 0,02 -52,30%
Pelargonidina-3,5-diglucésido 0,01 0,01 52,93% 0,01 19,43% 0,00 14,98 0,01 34,42%
Cianidina-3,5-diglucosido 0,01 0,01 76,84% 0,00 -37,32% 0,00 20,73 0,01 -16,59%
Delfinidina-3,5-diglucosido 0,01 0,01 0,99% 0,00 -87,29% 0,00 2,98 0,00 -84,31%
Total Antocianos 0,08 0,08 -2,12% 0,05 -44,52% 0,01 11,40 0,05 -33,12%

TOTAL 605,29 685,69 13,28% 621,22 2,63% 30,26 5,00 651,48 7,63%



En la actualidad ha cobrado gran relevancia el conocimiento de los compuestos
bioactivos alimentarios beneficiosos para la salud. Es por eso que la biodisponibilidad
es una herramienta util para conocer si los compuestos bioactivos alimentarios, en
nuestro caso compuestos fendlicos, son capaces de llegar a los sistemas en los cuales
ejercen sus efectos beneficiosos. A partir de aqui se va a proceder a comentar los

resultados del estudio realizado.
Composicion fendlica

La composicion fenolica determinada mediante el analisis cromatografico del zumo y
extracto de granada se presentan en las tablas 1 y 2, respectivamente. Como se puede
observar, el extracto de granada presenta mayor contribucién de compuestos fendlicos
con respecto al zumo (605.29 vs. 9.66 mg/1.5g de extracto y zumo, respectivamente).
Los elagitaninos, han sido el grupo mayoritario de compuestos fendlicos tanto en el
zumo como en el extracto de granada (7.32 mg/1.5 g de zumo y 447.65 mg /1.5 g de
extracto) seguidos por los acidos fenélicos (1.93 y 157.57 mg/1.5 g de zumo y extracto
de granada, respectivamente). El contenido de antocianinas fue 5 veces superior en el

zumo (0.404 mg/1.5 g) en comparacion con el extracto (0.08 mg/1.5 g).

Diversos estudios demuestran que los granos de la granada contienen una elevada
concentracion de compuestos fendlicos, particularmente antocianos. Las delfinidinas
(3-glucdsido y 3,5-diglucosido) son las predominantes, sin embargo son bajos los
niveles de cianidinas (3-glucésido y 3,5-diglucdsido) y pelargonidinas (3-glucésido y
3,5-diglucdsido). El acido elagico y los taninos son otros polifenoles que han sido

detectados en los arilos. (Middha, Usha y Pande, 2013).

Coincidiendo con los datos de nuestro estudio, los elagitaninos y dcido eldgico eran los
componentes mayoritarios de un zumo de granada comercial preparado a partir de los

granos y la corteza. (Middha, Usha y Pande, 2013).

La variabilidad observada entre la composicion fenodlica del zumo analizado en el
presente trabajo y otros productos similares, ademds de estar relacionada con la
variedad utilizada, también puede ser debida a la influencia de factores ambientales y

tecnoldgicos que, como ya se ha visto con anterioridad, pueden afectar tanto
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cuantitativa como cualitativamente el perfil de compuestos fenolicos de los productos

vegetales (Bobrich y colaboradores, 2014).

En cuanto al extracto, no he podido encontrar estudios que me ayuden a contrastar

mis resultados.
Digestion gdstrica

A nivel general, si consideramos el total de los compuestos fendlicos presentes en el
zumo y extracto podemos observar que tras la simulacion de la digestion gastrica dicha
concentracion no ha manifestado grandes cambios, observando un ligero descenso en
el zumo (-1.03%) y un ligero incremento en la concentracidn total en el extracto
(13.28%), basicamente impulsado por la mayor recuperacién de 4cido eldgico libre y

glicosidado.

Si tenemos en cuenta cada grupo de compuestos fendlicos de forma individual
podemos ver que, excepto las antocianinas, el resto se han comportado de forma
similar en ambos productos (zumo y extracto). En principio, y lo mas destacable, es el
incremento de acido elagico libre y glicosidado tras la incubacién 4cida, siendo mas
evidente en el extracto (+70.41%) que en el zumo (+22.37%). Con respecto a las formas
mas complejas del grupo de los elagitaninos (punicalagina, punicalina y otros
compuestos relacionados), se ha podido observar un leve descenso en la concentracion

de los mismos tanto en el zumo (-8.37%) como en el extracto (-6.54%).

Con respecto al grupo del acido galico y sus formas glicosidadas obervamos un
comportamiento similar tanto en el zumo como en el extracto donde en ambos la
concentraciéon ha descendido (-25.28% y -19.15% en el zumo y extracto,

respectivamente).

El grupo de los antocianos ha sido el que ha mostrado un comportamiento diferente
entre el zumo y extracto, aunque dichas diferencias no son importantes. Mientras que
en el zumo se observo una mayor recuperacion con respecto a los valores del producto
original (+5.92%), en el extracto se se vid exactamente lo contrario (-2.12%). Estos

resultados seran comentados en el siguiente apartado.
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Digestion intestinal

Los resultados obtenidos tras el andlisis cromatografico de las fracciones
correspondientes a la digestion intestinal del zumo y el extracto muestran ciertas
diferencias en funcién del producto digerido (Tablas 1 y 2). Tras la fase de digestion
intestinal in vitro la concentracion de total de compuestos fendlicos remanentes en la
fraccion IN es llamativamente inferior en el zumo (-53.37%) que en el extracto

(42.63%).

Teniendo en cuenta el grupo fendlico de los elagitaninos, observamos que el acido
elagico libre y glicosidado han sufrido en ambos productos un importante incremento,
siendo mucho mas evidente en el extracto (+257.08%) que en el zumo (+85.26%). No
se detectd la presencia de compuestos de alto peso molecular pertenecientes al grupo
de los elagitaninos en la fraccion IN del zumo de granada, mientras que cierto

porcentaje de los mismos ain se mantiene en la fraccion IN del extracto (13.91%).

Es poco conocido el destino de los elagitaninos, ya que ningun estudio, en animales o
humanos, habia sido publicado hasta la apariciéon de un articulo en el aflo 2003 (Cerda,
Lorach, Cerén, Espin y Tomas-Barberan, 2003). En este trabajo los autores evaluaron
la absorciéon y metabolismo de los isémeros de punicalagina en ratas tras su
administracién oral (37 dias), siguiendo su rastro en heces, orina y plasma, para lo cual
un suplemento alimentario rico en este metabolito fue suministrado en la dieta. Los
resultados demostraron que tras una ingesta diaria de 0.6-1.2 g de punicalagina, un 3-
6% era excretado por heces y orina tal cual, o como productos de hidrélisis (derivados
de 6H-dibenzo-[b, d] piran-6-ona). En plasma la punicalagina se encontréd en
concentraciones aproximadas de 30 mg/mL, junto con derivados glucurénidos o metil
éter del acido elagico. La 6H-dibenzo-[b, d] piran-6-ona, también se detectd, sobre
todo durante las altimas semanas del experimento. Dada la baja recuperacion (3-6%)
de punicalagina, en heces u orina, los autores concluyen que la mayor parte de los
elagitaninos deben ser transformados en metabolitos no detectables (por ejemplo CO.)
o acumulados en otros tejidos no analizados, aunque solo se han detectado trazas de

los mismos en higado o rifiones.
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Estudios realizados con anterioridad comprueban que la punicalagina, de demostrada
actividad antioxidante in vitro, es metabolizada, en las personas sanas, por la
microflora del colon, dando lugar a compuestos biodisponibles pero de baja actividad
antioxidante, no detectando ni punicalagina ni acido eldgico en plasma u orina

(Oelrichs, Pearce, Zhu y Flippich, 1994).

Determinados autores (Larrosa, Tomas-Barberan y Espin, 2006) han visto que cuando
la punicalagina (el elagitanino mds abundante en la granada) se incub6 en un medio
de células Caco-2 bajo condiciones fisiolégicas a pH 7,2 ésta se hidrolizaba
espontaneamente a acido eldgico, que se metabolizaba por las células al acido dimetil-
elagico, una conversion que implicaba la participaciéon activa de la catecol -()-
metiltransferasa. Ademads, la conjugaciéon con el é4cido glucurénico produjo

glucurénido de acido dimetil-eldgico, que era el metabolito mds abundante.

En este documento también se comenta que la punicalagina se hidroliza en el medio
de cultivo en ausencia de células. Parece que la generacion de 4cido eldgico a partir de
la hidrélisis de punicalagina se debe a las condiciones del medio mas que a la presencia
de las células. Es un buen ejemplo para explicar porque la concentracién de
elagitaninos disminuye tras la digestion intestinal mientras que la concentracién de

acido eldgico aumenta, tal y como se explicara mas adelante.

Un estudio, en el que seis sujetos sanos consumieron 1 litro de jugo de granada al dia
durante 5 dias, mostr6 que los elagitaninos del zumo de granada eran metabolizados
por la microflora coldnica en derivados biodisponibles del hidroxi-6H-dibenzopirano-
6-ona (conocidos como urolitinas). (Cerda, Espin, Parra, Martinez y Tomas-

Barberan, 2004).

En cuanto al incremento del dcido eldgico que se produce en la etapa de la digestién
intestinal existe un estudio (Kosinska, Xie, Diering, Héritier y Andlauer, 2012) que
intento explicar dicho aumento analizando la estabilidad de los polifenoles presentes
en extractos aislados de fresas. Los extractos se incubaron bajo condiciones
comunmente utilizadas para los experimentos de absorcion intestinal con células
epiteliales humanas. El extracto de fresa contenia principalmente pelargonidina-3-

glucésido, pelargonidin-3-malonylglucoside y cianidina-3-glucésido, asi como
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sanguiin H6, molécula responsable de la capacidad antioxidante de las fresas, y acido
elagico. El experimento mostré un aumento significativo en la concentracion de acido
eldgico. El aumento considerable de la concentracion de dcido eldgico a pH 7.4 podria
explicarse por la posible degradacién de sanguiin H6. Sanguiin H6 puede ser
hidrolizado rapidamente en pH ligeramente alcalino (Larrosa, Garcia-Conesa, Espin,
Tomas-Barberan, 2010). También se produjo un aumento en la concentraciéon de
acido elagico debido a la hidrélisis de elagitaninos el intestino delgado humano

(Gonzalez-Barrio, Borges, Mullen y Crozier, 2010).

El marcado descenso tras la digestion gastrica de los galoilos se ve menos afectada por
la digestion intestinal in vitro, aunque en el zumo de granada la concentracion sigue
descendiendo con respecto al producto original (-29.07%), ésta es menos drastica si
tenemos en cuenta la caida tras la digestion gastrica (-25.28%). En el caso del extracto,
se ha detectado un ligero descenso con respecto a la concentracion inicial (-7.09%) pero
una recuperacion si se tiene en cuenta la concentracién de estos compuestos tras la

incubacion acida (-19.15%).

El grupo de los antocianos fue el mas afectado de todos los grupos fendlicos
estudiados en el presente trabajo, siendo la concentracion afectada mas en el zumo (-

63.73%) que en el extracto (-44.52%).

En un trabajo reciente (Pérez-Vicente, Gil-Izquierdo y Garcia-Viguera, 2002) se
estudié la disponibilidad in vitro de los compuestos fendlicos no coloreados, los
antocianos y la vitamina C de la granada, mediante un sistema que simula la influencia
de las condiciones fisioldgicas del estomago y el intestino delgado y permite determinar
la liberacién y/o la transformacion de estos compuestos fendlicos durante la digestion
gastrointestinal. Los resultados demostraron que los compuestos fenélicos no
coloreados siguen disponibles tras la digestion en concentraciones elevadas (aprox.

30% disponible), aunque los antocianos y la vitamina C sufren grandes pérdidas

(>95%).

Numerosas investigaciones han mostrado que la degradacién y polimerizacién de
antocianinas son influenciadas por el oxigeno, acido ascorbico, luz, pH y temperatura

donde la degradacion de la antocianina sigue una cinética de primer orden (Bakker et
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al. 1986). En nuestro trabajo, la degradacion de los antocianos, tanto en el extracto
como en el zumo, se produce durante su paso por el tracto intestinal, debido
fundamentalmente al pH existente (aprox. 7.5), mientras que no se aprecian pérdidas
durante la digestion estomacal. Se ha demostrado que el pH tiene efecto en la estructura
y la estabilidad de las antocianinas. La acidez tiene un efecto protector sobre la
molécula mientras que a valores de pH mads altos las antocianinas se transforman en

formas incoloras e inestables (Garzén, 2008).

Por lo tanto, las antocianinas son mads estables bajo condiciones acidas, pero pueden
degradarse por varios mecanismos posibles para formar primero productos incoloros,
después productos oscuros e insolubles. (Aguilera-Ortiz, Alanis-Guzman, Garcia-

Diaz y Hernandez-Brenes, 2009).

No obstante, tampoco su degradacion es total ya que parte de los mismos se encuentran
en sus formas no rojas (base quinoidal, pseudobase carbinol y chalcona), de las cuales

no esta estudiada su actividad.

En cuanto al zumo, un estudio de digestion in vitro de jugo de granada mostré que los
compuestos fendlicos de la granada se encuentran disponibles en cantidades
crecientes durante la digestién, mientras que los antocianos se metaboliza en gran
medida a algunas formas no coloreadas, oxidadas o degradadas a otras sustancias
quimicas (Pérez-Vicente, Gil-Izquierdo y Garcia-Viguera, 2002). De todas formas,
cabe destacar que las modificaciones de los productos remanentes tras la digestion
intestinal se ven aumentadas si se tiene en cuenta la recuperacion global (sumas de las

fracciones IN y OUT).

Con respecto a la fraccion OUT, que como ya mencionamos con anterioridad se trata
de la fraccion de compuestos fendlicos que serian absorbidos, notamos que en general
los compuestos fenodlicos de la granada no atraviesan en gran medida la membrana
semipermeable del tubo de didlisis, lo que indicaria baja biodisponibilidad de dichas
sustancias. En general, el grupo del dcido gdlico y sus glicésidos es el que en mayor
proporcion, teniendo en cuenta los valores en el producto inicial, se encontré en la
fraccion OUT tanto del zumo como del extracto. Baja biodisponibilidad se observa en

general en el resto de los grupos fendlicos.
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Hay que destacar que existen algunos estudios realizados con personas y animales
donde no se han detectado elagitaninos en sangre y orina. Ademas la concentracion de
acido eldgico es muy baja en sangre, al igual que la de los antocianos. La presencia de
compuestos fenolicos en sangre y orina indica biodisponibilidad, es decir, que se han

absorbido. Baja concentracién en orina y sangre indica biodisponibilidad limitada.

La baja concentracion de compuestos fenoélicos en la fraccion OUT también indicaria,
salvando las distancias entre estudios in vitro e in vivo, un bajo nivel de absorcion de

estos compuestos.

Gran parte de los compuestos fendlicos de la granada no son absorbidos y por lo tanto
pasan al colon donde son susceptibles de ser metabolizados por la microbiota local. De
hecho, los aparentes efectos beneficiosos del consumo de granada estan relacionados
mas con los metabolitos que se generan en el colon que con los compuestos originales

presentes en la fruta.

Numerosas moléculas complejas, como los taninos, las proantocianidinas y otros
polifenoles de gran tamano son fermentados por los microrganismos intestinales,
dando origen a compuestos mas pequefios que son susceptibles de ser absorbidos y asi
ser biodisponibles para llegar a los tejidos donde pueden actuar. En consecuencia, la
biodisponibilidad de los compuestos originalmente presentes en el zumo/extracto
puede ser extremadamente baja, pero la biodisponibilidad de sus productos de
fermentacion puede ser muy elevada como por ejemplo los derivados del acido elagico

y otros que genera la microbiota. (Lutz, 2013).
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5. Conclusiones.

En conclusioén, los alimentos de origen vegetal proporcionan metabolitos antioxidantes
con estructura quimica muy variada que los englobamos dentro del grupo de los
polifenoles. Estas sustancias pueden tener un papel relevante en la prevencion de
enfermedades como se desprende de estudios epidemioldgicos y experimentaciones in
vitro y en animales de experimentacion. Sin embargo, son relativamente escasos los
estudios clinicos que apoyen esta actividad. Aun asi cabe destacar la riqueza en
compuestos fenolicos presentes tanto en el zumo como en el extracto de granada y la

importancia que podria tener como alimento funcional en nuestra sociedad.

Todo este tipo de investigacion es bastante reciente y se precisa de mucho mas trabajo
en este campo para determinar la verdadera importancia de estos metabolitos en la

salud.

Los resultados del andlisis de los compuestos fendlicos mediante cromatografia
liquida) para determinar el comportamiento de dichos compuestos a los largo de las
diferentes etapas de la digestién in vitro han mostrado que gran parte de los
compuestos fenoélicos de la granada no son absorbidos y por lo tanto pasan al colon
donde son susceptibles de ser metabolizados por la microbiota local. El extracto de
granada presenté mayor contribucion de compuestos fendlicos con respecto al zumo.
Especificamente, los elagitaninos, fueron el grupo mayoritario de compuestos fenélicos
tanto en el zumo como en el extracto de granada seguidos por los acidos fendlicos,
acido galico y elagico. En segundo lugar, los antocianos fueron el grupo mas afectado

de todos los compuestos fenolicos estudiados en el presente trabajo.

Esta mas que visto, aunque aun quedan estudios que avalen estos resultados, que los
elagitaninos y dcidos elagico no se absorben y que la accién beneficiosa de la granada
estd asociada a la generacion de los metabolitos colénicos que, ademas de ser
absorbidos (en mayor proporcidon que sus precursores) tienen una importante accion

biolégica en el organismo.
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