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RESUMEN

Las ciruelas son frutas que presentan en su composicién una gran variedad de
compuestos bioactivos, de los cuales se han estudiado diversas actividades bioldgicas,
muchas de ellas relacionadas con los compuestos fendlicos. El presente trabajo evalia
las propiedades bioactivas (antibacteriana, anti-inflamatoria y antioxidante) que
presentan diferentes extractos de ciruela obtenidos mediante diversos métodos de

secado y su implicacién en la mejora de la salud gastrointestinal.

Con este propodsito se ha llevado a cabo la preparacién y el secado de dichos
extractos mediante liofilizacién, secado a vacio (40, 60 y 80 °C) y secado por
atomizacién. Una vez obtenidos los extractos, se ha llevado a cabo la identificacion y
caracterizacion de los fenoles individuales presentes en los mismos. Seguidamente, se
llevo a cabo el estudio de las diversas actividades bioldgicas de interés: evaluacion de la
actividad antioxidante in vitro (TEAC y FRAP), evaluacion de los diferentes extractos
de ciruela frente a microorganismos patdgenos y beneficiosos para la salud y el estudio

de la actividad anti-inflamatoria y antioxidante empleando un modelo celular.

El andlisis de las propiedades bioactivas de los extractos obtenidos ha
demostrado que los extractos de ciruela son una fuente potencial de compuestos que
contribuyen a la mejora de la salud gastrointestinal, ya que son capaces de actuar como
agentes antimicrobianos, anti-inflamatorios y antioxidantes. A su vez, cabe destacar que
el método de preparacion y la temperatura de secado de los extractos influye
significativamente en la composicion fendlica de los extractos de ciruela, determinando

también las propiedades bioactivas de estos extractos.
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ABSTRACT

Plums are fruits that present a wide variety of bioactive compounds in their
composition, of which various biological activities have been studied, many of them
related to phenolic compounds. The present work evaluates the bioactive properties
(antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant) presented by different plum extracts
obtained by various drying methods and their implication in the improvement of

gastrointestinal health.

For this purpose, these extracts were prepared and dried by freeze-drying,
vacuum drying (40, 60 and 80 °C) and spray drying. Once the extracts have been
obtained, the identification and characterization of the individual phenols present in
them has been carried out. Subsequently, the study of the various biological activities of
interest was carried out: evaluation of the antioxidant activity in vitro (TEAC and
FRAP), evaluation of the different plum extracts against pathogenic and beneficial
microorganisms for health, and study of the anti-inflammatory and antioxidant activity

using a cellular model.

The analysis of the bioactive properties of the extracts obtained has shown that
plum extracts are a potential source of compounds that contribute to the improvement of
gastrointestinal health, since they are able to act as antimicrobial, anti-inflammatory and
antioxidant agents. In turn, it should be noted that the preparation method and the
drying temperature of the extracts significantly influences the phenolic composition of

the plum extracts, also determining the bioactive properties of these extracts.



1. INTRODUCCION

Las frutas y las verduras son componentes esenciales de una dieta saludable y un
consumo diario suficiente podria contribuir a la prevencion de enfermedades
importantes. Actualmente una de las recomendaciones nutricionales mas repetidas por
los profesionales de la salud es la de ingerir al menos cinco piezas de fruta al dia. Las
razones son numerosas, ya que la fruta constituye un auténtico coctel de beneficios
nutricionales, dado que es rica en vitaminas, en fibra, en antioxidantes, en minerales y
en otros nutrientes, los cuales ejercen una influencia directa en el buen funcionamiento
del organismo y estimulan el funcionamiento del sistema digestivo e inmunolégico. De
hecho, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que una ingesta
insuficiente de frutas es uno de los diez factores principales de riesgo de mortalidad a
escala mundial y que un consumo adecuado de las mismas podria salvar hasta 1,7
millones de vidas al afio. Un consumo minimo diario de 400 g de fruta y verdura ayuda

a reducir el riesgo de padecer ciertas enfermedades (OMS, 2013).

1.1. Consumo de frutas y su implicacion en la salud gastrointestinal

Las frutas son una parte fundamental de nuestra alimentacién y constituyen,
junto a otros grupos de alimentos, la esencia de lo que entendemos por dieta
mediterrdnea. Su riqueza en vitaminas, elementos minerales y fibra, hacen que su
consumo sea imprescindible para conseguir una alimentacion sana y equilibrada, lo que
aporta numerosos beneficios para la salud humana. Las frutas son alimentos que se
caracterizan por presentar un bajo indice calérico y contienen diferentes principios
activos, los cuales pueden ayudar a prevenir y mitigar ciertas enfermedades (Rekhy
y McConchie, 2014). Son muchos los estudios que afirman que el consumo de frutas
estd relacionado con la reduccidén del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares,
ciertos tipos de cancer, diabetes tipo II, obesidad y algunos tipos de enfermedades
gastrointestinales (Figiel y Michalska, 2016). En este ultimo caso, cabe recordar que la
mayoria de las patologias gastrointestinales tienen su origen en una inadecuada
alimentacién y en la falta de rutinas alimenticias sanas. En este punto, la microbiota
intestinal es clave para el desarrollo de este tipo de patologias, ya que es ahi donde se
producen las alteraciones que finalmente desencadenan diversos tipos de problemas
gastrointestinales tales como diarreas, sindrome del intestino irritable u otras patologias

como obesidad, diabetes tipo 2, sindrome metabdlico o algunos tipos de cancer



(Polanco Allué, 2015). Por tanto, el consumo diario de frutas contribuiria a la
prevencion este tipo de alteraciones gastrointestinales potenciando y favoreciendo el

mantenimiento de una microbiota saludable.

Dentro de la gran variedad de frutas disponibles hoy en dia en el mercado, las
ciruelas y sus derivados son productos muy demandados por los consumidores debido a
sus buenas caracteristicas organolépticas y su valor nutricional, ademds de permitir la
elaboraciéon de numerosos productos a partir de ellas, como pueden ser las frutas secas,
zumos, bebidas de frutas o mermeladas (Séjka y col., 2015). Algunos autores han
descrito que el consumo de ciruelas podria estar relacionado con la mejora de ciertos
tipos de patologias (Igwe y Charlton, 2016), debido a la presencia de importantes

compuestos bioactivos presentes en su composicion.
1.2. La ciruela: origen, tipos y produccion

La ciruela (Prunus domestica) es el fruto del ciruelo, arbol de la familia de las
rosdceas y caracteristico de regiones templadas. Se cree que los ciruelos y otras especies
del género Prunus son originarios de Asia central y, alrededor del afio 300 a.C., fueron
introducidas en Europa, aunque en la Peninsula Ibérica estd documentado su cultivo
hacia el siglo XIV (Bruce y col., 2011). La ciruela es una drupa de forma redondeada u
oval, de hasta 7 cm de didmetro, con un pericarpio de piel fina, carnoso y dulce que
rodea a una semilla con cdscara lefiosa. Las ciruelas se pueden clasificar en funcion de
su color en ciruelas rojas (muy jugosas y de sabor dulce), ciruelas amarillas (de sabor
dcido y abundante jugo), ciruelas verdes (de carne firme y jugosa y gran dulzor) y

ciruelas negras (con pulpa de color amarillo muy jugosa y dulce) (Figura 1).

Figura 1. Variedades ciruelas segtn su color.



Independientemente de su color, existen mas de 200 variedades de ciruela, pero
de entre toda esta gran variedad caben destacar, por su interés comercial, la ciruela
europea (Prunus domestica L.), y la ciruela japonesa (Prunus salicina). Su cultivo
ocupa grandes superficies agricolas a nivel mundial (Figura 2) y su volumen de
produccion ocupa el puesto duodécimo dentro de la producciéon mundial de frutas,
siendo Espafia unos de los diez mayores productores a nivel mundial (FAOSTAT,
2018). En Espafia su consumo mayoritario se produce principalmente durante los meses

de verano.
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Figura 2. Produccién mundial de la ciruela en los afios 2011-2016 (FAOSTAT, 2018).
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1.3. Técnicas de procesamiento de la ciruela

El principal problema que presenta el cultivo de la ciruela es el hecho de ser una
fruta de temporada, lo que significa que no se puede consumir fresca durante todo el
aflo. Ademds, su periodo de cosecha es muy corto por lo que es muy dificil manejar
grandes cantidades de fruta asegurando que lleguen en perfecto estado al consumidor.
Por ello, a dia de hoy, se han desarrollado nuevas alternativas tecnoldgicas que permiten
aumentar el periodo de conservacion de este tipo de frutas a partir del desarrollo de
nuevos ingredientes en forma de polvo, favoreciendo su consumo durante largos
periodos de tiempo (Michalska y col., 2016a). Algunas de las alternativas que surgen
para que este tipo de fruta esté disponible en el mercado fuera de temporada es el
procesado de las mismas en forma de mermeladas a partir de su coccién (Shinwari y
Rao, 2018), la elaboracién de zumos a partir del prensado de la fruta o la deshidratacién

de la misma eliminando gran parte del agua que presenta en su composicion
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(Maldonado Salazar y col, 2005). Este elevado contenido en agua de la ciruela es una
gran limitacion para la conservacion de la misma, ya que reduce su vida util haciéndola
mds vulnerable a la accién de microorganismos alterantes. Entre los principales métodos
de conservacion y preservacion de los alimentos destaca el proceso de secado. Este
proceso consiste en eliminar en parte o en su totalidad el agua de los alimentos e implica
una transferencia de calor, dando lugar a cambios fisicos irreversibles en el producto
resultante (Afolabi y col., 2015). El objetivo principal del secado es aumentar la vida
util del producto y de sus constituyentes (Figiel y Michalska, 2016). Aunque los
procesos de secado tradicionales conducen a una pérdida significativa de compuestos
bioactivos, las frutas secas pueden seguir siendo una fuente valiosa no solo de energia,
fibra dietética y minerales, sino también de antioxidantes (Nicoli y col., 1997). Por
tanto, las frutas secas pueden considerarse un producto prometedor, ya que debido a las
técnicas de procesamiento actuales no solo se permite una mayor retenciéon del valor
biolégico de la materia prima, sino que también permiten la fortificacién del producto
debido a la presencia de los componentes funcionales del mismo (Betoret y col., 2003).
Las técnicas de secado de frutas han ido evolucionando a lo largo del tiempo, pasando
de un secado exclusivo por exposicion al sol, lo que da lugar a la obtencién de frutos
desecados de gran heterogeneidad, a procesos de secado en los que se emplean
secadores de aire caliente que permiten obtener productos finales mds homogéneos

(Figura 3) (Tunde-Akitunde y col., 2005).

Secado al sol Secador de aire caliente

Figura 3. Diferentes técnicas de secado.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643812002009?via%3Dihub#bib2

Hoy en dia, se utilizan nuevas técnicas de secado alternativas, que aportan
grandes ventajas durante en el proceso de secado (ahorro de tiempo, volumen de secado,
rendimiento del proceso) y mejora la calidad de los alimentos. Entre las principales
técnicas de secado que se aplican actualmente en la industria caben destacar algunas

aplicaciones como:

¢ Liofilizacion (LF): se somete el alimento a baja temperatura, por lo que permite una
mayor retencion de los compuestos bioactivos del producto.

e Secado a vacio (SV): se basa en la aplicacién de aire caliente a cierta temperatura, lo
que va a proporcionar la energia necesaria para que el agua del alimento se evapore y
salga del secador. Es un método muy efectivo, aunque tiene algunos inconvenientes
ya que puede afectar al contenido de los compuestos termoldbiles, compuestos
fenolicos, entre otros.

e Secado por atomizacion (SA): es una técnica muy efectiva que se basa en la
transformacion directa de los productos liquidos en polvos. Es una técnica entre 4-5

veces mds barata que la LF, por lo que es una de las mds empleadas en la industria.

La combinacion entre los métodos tradicionales de secado junto con los métodos
mds novedosos puede ayudar a mejorar significativamente la calidad de los productos
finales y asi permitir la aparicién de nuevos productos potencialmente interesantes en el
mercado actual de los alimentos funcionales (Figiel y Michalska, 2016). Por todo ello,
el proceso de deshidratacion de las ciruelas con las nuevas técnicas de secado puede

mejorar significativamente la conservacion de esta fruta.

1.4. Composicion y propiedades beneficiosas de la ciruela

El principal componente de las ciruelas es el agua, seguido por los hidratos de
carbono entre los que destaca el sorbitol (Tabla 1). El aporte de vitaminas no es muy
relevante, aunque presenta un contenido moderado en provitamina A (mds abundante en
las variedades de color oscuro) y vitamina E, ambas con accion antioxidante (Moreiras
y col.,, 2013). En lo que se refiere a su contenido en minerales, el componente
mayoritario es el potasio, necesario para el correcto funcionamiento del sistema
nervioso y la actividad muscular. Su abundancia en fibra (mayoritariamente pectinas)
junto con otros componentes con leves propiedades laxantes, como el sorbitol, ayudan a
mejorar el trdnsito intestinal estimulando los movimientos peristalticos del intestino

(Ruiz Loépez y Garcia-Villanova Ruiz, 2017). En el caso de las ciruelas secas su alto
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contenido en hierro, fibra y otros fitoquimicos, las hacen altamente recomendadas para
mujeres postmenopdusicas por su efecto protector frente a la osteoporosis.

Tabla 1. Composicion nutricional de la ciruela (Moreiras y col., 2013).

Composicion 100g de porcion comestible
Energia (Kcal) 51
Agua (g) 86,3
Proteinas (g) 0,6
Lipidos totales (g) Trazas
AG saturados (g) -
AG monoinsatrados (g) -
AG poliinsaturados (g) -
Colesterol (mg) 0
Hidratos de carbono (g) 11
Fibra (g) 2,1
Minerales
Calcio (mg) 14
Hierro (mg) 0,4
Yodo (ng) 2
Magnesio (mg) 8
Zinc (mg) 0,1
Sodio (mg) 2
Potasio (mg) 214
Fésforo (mg) 19
Selenio (ug) Trazas
Vitaminas
Tiamina (mg) 0,07
Riboflavina (mg) 0,05
Equivalentes niacina (mg) 0,5
Vitamina B¢ (mg) 0,05
Folatos (ng) 3
Vitamina B, (pg) 0
Vitamina C (mg) 3
Vitamina A (png) 49,2
Vitamina D (ug) 0
Vitamina E (mg) 0,7

Las ciruelas, aportan, ademads, una gran variedad de compuestos fenélicos como
acidos fendlicos, flavonoles y antocianos, estos ultimos son abundantes en las ciruelas
rojas y son los responsables de su color caracteristico. Estos compuestos han

demostrado ser efectivos agentes antioxidantes, siendo capaces de secuestrar los
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radicales libres (toxicos para las células) y de proteger frente a la oxidacién a las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), ejerciendo, por tanto, un papel importante en la
prevencion de enfermedades cardiovasculares y de diferentes tipos de cancer

(Sahamishirazi y col., 2017; Nayeri y col., 2017).

Por tanto, desde un punto de vista nutricional y dietético, las ciruelas se
consideran un tipo de fruta muy importante para la dieta por su composicién rica en
compuestos bioactivos. Ademds, su consumo frecuente se ha relacionado con la
prevencion en el desarrollo de diferentes enfermedades debido principalmente a su
potencial capacidad antioxidante, antiinflamatoria, gracias a los compuestos bioactivos
presentes en su composicion (Donovan y col., 1998; Igwe y Charlton, 2016). Sin
embargo, apenas existe informacién sobre el papel de la ciruela y sus compuestos
bioactivos en la salud gastrointestinal, por lo que ha sido el objetivo principal que nos

hemos propuesto en el presente trabajo.

1.5. Propiedades bioldgicas de la ciruela: compuestos fenélicos

La ciruela contiene de forma natural una importante cantidad de compuestos
fendlicos bioldgicamente activos (Gil y col., 2002), entre los que destacan por su
abundancia y propiedades beneficiosas los dcidos fendlicos, donde predominan los
acidos clorogénico y neoclorogénico, los flavonoles como la quercetina y derivados, y
los antocianos, como las cianidinas (Tomds-Barberan y col., 2001). De manera general
los compuestos fendlicos presentes en las frutas juegan un papel importante en la
prevencion de dafios oxidativos celulares inducidos por radicales de oxigeno activos
actuando como agentes antioxidantes y anticancerigenos (Peixoto y col, 2018), de igual
forma sus potenciales efectos antimicrobianos y antiinflamatorios han sido ampliamente

estudiados por otros autores (Blando y col., 2004).

1.5.1. Actividad antibacteriana

Existen numerosos estudios que hacen referencia a la posible relacion entre la
actividad de muchos de los compuestos fendlicos de las frutas con la inhibicién en el
desarrollo de microorganismos patdgenos. Entre los microorganismos mas estudiados se
encuentran patogenos como Escherichia coli, Salmonella entérica y Listeria

monocytogenes, entre otros (Tian y col., 2017).



Generalmente, se ha visto que la actividad antibacteriana que presentan muchas
frutas es debido a los compuestos bioactivos de las mismas, y en numerosos casos se ha
relacionado con la presencia de compuestos fendlicos. Los compuestos fendlicos
pueden inhibir el crecimiento de las bacterias patdgenas a través de diferentes
mecanismos, pero se ha observado que uno de los principales es la interaccion de estos
compuestos con la pared celular bacteriana, provocando la inestabilidad de la misma
(Das y col., 2017). Se ha descrito que la magnitud de esta interaccidn estd relacionada
con la composiciéon de la pared celular bacteriana, por lo que se han encontrado
respuestas diferentes entre bacterias gram negativas y bacterias gram positivas (Tian y
col., 2017). Concretamente en el caso de la ciruela, existen muy pocos trabajos que
aborden el estudio de sus propiedades antimicrobianas, por lo que ha sido uno de los
objetivos principales que se han planteado en el desarrollo de este estudio, evaluando
también el efecto de los diferentes procesos de secado en la actividad antimicrobiana de

los extractos obtenidos.
1.5.2. Actividad antioxidante

Existen numerosos estudios que relacionan la presencia de compuestos fendlicos
presentes en la ciruela con la capacidad antioxidante de las mismas. La actividad
antioxidante de las ciruelas es particularmente alta en comparacion con las actividades
antioxidantes de otras frutas y verduras secas (Vasantha Rupasinghe y col., 2006). En
comparacion con otras frutas, las ciruelas tienen el valor més alto de capacidad de
absorcién de radicales de oxigeno (ORAC) (Robards y col., 1999). La actividad
antioxidante de la ciruela se asocia a la presencia de &cidos fendlicos (acidos
clorogénico y neoclorogénico) y flavonoides (Chun y col., 2003), por lo que esto
significa que el contenido fendlico que presente la fruta estd relacionado directamente
con la capacidad antioxidante (Liu y col., 2018). Estos compuestos fendlicos son
capaces de ejercer su actividad antioxidante por varios mecanismos de accién como son
el bloqueo de radicales libres, la captacion del oxigeno singlete, que da lugar a la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), o la quelacién de iones metélicos, lo
que evita la oxidaciéon de células del organismo y, con ello, la aparicion de
enfermedades como pueden ser enfermedades cardiovasculares o ciertos tipos de cancer

(Comert y Gokmen , 2018).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S096399691730741X#!

1.5.3. Actividad anti-inflamatoria

La inflamacién celular es una respuesta que se produce cuando se afecta la
homeostasis de células y tejidos, dando lugar a la aparicién de diversos trastornos
inflamatorios que pueden desencadenar en numerosas patologias. Existen numerosos
estudios que describen la actividad anti-inflamatoria producida por los compuestos
fendlicos presentes en las frutas. Por ejemplo, se ha observado que algunos compuestos
fendlicos producen un aumento de la secrecién de citoquinas antiinflamatorias con
respecto a las proiinflamatorias (Mueller y col., 2010). Esto se traduce en la mejora de
sintomas concretos, por ejemplo, este efecto antiinflamatorio es capaz de colaborar en la
prevencion de la aparicion de la aterosclerosis, reduciendo la secrecion de las moléculas

de adhesién intercelular y disminuyendo la adhesién de leucocitos (Liu y col., 2018).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Evaluar la potencial bioactividad de extractos de ciruela sometidos a diferentes

procesos de secado y su implicacion en la mejora de la salud gastrointestinal.
2.2. Objetivos especificos

1. Caracterizacion de la composicion fendlica de los extractos de ciruela.

2. Estudio del efecto de los diferentes extractos de ciruela frente a microorganismos
patégenos y probidticos.

3. Estudio de la capacidad anti-inflamatoria de los diferentes extractos de ciruela.

4. Estudio de la capacidad antioxidante de los diferentes extractos de ciruela.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales y reactivos

Los reactivos 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ), 4cido 2,2'-azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), 4acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico (Trolox), dcido caféico, acido clorhidrico, 4cido clorogénico, écido p-
cumadrico, acido rosmarinico, bromuro de 3.,4,5-dimetiltiazol-2,5-difenil-tetrazolio
(MTT), dimetilsulféxido (DMSO), epicatequina, ferricianuro de potasio, Folin-
Ciocalteu, hesperidina, hesperitina, hexahidrato de cloruro férrico, hidrato de morina,
hidrato de rutina, lipopolisacarido de E. coli O55:B5 (LPS), miricitina, naringina, 6xido
nitrico (NO), persulfato potasico, quercetina, trihidrato de acetato de sodio fueron
adquiridos en Sigma-Aldrich (Madrid, Espana). El bicarbonato sédico fue suministrado
por Panreac (Barcelona, Espafia) y el terbutilo fue suministrado por Merck (Darmstadt,
Alemania). El medio de cultivo celular Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM),
suero fetal bovino (FBS) (Hyclone), solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y
solucion de tripsina/EDTA (170,000 U/1) fueron suministrados por Lonza (Barcelona,
Espaiia). Todo el material de plastico estéril empleado para los cultivos bacterianos y

celulares fueron suministrados por Sarstedt (Barcelona, Espafia).

4.2 Preparacion y secado de los extractos de ciruela

Para la realizacion de este trabajo se utilizé un extracto de zumo de ciruela
sometido a cinco condiciones diferentes de secado, dando lugar a cinco tipos de

muestras diferentes.

Las ciruelas (Prunus domestica L.) utilizadas se obtuvieron de un mercado local.
Brevemente, para la obtenciéon del zumo, se utilizaron 20 kg de ciruelas las cuales
fueron previamente lavadas, picadas y mezcladas hasta obtener una pasta la cual se
prensé y el zumo resultante se centrifugd hasta obtener un zumo libre de particulas en
suspension. Posteriormente, el zumo obtenido se hizo pasar por una columna rellena
con resina Amberlita XAD-16 con el fin de retirar los azicares y obtener un extracto
rico en compuesto polifendlicos segin describe Michalska y col., (2016)a. Finalmente,
el extracto de ciruela rico en polifenoles obtenido se sometié a diferentes procesos de

secado. Los métodos de secado utilizados fueron los siguientes:
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a) Liofilizacion (LF): 100 mL de zumo de ciruela se liofilizaron durante 24 horas a una
presion de 65 Pa, alcanzandose una temperatura méxima de 30°C.

b)Secado a vacio (SV): 50 mL de zumo de ciruela se secaron a vacio (SPT-200)
empleando tres diferentes temperaturas de secado: 40°C, 60°C y 80°C durante 20, 16
y 10 horas, respectivamente, y una presion de 300 Pa.

¢)Secado por atomizacion (SA): 100 mL de zumo de ciruela se sometieron a un
proceso de secado por atomizacién operando el atomizador a una temperatura de
entrada y salida de 180°C y 70°C respectivamente con un flujo de 400 mL/min.

Todas las técnicas de secado se realizaron por duplicado para cada una de las

variantes de cada muestra de ciruela. Las muestras obtenidas por cada uno de los

procesos de secado se molieron, se envasaron al vacio y se almacenaron a -20°C hasta

su uso. Las muestras utilizadas y el método de obtencion quedan resumidos en la Tabla

2.

Tabla 2. Procesos de secado de las diferentes muestras de ciruela.

Tipo de Método de Tiempo Temperatura Presion Velocidad de flujo
muestra secado (h) O (Pa) (ml/min)
Muestra A Liofilizacion 24 30 65 -
Muestra B Secado a vacio 20 40 300 -
Muestra C Secado a vacio 16 60 300 -
Muestra D Secado a vacio 10 80 300 -
Muestra E Secaq 0 pczr - 70 - 400
atomizacién

Para el estudio de la actividad antibacteriana, antioxidante y antiinflamatoria, las
muestras se prepararon a una concentracion de 20 mg/mL en PBS, esterilizadas por

filtracion (0,22 um) y almacenadas a -20°C hasta su uso.
4.3. Caracterizacion de la composicion fendlica de los diferentes extractos

Para la caracterizacion de la composicion fendlica de los diferentes extractos de
ciruela se emple6 la metodologia descrita por Wojdylo, y col.,, (2013). Dicha
caracterizacion se llevd a cabo empleando un sistema denominado Acquity de
Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento (UPLC) acoplado a un espectometro de

masas (MS) (UPLC-MS) (Waters Corp., Milford, EEUU).
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Para la identificacion de los polifenoles presentes en las muestras de ciruela se
emplea una fase estacionaria con una columna C18 (1,7 um, 2,1 x 50 mm) a 30°C, y
una fase mdvil que consta de dos solventes: solvente A (4,5% de 4cido férmico) y
solvente B (100% de acetonitrilo), inyectdndose volimenes de muestra de 5 pL. durante
15 min, con un caudal de 0,45 ml/min. La identificacién se llevdé a cabo mediante la
obtenciéon del tiempo de retencién y las masas moleculares de cada uno de los
compuestos. Estos datos obtenidos mediante LC-MS fueron evaluados en el software
MassLynx 4.0 ChromaLynx Application Manager, en el cual se escanean cada una de

las muestras y se identifican las sustancias caracterizadas.

Una vez identificados los polifenoles de las muestras de ciruela se lleva a cabo la
cuantificacion de los mismos. Para ello se emplea el sistema Acquity de Cromatografia
Liquida de Alto Rendimiento (UPLC) equipado con un detector de fotodiodos (PDA).
Los anélisis de UPLC se llevaron a cabo empleando una columna C18 como fase
estacionaria a 30°C y una fase movil compuesta de dos disolventes: disolvente A (4cido
férmico al 4,5%) y disolvente B (acetonitrilo). Los tiempos de retencion y los espectros
obtenidos se comparan con los de los patrones. Para ello se llevan a cabo diversas
curvas de calibrado a concentraciones desde 0,05 a 5 mg/mL de los patrones:
clorogénico, neoclorogénico, 4dcido ferulico, delfinidina-3-O-glucésido y malvidin-3-O-
galactdsido. Todas las determinaciones se llevaron a cabo por duplicado y los resultados

fueron expresados en miligramos por kilogramo de base seca.

4.4. Estudio in vitro de la actividad antioxidante

Para la determinacion de la actividad antioxidante se emplearon dos métodos
quimicos: 1) capacidad antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) y 2) poder
antioxidante reductor del hierro (FRAP). El método TEAC se basa en la determinacion
de la actividad antioxidante que presenta un compuesto medido en la cantidad de un
compuesto antioxidante que es necesario para eliminar o reducir la actividad del ABTS,
que es el agente oxidante. El método FRAP se basa en la capacidad que presenta un

determinado compuesto antioxidante para reducir el hierro trivalente a hierro bivalente.

La preparacion de las muestras se llevd a cabo diluyendo 300 mg de los
extractos secos en 5 mL de una solucién acuosa de metanol al 30% (v/v) y sometidos a

dos ciclos de sonicacion de 15 min. Tras 24 h almacenados a 4 °C en oscuridad, los
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extractos obtenidos se centrifugaron (1.500 rpm, 10 min, 4°C) y se determiné su

actividad antioxidante segin la metodologia descrita por Michalska y col., (2016)a.

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos de ciruela mediante
radicales ABTS se pueden emplear dos tipos de ensayos: ensayos de decoloracién o
ensayos de inhibicion. En este trabajo, se va a llevar a cabo el ensayo de decoloracién
mediante la metodologia descrita por Re y col. (1999). En primer lugar, hay que formar
el radical ABTS®* mediante oxidacién. Una vez formado el radical ABTS®*, se afiaden
los antioxidantes y se produce un atrapamiento del radical ABTS por parte de los
compuestos antioxidantes, lo que da lugar a una pérdida de color y, por tanto, a una

decoloracion del mismo (Figura 4).

e*

—

AH‘\
ABTS* ABTS

A

Figura 4. Ensayo de decoloracion.

Se lleva a cabo la preparacién de una solucién madre de ABTS®" disolviendo
ABTS en agua hasta obtener una concentracion de 7 mM en presencia de persulfato
potésico 2,45 mM permaneciendo a oscuridad durante 12-16h a temperatura ambiente.
La absorbancia no fue maxima hasta transcurrido més de 6 h, aunque la oxidacién
comenz6é inmediatamente. La solucién de trabajo del radical ABTS®" se prepard
diluyendo la soluciéon madre en PBS 5mM a pH 7,4 para obtener un valor de

absorbancia aproximado de 0,70 (+ 0,02) a 734 nm.

Las muestras de compuestos fendlicos se diluyeron en tampon fosfato sodico 5
mM pH 7.4. A continuacién, se afadieron 10 pl de cada dilucién a la solucién de
trabajo del radical ABTS®" y se midi6 la absorbancia a 734 nm en un lector de placas
(Sinergy HT, BioTek Instruments, Winooski). Como antioxidante de referencia para la
curva de calibrado se empled Trolox en concentraciones entre 0-150 uM diluido en PBS
5 mM pH 7,4. La capacidad antioxidante se estimé por el descenso de la absorbancia a
734 nm. Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado y se expresaron como

promedio de mmol Trolox mg/100g materia seca (£ DE).
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Para determinar la capacidad de reduccion férrica de los extractos de ciruela se
llevé a cabo el ensayo FRAP mediante la metodologia descrita por Benzie y Strain,
1999. El ensayo FRAP se basa en evaluar el potencial reductor que presentan las

especies antioxidantes presentes en la muestra determinando la concentracion final de

iones Fe**, formados por la reduccién de iones Fe’* (Figura 5) (Jones y col., 2017).
[ |
NN . O .
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Fe(l(TPTZ)]3 [Fe()(TPTZ) 2, Tmax=593 nm

Figura 5. Reduccién de iones Fe ** a iones Fe ** mediante el ensayo FRAP.
Esta determinacion se llevo a cabo empleando una sustancia cromégena como el
ferrocianuro de potasio, observiandose un cambio de color al formase el complejo de

hierro bivalente (Figura 6).

Fe** Fe ™
Figura 6. Cambio de color debido a la reduccién de iones Fe ** a iones Fe **.

Por tanto, el reactivo FRAP final se prepar6 mediante la combinacion de dichas
soluciones: 500 ml de tampon de acido acético 300 mM a pH 3,6, 20 ml de TPTZ 10
mM y 20 ml de cloruro férrico 20 mM.

Para la optimizacion del método se prepar6 una solucién patréon de 100 mg/l que
contenfa trolox y dcido rosmarinico, disolviendo 10 mg de cada uno en 100 ml de
metanol. Ademds se prepararon tres soluciones estdndar que contenian trolox. La
primera de 100 mg/l de trolox, 4cido rosmarinico, dcido clorogénico, 4cido cafeico,
hidrato de rutina y quercetina disolviendo 50 mg de cada materia prima en metanol,
diluyendo la solucion resultante a 50ml con el mismo disolvente. La segunda que
contiene 1000 mg/l de trolox, hidrato de morina y epicatequina empleando metanol
como disolvente. En este caso, se realizaron diluciones seriadas que contenian 500, 250,

100, 75, 50, 25, 10, 7.5, 5, 2.5, 1 y 0.5 mg/l de cada antioxidante. La tercera que
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contiene 10 mg/1 de trolox y 1000 mg/l de hesperitina, hesperidina, dcido p-cumdrico y
naringina, disolviéndose 50 mg de Trolox en 50 ml con metanol, dando una solucién de

1000 mg/!.

Los valores de absorbancia se midieron a 595 nm. Para los célculos del valor
FRAP se tomaron las lecturas a los 30 min, dado que, a los 4 min, el tiempo que se toma
habitualmente, la reaccién para formar el complejo Fe-TPTZ atn no ha terminado
(Pulido y col, 2000). Todos los andlisis se llevaron a cabo por triplicado y los resultados

se expresaron como mmol Trolox/100 g peso seco (media + DE).
4.5. Cepas bacterianas, medios y condiciones de cultivo

Para el estudio de la actividad antibacteriana de los extractos secos de zumo de
ciruela frente a microorganismos patdgenos se emplearon las siguientes cepas
bacterianas: Campylobacter jejuni 11168, adquirida de la National Collection of Type
Cultures (NCTC, Londres, Reino Unido), Escherichia coli 25992 y Staphylococcus
aureus 25993, adquiridas de la American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, USA). Para el estudio del efecto frente a bacterias de cardcter probidtico se
emplearon las siguientes cepas probioticas: Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei
y Saccharomyces boulardii disponibles en la coleccion del propio grupo Microbio del
CIAL. Las cepas se encontraban almacenadas hasta su uso a -80 °C en medio de
crioconservacion consistente en 20 % glicerol en Brucella Broth (BB) (Becton,
Dickinson, & Company, New Jersey, USA). Como medio liquido para el crecimiento
bacteriano se utilizé BB. Las cepas empleadas en el estudio se regeneraron en placas de
agar Miieller-Hinton suplementado con 5 % de sangre de oveja desfibrinada (MHB)
(Becton, Dickinson). Las cepas de C. jejuni se incubaron bajo condiciones de
microaerofilia (85 % de Ny, 10 % de CO, y 5 % de O;) en un Incubador de Atmdsfera
Variable (VAIN) (MACS-VAS500, Don Whitley Scientific, Shipley, Reino Unido) a 37
°C durante 48 h; mientras que, el resto de las cepas patdgenas y probidticas se
incubaron en aerobidsis a 37 °C durante 24 h. Finalizado el tiempo de incubacidn, se
obtuvieron colonias aisladas de cada cepa que se utilizaron para la preparacién de los
cultivos experimentales. Para ello, se tomaron 2-3 colonias aisladas de cada cepa, se
resuspendieron en 15 mL de medio liquido BB y se incubaron a 37 °C durante 24 h en
el incubador VAIN en condiciones de microaerofilia con agitacion (120 rpm). Tras 24 h
de incubacion se prepararon diluciones decimales en serie de cada indculo experimental

en solucion salina al 0,9 %, y posteriormente se sembraron 20 pL de la dilucion
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apropiada en placas de agar MHB. A continuacién, las placas sembradas se incubaron
en condiciones de microaerofilia a 37 °C en el VAIN durante 24 o 48 h, segun el
crecimiento de la bacteria, y se hizo un recuento de las unidades formadoras de colonias
(UFC). Los resultados se expresaron como UFC/mL. Estos indculos bacterianos

(~1x10® UFC/mL) se usaron para los diferentes ensayos experimentales.

4.6. Estudio del efecto de los diferentes extractos de ciruela frente a

microorganismos patogenos y probidticos

Tanto para la determinacion del efecto antimicrobiano de los extractos frente a
microorganismos patégenos como para la determinacién de su efecto frente a
microorganismos beneficiosos se emplearon los cinco extractos secos de zumo de
ciruela preparados segun se describe en el apartado 4.2. Para ello se utiliz6 una
concentracion final de 1 mg/mL. Se ha descrito que, para extractos naturales, la
presencia de actividad en un rango de concentracion entre 1 mg/mL y 2 mg/mL puede
resultar de interés practico (Rios y Recio, 2005). Para el desarrollo del ensayo se sigui

la metodologia descrita por Silvan y col., (2018).

Brevemente, en una placa estéril de 96 pocillos de fondo plano se anadieron en
cada pocillo: 240 pL. medio liquido BB, 60 puL del extracto seco de zumo de ciruela
correspondiente (10 mg/mL) y 3 pL del indculo bacteriano correspondiente (~ 1x10®
UFC/mL). En la misma placa, se afiadieron controles de crecimiento de cada cepa
conteniendo medio BB y el inéculo bacteriano correspondiente. A continuacion, las
placas se incubaron en condiciones de microaerofilia a 37 °C durante 24 h en el VAIN
con agitacion constante (120 rpm). Finalizada la incubacidn, se prepararon diluciones
decimales en solucion salina 0,9 % de cada mezcla contenida en los pocillos, se
sembraron 20 pL de cada dilucion en placas de agar fresco MHB, y se incubaron en
microaerofilia a 37 °C en el incubador VAIN durante 24 o 48 h segin la cepa
bacteriana. Finalmente se llevd a cabo el recuento de las UFC. Los resultados se
expresaron como UFC/mL comparando los datos con el control de crecimiento de cada
bacteria. Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado en al menos tres ensayos

independientes.

4.7. Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se utilizaron dos lineas celulares en el presente trabajo: células epiteliales

intestinales humanas HT-29 y macr6fagos de origen murino RAW 264.7 obtenidas de la
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ATCC. Las células se cultivaron en DMEM suplementado con 10 % de FBS y 1 % de
penicilina/estreptomicina. Las células se sembraron a densidades de 1x10° células en
frascos de cultivo celular T7s y se incubaron a 37 °C y 5 % de CO, (BINDER GbmH,
Tuttlingen, Alemania), cambidndose el medio de cultivo cada dos dias hasta alcanzar

una confluencia cercana al 90 %.

4.8. Estudio del efecto de los extractos de ciruela sobre la viabilidad en

células epiteliales humanas y macréfagos

La viabilidad de ambas lineas celulares (HT-29 y RAW 264.7) frente a
diferentes concentraciones de los extractos secos de ciruela se determiné mediante el

ensayo de reduccion de MTT segin se describe en Silvan y col. (2018).

Tras varios dias de incubacion de las células en medio DMEM suplementado y
alcanzada una confluencia celular de aproximadamente el 90 % se retir6 el medio por
aspiracion y se lavaron las células con PBS para eliminar posibles restos en suspension
y células no adheridas que hubiera presentes en el medio. Tras el lavado, se aspir6 el
PBS y las células se trataron con Tripsina/EDTA durante 5 min para reducir su
adherencia al soporte plastico y recuperar el mayor ndmero células, ayuddndose de un
raspador celular para obtener el mayor nimero de células posibles. La suspension
celular obtenida se centrifugé (5 min, 1100 rpm, 25°C) para recuperar un pellet celular
libre de tripsina. A continuacidn, el pellet celular se resuspendié en medio DMEM

suplementado y se hizo un recuento celular de la suspension obtenida.

Para el recuento celular se utilizé la cdmara de Neubauer, dispositivo adaptado al
microscopio que permite el recuento de células gracias a la divisién en cuadriculas que
presenta. Finalizado el recuento, se preparé una suspension celular que permitid
sembrar 5x10* células por pocillo en placas adherentes estériles de 96 pocillos con

fondo plano. Las placas se incubaron a 37 °C 'y 5 % de CO; durante 24 h.

Posteriormente, el medio celular de cada pocillo se retir6 por aspiracion y las
células se lavaron con PBS (200 ul/pocillo) con el fin de eliminar posibles restos en
suspension y células no adheridas. A continuacidn, se aspiré el PBS y se afiadieron los
diferentes extractos secos de ciruela diluidos en DMEM libre de suero a
concentraciones de 1, 0,5, 0,25, 0,125 y 0,0625 mg/mL. Cada placa experimental

contenia controles de crecimiento celular consistentes inicamente en células y medio de
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cultivo libre de suero a fin de ver la viabilidad mdxima de nuestras células. Las placas
se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 24 h. Pasado el periodo de incubacién, se
retir6 el medio por aspiracion y las células se lavaron con PBS (200 pL). Una vez
aspirado el PBS se les afadieron 200 puL/pocillo de DMEM libre suero. A continuacion,
se afiadieron 20 pL/pocillo de una solucién de MTT (5 mg/mL) en PBS previamente
esterilizada por filtracién en filtro de 0,2 pm, y se incubaron las placas 60 min en el
caso de las HT-29 y 45 min en el caso de las células RAW 264.7 a37 °C y 5 % de CO,.
Durante la incubacion las células metabdlicamente activas (células vivas) son capaces
de reducir el MTT a formazan dando lugar a la mayor o menor aparicion de cristales de
color purpura en funcién del nimero de células vivas que haya presentes en cada
pocillo. Finalizada la incubacion, el medio de cultivo se eliminé por aspiracion y los
cristales de formazan formados en los pocillos se solubilizaron en 200 pL. de DMSO. La
absorbancia se midi6 a una longitud de onda de 570 nm empleando un lector de

microplacas Synergy HT (BioTek Instruments, Winooski).

La viabilidad celular se calculé considerando que las células control incubadas
tnicamente con medio libre de suero aportaban el 100% de viabilidad celular. Todos los
tratamientos fueron realizados por triplicado en al menos tres experimentos
independientes (n=3). Los datos representan la media y la desviacion estandar de tres
experimentos independientes en dias diferentes (n=3). Todos los experimentos se
llevaron a cabo entre los pases celulares 10 y 30 para garantizar la uniformidad y la

reproducibilidad de las células.

4.9. Estudio de la actividad anti-inflamatoria empleando un modelo celular

La evaluacion de la actividad anti-inflamatoria se estimé mediante la
cuantificacion de la acumulacién de 6xido nitrico (NO) siguiendo la metodologia
descrita por Benayad y col. (2014). Este método se basa en la determinacién del 6xido
nitrico acumulado en las células el cual actia como marcador de la inflamacion. Para
ello, las células se deben de poner en contacto con lipopolisacdridos de membrana de
origen bacteriano (LPS) para estimular la produccién de citoquinas y, con ello,
desencadenar el proceso inflamatorio. Una vez estimuladas las células, deben reaccionar
con el reactivo de Griess, lo cual va a permitir calcular la cantidad de 6xido nitrico

acumulado en las células empleando una curva estandar de nitrito de sodio permitiendo
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de esta forma conocer la actividad anti-inflamatoria que presentan los diferentes

extractos de ciruela.

Para ello se utiliz6 la linea celular de macréfagos RAW 264.7. Las células se cultivaron
segln se detalla en el apartado 4.7. Una vez alcanzada la confluencia celular deseada del
90 % se procede al recuento celular tal y como se resume en el apartado 4.8. A
continuacién, las células se cultivaron a una densidad de 5x10* células por pocillo en
placas adherentes estériles de 96 pocillos con fondo plano y se incubaron a 37 °Cy 5 %
de CO, en un incubador durante 24 h. Tras 24 h de incubacidn, se lavaron las células
con PBS (200 ul) y se afiadieron los diferentes extractos de ciruela en concentraciones
de 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 mg/mL (180 pL/pocillo) diluidos en DMEM libre de
suero. A continuacidn, el proceso de inflamacién se estimul$ afiadiendo 20 pL. de LPS
(100 pg/ml) diluido en DMEM libre de suero y se incubaron las células 24 h a 37 °C y
5 % de CO,. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado en al menos tres
ensayos independientes. Los experimentos incorporaron controles negativos (sin LPS) y
positivos de inflamacién (con LPS) sin adicién de los extractos en estudio. Finalizada la
incubacién, se tomaron 100 ul del sobrenadante de cada pocillo y en placas de 96
pocillos no estériles se mezclaron con la misma cantidad del reactivo de Griess
constituido por 1% (p/v) de sulfanilamida y 0,1% (p/v) de N-(1-naftil) etilendiamina. A
continuacion, la placa se incubd durante 15 min en oscuridad y se midi6 la absorbancia
a 550 nm en un lector de microplacas Synergy HT. Finalmente, la cantidad de
NO acumulado se calcul6 usando una curva estdndar de nitrito de sodio a
concentraciones de 0, 2, 4, 6, 8§, 10 pg/mL. Los resultados se expresaron como

porcentaje de inhibicién de inflamacidn respecto al control celular positivo.

4.10. Estudio de la actividad antioxidante empleando un modelo celular

La evaluacién de la actividad antioxidante a nivel celular de los extractos secos
de zumo de ciruela se estimé por cuantificacion de la produccién de especies reactivas
de oxigeno intracelulares (ROS) segin describe Martin y col. (2014). La deteccion y
cuantificaciéon de estas especies reactivas de oxigeno se basa en la utilizaciéon de
compuestos no fluorescentes facilmente oxidables por acciéon de los ROS dando lugar a
derivados oxidados que presentan fluorescencia. El empleo de componentes

fluorescentes para la cuantificacion de los ROS aporta gran sensibilidad al método, sin
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embargo, no permite establecer cudl es la especie oxidante responsable de la oxidacion

\ROS

de la sonda utilizada (Figura 7).

DCFDA DCF
(Sonda no Oxidacion (Sonda oxidada
fluorescente) fluorescente)

Figura 7. Esquema de reaccion de la sonda DCFDA para la deteccion de las especies reactivas
de oxigeno.

Para la determinacion de la actividad antioxidante se emplearon células
intestinales HT-29 cultivadas como se describe en el apartado 4.7. Una vez alcanzada la
confluencia celular deseada del 90% se procedié al recuento celular tal y como se
resume en el apartado 4.8. y las células se cultivaron a una densidad de 5%x10* células
por pocillo en placas adherentes estériles de 96 pocillos con fondo plano, y se incubaron
a37°Cy 5 % de CO, durante 24h. A continuacidn, se lavaron las células con PBS (200
ul/pocillo) y se afiadieron los diferentes extractos secos de ciruela a la concentracion
final de 1 mg/mL (200 pL/pocillo) diluidos en DMEM libre de suero. Los experimentos
incorporaron controles sin adicion de los extractos en estudio. Todos los tratamientos se
realizaron por triplicado en al menos tres ensayos independientes. Tras 24 h de
incubacidén con los extractos, las células se lavaron tres veces con PBS (200 pL/pocillo)
y se incubaron con 200 pL/pocillo de la sonda fluorogénica DCFDA diluida en DMEM
libre de suero a una concentracion de 10 mM durante 30 minutos para permitir que la
sonda difunda al interior celular. Posteriormente, se aspir6 medio celular conteniendo la
sonda y se lavaron las células tres veces con PBS a fin de retirar el exceso de sonda
fluorescente. Finalmente, las células fueron incubadas con 200 uL del agente pro-
oxidante terbutilo (t-BOOH) a una concentracién final de 2,5 mM. Todos los ensayos
fueron realizados por triplicado e incluyeron controles positivos de incubacion (células
+ t-BOOH) y controles negativos de oxidacién (células). Finalmente, se midié la
fluorescencia a 485 nm longitud de onda de excitacién y 530 nm longitud de onda de
emision cada 30 minutos hasta un tiempo maximo de 3 h en un lector de microplacas

Synergy HT.
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4.11. Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como medias + desviaciones estdndar (DE)
realizadas por triplicado. Para el andlisis estadistico de los datos se utiliz6 un ANOVA.
Las diferencias se consideraron significativas a p<0.05. Cuando fue necesario, se
aplicaron test post ANOVA para conocer las diferencias entre tratamientos. Todas las
pruebas estadisticas se realizaron con IBM SPSS Statistics para Windows, Versién 21.0

(IBM Corp., Armonk, NY, USA).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Caracterizacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos

individuales presentes en los extractos secos de ciruela

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos individuales
presentes en los extractos de zumo de ciruela obtenidos por diferentes técnicas de
secado se realizaron por Cromatografia Liquida acoplado a un espectrémetro de masas
(LC-MS) (Tabla 3) y Cromatografia Liquida de Alto Rendimiento equipado con un
detector de fotodiodos (UPLC-PDA) (Tabla 3), respectivamente. Se lograron identificar
12 compuestos fendlicos correspondientes a cinco dcidos fendlicos, cuatro flavonoles y
tres antocianos (Tabla 3). El contenido total en compuestos fendlicos en los extractos
secos de zumo de ciruela se situ6 en el rango de 3,4 a 4,8 g/kg de materia seca, siendo el
extracto sometido al proceso de atomizacion el que mayor contenido en compuestos
fendlicos presentd. Estos contenidos son menores a los obtenidos por otros autores en
extractos de ciruela secados por diferentes técnicas utilizando el fruto completo (7,8-
14,9 g/kg materia seca) (Michalska y col., 2016b). Esto podria deberse al hecho de que
ninguno de los compuestos que se identificaron en los extractos de zumo de ciruela
pertenecen a la familia de los flavan-3-ols, los cuales si se encuentran en elevada

concentracion en los extractos obtenidos empleando la ciruela entera.
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Tabla 3. Compuestos fendlicos identificados por LC-MS en los extractos de ciruela obtenidos

por diferentes métodos de secado.

t Amax MS [M -HJ MS/MS_
Compuesto (min) (nm) (m/z) [M-H]
(m/z7)

Acidos fendlicos
Acido neoclorogénico 3,09 326 353,08 191,05
Acido 3-0-p-cumroilquinico 3,86 312 337,09 163,05
Acido clorogénico 4,16 326 353,08 191,05
Acido 3-feruloilquinico 4,30 324 367,10 193,05
Metil-3-cafeoilquinato 4,74 326 367,10 135,00/193,01
Flavonoles - -
Quercetina-3-0O-rutinosido 6,50 264/350 609,14 301,03
Quercetina-3-0O-galactosido 6,66 346 463,08 301,02
Quercetina-3-0-glucosido 6,75 346 463,18 301,02
Quercetina-3-0- 8,18 363 505,09 301,02
(6”acetilgalactosido)
Antocianos - -
Cianidina-3-0O-glucosido 3,72 278/515 449,10 287,05
Cianidina-3-O-rutinosido 3,93 279/515 595,16 287,05
Peonidina-3-O-rutinosido 4,62 286/517 609,17 301,07

Los 4cidos fendlicos fueron los compuestos predominantes en todos los
extractos estudiados constituyendo entre 75-77% del total (Tabla 4). El rango del
contenido en estos dcidos fenodlicos se situd entre 2,6 y 3,6 g/lkg materia seca, siendo el
extracto obtenido por el método de atomizacién el mds rico en dcidos fendlicos.
Ademads, se observé que la composicion en cada uno de los dcidos variaba en funcién
del tratamiento de secado aplicado, siendo los dacidos 3- feruloilquinico y
neoclorogénico los predominantes en todos los extractos, excepto en el extracto
obtenido por secado a vacio a 80°C, donde el metil-3-cefeoilquinato fue el 4cido
mayoritario. Cabe destacar el incremento en el contenido de este compuesto que se
observé a medida que aumentaba la temperatura de secado, siendo su concentracién
hasta cerca de 30 veces mayor en el extracto obtenido por secado a vacio a 80°C
respecto al extracto obtenido por liofilizacion. Esto sugiere que la liberacion de este
compuesto a la matriz de la muestra estaria asociada al incremento de la temperatura

durante el proceso de secado.
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Tabla 4. Contenido de acidos fendlicos presentes las muestras de zumo de ciruela en polvo

obtenidas por liofilizacién (LF), secado al vacio (SV) y atomizacién (SA) (mg/kg materia seca).

Acido 3-0-p-icido Acido 3-dcido 3-metil-

. P o Total
neoclorogénico cumaroilquinico clorogénico feruloilquinico -cafeoilquinato

LF 10514+6,3 10252+12,2 439,9+8,7 4143+ 1,1 24,6 £0,9 29554

4§)YC 996,3 + 10,7 10179+£2,1  472,7+£9,9 395,8+0,1 36,714 29194
6§)YC 851,3+£35,5 885,2+10,8 458, 7149 3584+25 54 7+2,4  2608,3
S%YC 541,8£15,2 6452+25 4052+20,6 33577+12,1 708,5+10,2 26364

SA  1169,1+27,8 1104,0+33,0 5299+13,6 469,9+4,5 392,1+5,6 36652

El segundo grupo importante de compuestos fendlicos identificados en los
extractos secos fueron los flavonoles, constituyendo entre el 20-22% del total de
compuestos fendlicos en los diferentes extractos estudiados (Tabla 5). Cabe destacar
que los flavonoles identificados, asi como su contenido fue diferente al reportado por
otros autores utilizando el fruto de la ciruela completo (Michalska y col. 2016b). En el
presente trabajo el contenido total de flavonoles se situd en el rango entre los 760 y 990
mg/kg de materia seca, siendo la quercetina-3-O-glucésido y la quercetina-3-O-
galactésido las predominantes en todos los extractos estudiados. El contenido en
quercetina-3-0O-glucésido fue similar en todos los extractos secos excepto en el extracto
obtenido por liofilizacion donde se observé una pérdida muy significativa de este
compuesto respecto al resto de métodos de secado. La degradacion de este compuesto
en muestras de ciruela completa utilizando la liofilizacién como método de secado ha
sido descrito previamente (Michalska y col. 2016b). En el caso de la quercetina-3-O-
galactésido, el resultado obtenido fue el opuesto al observado con la quercetina-3-O-
glucésido, de modo que la muestra secada por el método de liofilizacién fue la que
presenté mayor contenido, mientras que en la muestra secada por atomizacion se redujo
hasta casi siete veces su contenido (Tabla §), sugiriendo que el contenido en este
compuesto se ve afectado drasticamente por la temperatura del proceso de secado. Cabe
destacar que la quercetina-3-O-(6"acetilgalactdsido) fue identificada por primera vez en

productos derivados de la ciruela.
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Tabla 5. Contenido de flavonoles presentes las muestras de zumo de ciruela en polvo obtenidas

por liofilizacién (LF), secado al vacio (SV) y atomizacién (SA) (mg/kg materia seca).

uercetina- uercetina- uercetina- )
Q Q Q Quercetina-3-0-

3-0- 3-0- 3-0- D ‘o Total
rutindsido galactdsido glucésido (6 acetilgalactosido)

LF 73,1 +1,1 500,5+49 125,2+0,3 102,9 +0,1 801,7
SV40°C 5245+19 129,3+0,5 9,2+0,5 104,2 + 0,4 767,2
SV 60°C 514,1+6,8 141,3+0,6 243+3,9 88,9 +9,9 768,6
SV 80°C 458,4+9,5 147,1+5,6 108,5+16,5 60,6 + 1,4 774,6

SA 610,7+ 13,8 72,6 +0,7 188,2+16,6 119,8 +£9,5 991,3

Finalmente, el tercer grupo de compuestos fendlicos identificados en las
muestras fueron los antocianos los cuales fueron los compuestos minoritarios en todos
los extractos analizados, aproximadamente el 2% del total de los compuestos fendlicos
cuantificados (Tabla 6). En trabajos previos utilizando el fruto de la ciruela completo se
han llegado a identificar hasta seis tipos de antocianos diferentes (Michalska y col.
2016b), sin embargo, en el presente estudio solo se identificaron dos tipos de cianidinas
y una peonidina. Entre los antocianos identificados, la cianidina-3-O-rutinésido fue el
antociano predominante en todos los extractos secos de zumo de ciruela, constituyendo
aproximadamente el 70% del total de los antocianos. Estos resultados coinciden con los
obtenidos en trabajos previos empleando ciruela fresca (Chun y col., 2003) y extractos
de ciruela entera (Michalska y col. 2016b). Entre las técnicas de secado empleadas, la
atomizacion resultéd ser el proceso que menos afectd la composicién en antocianos de
las muestras estudiadas, incluso por encima del método de liofilizacién considerado
como la mejor alternativa para la obtencion de productos alimenticios deshidratados de
calidad.

Tabla 6. Contenido de antocianos presentes las muestras de zumo de ciruela en polvo obtenidas

por liofilizacién (LF), secado al vacio (SV) y atomizacién (SA) (mg/kg materia seca).

Cianidina-3-  Cianidina-3- Peonidina-3-
O-glucésido  O-rutindsido  O-rutindsido
LF 26,8 +0,4 70,3 +0,9 0,6 +0,0 97,7
SV 40°C  25,8+0,2 69,6 + 0,4 0,6 +0,0 96,0
SV 60°C 244 +3)7 66,4 + 10,6 0,5+0,0 91,3
SV 80°C 17,2+2)7 52,5+3,1 0,4+0,0 70,1
SA 28,1 +0,9 78,3 +3,6 0,6 +0,0 107,0

Total
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5.2. Actividad antioxidante

Los principales resultados obtenidos del estudio de la actividad antioxidante en

los diferentes extractos de ciruela se muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Influencia de los diferentes métodos de secado en la actividad antioxidante de los
extractos secos de ciruela determinado mediante los métodos TEAC y FRAP (mmol Trolox/100

g materia seca).

Método de secado TEAC ABTS FRAP
LF 98,9 +3,2¢ 854 +4,1¢
SV 40°C 95,1 +1.38 80,9 +2,5¢
SV 60°C 98,0 +0,2¢ 87,1 £2,5"
SV 80°C 80,9 +0,8* 75,9 £ 0,84
SA 81,2 +3,8% 783+ 1,8"

*Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas
entre los extractos (p<0,05 Tukey test)

Como se puede observar, en todos los extractos se obtuvieron altos valores de
actividad antioxidante, independientemente del procedimiento utilizado para la
preparacion de las muestras. Los extractos que presentaron mayor actividad
antioxidante fueron el extracto liofilizado y el extracto secado al vacio a 60°C. En
estudios previos se ha demostrado que la temperatura utilizada en el proceso de secado
puede influir en los resultados de actividad antioxidante determinada por diferentes
metodologias (Piga y col., 2003; Michalska y col., 2017). De forma general, mientras
mas elevada es la temperatura utilizada en el proceso de preparacion de los extractos
mas se afecta su composicion, y entre los compuestos mds afectados se encuentran los
fendlicos, que estdn muy involucrados en la magnitud de la respuesta antioxidante.
Precisamente, en este trabajo el extracto secado al vacio a una temperatura de 80°C fue
el que present6 una menor actividad antioxidante, y los mismos resultados se obtuvieron
utilizando los dos métodos analiticos. Sin embargo, resultados completamente
diferentes se han obtenido cuando se evalda la capacidad antioxidante de extractos de
ciruela secados por diferentes métodos y a los que se les han afiadido azicares, que es
un procedimiento habitual en las industrias elaboradoras de zumos. En estos casos, y en
dependencia de la temperatura utilizada, se puede producir un aumento o una
disminucién de la capacidad antioxidante de los extractos, asocidndose el incremento de

la capacidad antioxidante a la formacién de productos de la reaccion de Maillard
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(Michlaska y col., 2016b). Por tanto, es de gran importancia conocer la formulacién del
extracto antes de elegir un tratamiento de secado con el objetivo de obtener extractos

con una mejor capacidad antioxidante.
5.3. Ensayos microbiolégicos

5.3.1. Actividad antibacteriana frente a microorganismos patogenos
Como se comento en el apartado de Materiales y Métodos (4.5.), para el estudio
de la actividad antibacteriana de los extractos de ciruela se seleccionaron tres bacterias
diferentes: E. coli como ejemplo de bacteria gram negativa; S. aureus como ejemplo de
bacteria gram positiva y C. jejuni por ser el principal patégeno bacteriano asociado a
toxiinfecciones alimentarias. En la Figura 8 se presentan los principales resultados

obtenidos con E. coli.
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Figura 8. Actividad antibacteriana de las diferentes muestras de ciruela sometidas a diferentes
procesos de secado frente a E. coli. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicion
del crecimiento respecto del control. Las barras con asterisco indican diferencias significativas
respecto al control de crecimiento (p<0.05) tras andlisis de varianza (ANOVA) y posterior test

de Dunnett.

Como se puede observar, la actividad antimicrobiana solo fue significativa con
respecto al control de crecimiento para el extracto obtenido por el método de secado al
vacio a una temperatura de 80 °C, mientras que en el resto de los extractos no se
observé una actividad antimicrobiana significativa. El extracto obtenido por el método
del secado al vacio a 80 °C fue capaz de inhibir el 46 % del crecimiento de E. coli. En

estudios previos, otros autores han descrito la efectividad como antimicrobianos
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naturales de extractos de frutas enriquecidos en compuestos fendlicos, como es el caso
de los extractos de ciruela utilizados en este trabajo (Michalska y col., 2016a). Se ha
observado que extractos ricos en compuestos fendlicos pertenecientes a las familias de
los flavonoles, dcidos fendlicos y antocianos, son capaces de inhibir el crecimiento de
diferentes bacterias gram negativas relacionadas con las infecciones bacterianas
asociadas a los alimentos (Chan y col., 2018). Estas bacterias, entre las que se encuentra
E. coli y otros coliformes como Salmonella y Shigella, son las responsables de
numerosos casos de toxiinfeccién alimentaria (EFSA, 2017), y en los dltimos afios se
han convertido en un problema de salud publica relevante, ya que se han incrementado
de forma significativa los niveles de resistencia a los principales antibidticos que suelen
utilizarse para su tratamiento (EFSA, 2018). Por tanto, poder disponer de
antimicrobianos naturales que puedan ayudar en el control de estos patégenos es de gran
importancia prictica e interés para las autoridades europeas de Salud Publica. El hecho
de que el extracto obtenido por la metodologia de secado al vacio a una temperatura de
80 °C haya resultado el mas efectivo frente a E. coli, parece indicar que los compuestos
mads antimicrobianos frente a este patdgeno no son especialmente termolabiles, y/o son
extraidos preferentemente a temperaturas mas elevadas. Como parte de este trabajo
hemos podido observar que &cidos fendlicos como el metil-3-cafeoilquinato son
mayoritarios en este extracto, debido probablemente a que para su produccién se emplea
una temperatura mas elevada. En préximos estudios debe investigarse la efectividad de
este compuesto sobre E. coli para poder conocer de forma directa su implicacién en los

resultados obtenidos en el presente trabajo.

En la Figura 9 se presentan los principales resultados obtenidos en el estudio de
la actividad antimicrobiana de los extractos frente a S. aureus, bacteria que se eligid

como representante de los microorganismos gram positivos.
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Figura 9. Actividad antibacteriana de las muestras de ciruela sometidas a diferentes procesos de
secado frente a S. aureus. Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién del
crecimiento respecto del control. Las barras con asterisco indican diferencias significativas
respecto al control de crecimiento (p<0.05) tras andlisis de varianza (ANOVA) y posterior test

de Dunnett.

Como se puede observar, los extractos de ciruela obtenidos por liofilizacién y
por secado al vacio a 60 °C fueron los que presentaron una actividad antimicrobiana
significativa frente a S. aureus, provocando una disminucién del crecimiento con
respecto al control del 27 % y el 36 %, respectivamente. Al igual que para E. coli, se ha
descrito la efectividad de diversos extractos naturales enriquecidos en compuestos
fendlicos como antimicrobianos frente a bacterias gram positivas (Chan y col., 2018),
aunque apenas existen referencias acerca de la actividad antimicrobiana de extractos de
ciruela, como se ha estudiado en este trabajo. Ademds de S. aureus, hay otras bacterias
gram positivas que son las causantes de un gran nimero de toxiinfecciones alimentarias,
como es el caso de Clostridium spp y Listeria spp (Chany col., 2018). Al igual que en
el caso de las bacterias gram negativas, los indices de resistencia a los principales
antimicrobianos se han incrementado de forma significativa en los dltimos afios, por lo
que disponer de antimicrobianos alternativos naturales es de gran interés. El hecho de
que los extractos que presentan actividad antimicrobiana frente a S. aureus (extracto
liofilizado y extracto secado al vacio a 60 °C) sean diferentes al extracto activo frente a
E. coli (extracto secado al vacio a 80 °C) sugiere que los compuestos involucrados en el
efecto antibacteriano observado deben de ser distintos en cada caso. Este hecho es

coherente, entre otros aspectos, con las diferencias en la composicién de la pared celular
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entre las bacterias gram positivas y gram negativas, ya que se ha descrito previamente
que la pared celular es una de las dianas principales de muchos de los compuestos

fendlicos que presentan actividad antimicrobiana (Das y col., 2017).

En la Figura 10 se presentan los resultados principales obtenidos en el estudio
del efecto antimicrobiano de los extractos de ciruela frente a C. jejuni. Los extractos
obtenidos por liofilizacién y secado al vacio a 40 °C fueron los que presentaron una
actividad antimicrobiana significativa frente a C. jejuni, provocando una disminucion
del crecimiento de un 52,2 % y 58,2 %, respectivamente, con respecto al control de

crecimiento.
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Figura 10. Actividad antibacteriana de los extractos secos de ciruela frente a C. jejuni. Los
resultados se expresan como porcentaje de inhibicion del crecimiento respecto del control. Las
barras con asterisco indican diferencias significativas respecto al control sin inhibicién de

crecimiento (p<0.05) tras anélisis de varianza (ANOVA) y posterior test de Dunnett.

Esta bacteria, a pesar de ser gram negativa como E. coli, presentd un
comportamiento diferente, lo que sugiere la importancia del efecto especie y cepa en la
respuesta antimicrobiana, hecho que ya ha sido descrito por otros autores que han
estudiado el efecto antimicrobiano de extractos naturales ricos en compuestos fendlicos
(Tian y col., 2017). A diferencia de E. coli, en el caso de Campylobacter la actividad
antimicrobiana desaparece en la medida que aumenta la temperatura utilizada en la
preparacion de los extractos, lo que indica que los compuestos con mayor actividad son

menos sensibles a las temperaturas elevadas.
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Por lo tanto, con respecto a la actividad antibacteriana de los diferentes extractos
de ciruela frente a bacterias patégenas de origen alimentario, se puede concluir que el
efecto antimicrobiano depende tanto de la composiciéon de los extractos analizados
como de la bacteria estudiada (genero, especie, cepa). Cada método de secado favorece
la liberacion y/o conservacion de diferentes compuestos fendlicos, los cuales pueden ser
activos frente a unas cepas de microorganismos y no frente a otras. Por tanto, se
requiere el estudio futuro de un mayor nimero de cepas bacterianas con el propdsito de
evaluar de forma maés efectiva la factibilidad del empleo como antimicrobianos de estos

extractos.

5.3.2. Actividad frente a microorganismos beneficiosos para la salud

En trabajos previos realizados por otros autores y en nuestro propio grupo, se ha
observado que algunos extractos naturales enriquecidos en compuestos fendlicos que
presentan actividad antimicrobiana frente a diferentes patdgenos pueden presentar un
caracter selectivo frente a microorganismos probidticos, ya sea contribuyendo a su
crecimiento o mejorando su resistencia a diversas condiciones de estrés que pueden

encontrarse en la industria alimentaria (Lee y col., 2006; Mingo y col., 2016).

Por tanto, en el presente trabajo, se determind el efecto de los diferentes
extractos de ciruela sobre 3 microorganismos probidticos diferentes: dos cepas distintas
de Lactobacillus (L. casei y L. paracasei) y una cepa de la levadura probidtica
Saccharomyces boulardii. En la Figura 11 se presentan los principales resultados
obtenidos frente a la cepa de L. casei. Como se puede observar, los extractos de ciruela
preparados por la metodologia de secado al vacio a 80 °C y por atomizacién provocaron
un aumento significativo en el porcentaje de crecimiento de la bacteria respecto al
control. Se deben de realizar mas estudios con el fin de evaluar la potencialidad de estos
extractos como coadyuvantes industriales encaminados a lograr una mejora en la
recuperacion de esta bacteria probidtica. Aunque los cambios no fueron significativos
desde el punto de vista estadistico, para todos los extractos utilizados se obtuvieron
valores de crecimiento algo superiores al control experimental, y en ningin caso se

observo inhibicién en el crecimiento de esta cepa.
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Figura 11. Efecto de los extractos de ciruela sometidos a diferentes procesos de secado sobre la
viabilidad de L. casei. Los resultados se expresan como % de crecimiento en funcién del control
y estdn representados por la media + desviacién estdndar (n = 3). Las barras con asterisco
indican diferencias significativas respecto al control de crecimiento (p<0.05) tras andlisis de

varianza (ANOVA) y posterior test de Dunnett.

En la Figura 12 se presentan los principales resultados obtenidos frente a la cepa

de L. paracasei.
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Figura 12. Efecto de las muestras de ciruela sometidas a diferentes procesos de secado sobre la
viabilidad de L. paracasei. Los resultados se expresan como % de crecimiento en funcién del
control y estdn representados por la media + desviacion estindar (n = 3). Las barras con
asterisco indican diferencias significativas respecto al control de crecimiento (p<0.05) tras

analisis de varianza (ANOVA) y posterior test de Dunnett.
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Se puede observar que ninguno de los extractos estudiados provocé cambios
significativos en el crecimiento de L. paracasei. Aunque en este caso ningin extracto
provocé una mejora en el crecimiento de esta cepa, tampoco ninglin extracto provocé su
inhibicién, lo que confirma el efecto selectivo de estos extractos de ciruela sobre estas
bacterias probidticas que, aunque pueden afectar el crecimiento de bacterias patdgenas
asociadas a los alimentos, respetan el desarrollo de algunos microorganismos

probidticos.

Resultados similares se obtuvieron al estudiar el efecto de los extractos frente a
la levadura probidtica S. boulardii (Figura 13). Aunque ninguno de los extractos fue
capaz de aumentar su crecimiento, tampoco se observd que ninguno de ellos provocase

una inhibicién del crecimiento respecto al control.
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Figura 13. Efecto de las muestras de ciruela sometidas a diferentes procesos de secado sobre la
viabilidad de S. boulardii. Los resultados se expresan como UFC/mL en funcién del control y
estan representados por la media + desviacion estdndar (n = 3). Las barras con asterisco indican
diferencias significativas respecto al control de crecimiento (p<0.05) tras andlisis de varianza

(ANOVA) y posterior test de Dunnett.

Por tanto, como resumen de esta parte del trabajo podemos concluir que ninguno
de los extractos afectd el crecimiento de los microorganismos probidticos estudiados lo
que sugiere que los mismos presentan cierto cardcter selectivo frente a los mismos al
compararlo con los patégenos estudiados. Sin embargo, se requiere ampliar el estudio a

un nimero mayor de muestras, tomando en cuenta el efecto cepa que ha sido descrito
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previamente (Mingo y col., 2016) y que se ha observado en este estudio en el

comportamiento de la cepa utilizada de L. casei.

5.4. Efecto de los extractos secos de ciruela sobre la viabilidad en células

epiteliales intestinales humanas y macroéfagos

Previamente a los estudios empleando modelos celulares es necesario evaluar la
potencial citotoxicidad de los extractos a utilizar (Oke y Aslim, 2010). El efecto de los
extractos secos de ciruela sobre la viabilidad de las lineas celulares HT-29 de intestino
humano y RAW 264.7 de macréfagos se determiné a través del ensayo colorimétrico

MTT. Las Figura 14 muestra el porcentaje de viabilidad de las lineas celulares

I
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Figura 14. Efecto de los extractos secos de ciruela (1 mg/mL) sobre la viabilidad de células

empleadas.
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HT-29 de epitelio intestinal humano y células RAW 264.7 de macréfagos. Los resultados se
expresan como porcentaje de viabilidad respecto del control celular sin tratar y se representan

por la media + desviacion estdndar (n = 3).

Como se puede observar, la viabilidad en ambas lineas celulares no se vio
afectada significativamente (p>0.05) tras 24 horas de exposicion a los extractos secos de
ciruela a una concentraciéon de 1 mg/mL. En todos los casos el porcentaje de viabilidad
celular fue superior al 95 % (Figura 14). En términos generales, se considera que no se
afecta la viabilidad celular cuando la tasa de supervivencia es superior al 90 %, de modo
que la concentracion de 1 mg/mL utilizada positivamente en los ensayos

microbioldgicos (seccion 5.3.) se consideré como vdlida para la evaluacion de las
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actividades antiinflamatorias y antioxidantes de los extractos secos de ciruela

empleando modelos celulares.
5.5. Estudio de la actividad anti-inflamatoria empleando un modelo celular

Estudios recientes asocian las enfermedades gastrointestinales con procesos
inflamatorios crénicos y agudos (Hartman y col.,, 2014). Durante estos procesos
inflamatorios la NO sintasa inducible (iNOS) es responsable de una elevada produccién
de NO lo que puede conducir a lesiones tisulares, disfunciéon de O6rganos y
tumorogénesis relacionada con la inflamacién (Conforti y Menichini, 2011). Por tanto,
el NO es un adecuado biomarcador de los procesos inflamatorios utilizando modelos

celulares.

Como se confirmé en el aparato anterior (seccion 5.4), los tratamientos celulares
con los extractos secos de ciruela (1 mg/mL) no afectaron la viabilidad de las células
RAW 264.7. La Figura 15 muestra el efecto de los extractos secos de ciruela en la
produccién de NO en macréfagos estimulados con LPS durante 24 horas. La presencia
de LPS en el medio estimul6 significativamente (p<0.05) la producciéon de NO en las
células, incrementando su contenido desde 0,2 5 pg/mL (control) a 3,5 pg/mL (LPS)
(Figura 15). Los tratamientos de las células con todos los extractos secos de ciruela
redujeron significativamente (p<0.05) la produccién de NO en comparacién con el
control celular estimulado con LPS. En todos los casos se alcanz6 una inhibicién en la
produccion de NO de al menos el 25 %, siendo el extracto de ciruela secado a vacio a
80 °C el que presenté una mayor actividad anti-inflamatoria, permitiendo una inhibicién
en la produccién de NO superior incluso al 40 %. Este extracto se caracterizd por
presentar un contenido en el dcido fendlico metil-3-cafeoilquinato mayor al presente en
el resto de extractos (Tabla 4). Este acido fendlico es un derivado del acido
clorogénico, al cual, junto a otros derivados del mismo 4cido, se le atribuyen
importantes propiedades anti-inflamatorias (Hu y col. 2014), relacionada esta propiedad

principalmente a su estructura, en la cual presenta numerosos grupos hidroxilo.
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Figura 15. Efecto de las muestras secas de ciruela (1 mg/mL) sobre la produccion de NO en la
linea celular de macréfagos RAW 264.7 estimulada por LPS (10 pug/mL) durante 24 h. Los
resultados expresan los valores medios + desviacién estdndar de tres ensayos independientes
(n=3). Los asteriscos en las barras representan diferencias significativas en la produccién de NO

(p<0.05) respecto al control celular estimulado con LPS.

Las diferentes actividades anti-inflamatorias observadas entre los extractos podrian
deberse a los distintos perfiles fendlicos de cada uno de ellos generados como
consecuencia de los procesos de secado a los que fueron sometidos. Esta capacidad de
inhibir la produccién de NO en macréfagos estimulados previamente con LPS ha sido
ampliamente estudiada en diferentes frutas empleando extractos enriquecidos en
compuestos fendlicos (Wang y Mazza, 2002; Ho y col., 2017), no asi en el caso de
extractos de zumo de ciruela, cuyos resultados novedosos se muestran en el presente
trabajo. Hay estudios que muestran que los flavonoles, como las quercetina y sus
derivados, son los principales compuestos anti-inflamatorios en los extractos solubles de
frutas, inhibiendo la expresion de ARNm de citoquinas pro-inflamatorias (Zhang y col.,
2017) y dificultando la producciéon de NO, reduciendo, por tanto, la respuesta
inflamatoria (Devi y col., 2015). Por tanto, debido a que el NO esta considerado como
un mediador importante involucrado en multiples vias inflamatorias, la inhibicién de su
produccién por todos los extractos secos de ciruela es indicativo de la potencial

actividad anti-inflamatoria de estos extractos a nivel celular.
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5.6. Estudio de la actividad antioxidante empleando un modelo con células

intestinales humanas

El uso de los cultivos celulares para la cuantificacion de las especies reactivas de
oxigeno (ROS) inducidas por un agente pro-oxidante es una adecuada herramienta para
evaluar la potencial capacidad antioxidante de extractos naturales (Martin y col., 2014).
La Figura 16 muestra el incremento en la generaciéon de ROS en células HT-29 de
intestino humano cuando fueron expuestas al agente pro-oxidante terbutilo (t-BOOH)
durante un tiempo maximo de 210 min. Esta generacién de ROS se vio reducida cuando
las células fueron pre-incubadas 24 horas con los extractos secos de ciruela. Cabe
destacar que las células pre-tratadas con los extractos obtenidos por secado a vacio a
80 °C y por atomizacion presentaron una cinética de generacién de ROS cuando fueron
expuestas al agente pro-oxidante similar o inferior a los valores obtenidos en el control

celular sin oxidar, lo que indica que estos extractos presentarian una elevada capacidad

antioxidante.
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Figura 16. Efecto protector de los extractos secos de ciruela frente al estrés oxidativo en células
intestinales humanas HT-29. Las células fueron tratadas con 1 mg/mL de los extractos durante
24 h, y expuestas al agente pro-oxidante t-BOOH para inducir la generacién de ROS cuya

formacion fue evaluada durante 210 min.

Como se muestra en la Figura 16, el nivel intracelular de ROS en las células
HT-29 expuestas unicamente al agente pro-oxidante terbutilo fue de un 135 %
comparado con el control celular sin oxidar (considerado como 100 %), indicando que

el t-BOOH estimula eficientemente la generacion de ROS intracelular. El
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pretratamiento de las células durante 24 horas con los diferentes extractos secos de
ciruela redujo significativamente (p<0,05), excepto en el extracto obtenido por secado al
vacio a 40 °C, el incremento en la formacion de ROS intracelular tras 210 minutos de

exposicion al agente pro-oxidante terbutilo.
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Figura 17. Efecto protector de los extractos secos de ciruela sobre la generacién intracelular de
ROS tras la exposicion a t-BOOH. Las células HT-29 fueron pre-tratadas con 1 mg/mL de los
extractos secos de ciruela durante 24 horas antes de ser expuestas al agente pro-oxidante t-
BOOH (2,5 mM) durante 210 min para inducir la produccién de ROS. Los valores se expresan
como el porcentaje relativo de emisién de fluorescencia respecto al control celular sin oxidar.
Las barras con asterisco indican una reduccién significativa de la producciéon de ROS en
comparacion con las células expuestas al t-BOOH sin ningtin pretratamiento con los extractos

de ciruela (p< 0,05).

Las principales inhibiciones en la formacién de ROS intracelular se obtuvieron
cuando las células se pre-trataron con las muestras obtenidas por secado a vacio a 80 °C
y por atomizacion, cuya principal diferencia respecto al resto de las muestras radica en
el contenido en el dcido fendlico 3-metil-cafeilquinato (Tabla 4). Estos resultados
sugieren que los ROS generados durante el periodo de estrés oxidativo fueron
eficientemente atrapados cuando las células fueron pre-tratadas durante 24 horas con los
extractos secos de ciruela, lo cual también podria explicar la inhibicién observada en la
inflamacién inducida por LPS (Figura 15), ya que los procesos de inflamacién pueden
ser una manifestaciéon de un incremento en estrés oxidativo celular (Hajjar y Gotto

2013; Reuter y col., 2010). Estudios previos utilizando diferentes modelos celulares han
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demostrado que los compuestos fendlicos presentes en extractos de frutas pueden actuar

como potentes antioxidantes (Martin y col. 2015; Tan y col., 2012).

6. CONCLUSIONES

Las conclusiones obtenidas en el presente trabajo son las siguientes:

1.  El método y la temperatura de secado utilizada influye significativamente en la
composicion fendlica de los extractos de ciruela, contribuyendo por tanto a las
propiedades bioactivas de estos extractos.

2. Algunos de los extractos de ciruela presentan actividad antimicrobiana frente a
patégenos relacionados con los alimentos, la cual depende tanto de Ila
composicion del extracto como de la bacteria estudiada.

3. En cuanto a la actividad frente a microorganismos beneficiosos para la salud
ninguno de los extractos de ciruela afectd a la viabilidad de los microorganismos
probidticos estudiados, salvo en el caso de L. casei donde se observé un aumento
del crecimiento provocado por los extractos obtenidos mediante SV a 80 °C y
mediante SA, lo que sugiere que estos extractos podrian tener un efecto selectivo
frente a microorganismos beneficiosos.

4. Todos los extractos de ciruela tuvieron actividad anti-inflamatoria y fueron
capaces de reducir la produccién de NO, destacando el SV a 80 °C, que tiene una
concentracion mayor de metil-3-cafeoilquinato del cual se han descrito
propiedades anti-inflamatorias.

5. Los extractos con una mayor actividad antioxidante a nivel celular fueron SV a
80 °C y SA, posiblemente debido a la presencia de 3-metil-cafeilquinato en estos
extractos.

De forma general, se puede concluir que los compuestos fendlicos presentes en los

extractos de ciruela pueden ser una fuente potencial de compuestos bioactivos que

contribuyan a la mejora de la salud gastrointestinal, ya que pueden actuar como agentes

antibacterianos, anti-inflamatorios y antioxidantes.
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