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Resumen
Estudios in vivo e in vitro han demostrado que las antocianinas provenientes de los arán-
danos ejercen efectos biológicos beneficiosos sobre la salud de los consumidores. Existen 
métodos de análisis in vitro que permiten evaluar la estabilidad de las antocianinas en 
relación con la interacción de los distintos componentes de las matrices alimentarias, el 
pH, la temperatura, presencia de inhibidores o potenciadores de absorción y presencia 
de enzimas. El objetivo del trabajo fue poner a punto la metodología de digestión in vitro 
y evaluar la biodisponibilidad in vitro de antocianinas presentes en jugo de arándanos 
y un snack formulado con jugo de arándanos y manzana. Los resultados indican que si 
bien hay una pérdida de antocianinas durante el proceso digestivo, éstas son capaces 
de atravesar todas las etapas y llegar al intestino, posibilitando la liberación controlada 
de estos antioxidantes presentes en el jugo de arándano y en el snack desarrollado.
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In vitro bioavailability evaluation of blueberries bioactive compounds

Abstract
In vivo and in vitro studies have shown that blueberry anthocyanins exert beneficial 
biological effects on consumers health. In vitro methodology allows to evaluate the 
stability of the anthocyanins in relation to the interaction of the different components 
of the dietary matrices, the pH, the temperature, the presence of inhibitors or absorption 
enhancers and the presence of enzymes. The aims of this research were to develop a 
methodology of in vitro digestion and to evaluate the in vitro bioavailability of antho-
cyanins present in blueberry juice and in a snack formulated with blueberry juice and 
apple. The results indicate that, although there is a loss of anthocyanins during the 
digestive process, they are able to cross all the stages and reach the intestine, allowing 
controlled release of these antioxidants present in blueberry juice and the snack.
Keywords: In vitro digestion; Anthocyanins; Blueberry juice; Snack

Avaliação da digestão in vitro de compostos bioativos de mirtilos

Resumo
Estudos in vivo e in vitro têm demonstrado que as antocianinas dos mirtilos exercem 
efeitos biológicos benéficos sobre a saúde dos consumidores. Existem métodos de análi-
se in vitro que permitem avaliar a estabilidade das antocianinas em relação à interação 
dos diferentes componentes das matrizes alimentares, o pH, a temperatura, a presença 
de inibidores ou potenciadores de absorção e a presença de enzimas. O objetivo do 
trabalho foi ajustar a metodologia de digestão in vitro e avaliar a biodisponibilidade 
in vitro de antocianinas presentes em suco de mirtilos e um snack formulado com suco 
de mirtilos e maçã. Os resultados indicam que, embora haja uma perda de antocianinas 
durante o processo digestivo, elas são capazes de atravessar todos os estágios e chegar 
ao intestino, permitindo a liberação controlada destes antioxidantes presentes no suco 
de mirtilos e no snack desenvolvido.
Palavras-chave: Digestão in vitro; antocianinas; suco de mirtilos; snack
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I. Introducción

Las antocianinas forman el grupo más grande de pigmentos vegetales hidró-
filos y se pueden encontrar en muchas frutas y hortalizas. El interés en los be-
neficios que tiene para la salud el consumo de antocianinas ha aumentado en 
los últimos años (Flores et al., 2015). Estudios in vitro e in vivo han demostrado 
que las antocianinas ejercen un amplio rango de actividades biológicas como 
capacidad antioxidante; con efectos cardioprotectores; propiedades antiinfla-
matorias; reducción de riesgo a padecer diabetes e inhibición del desarrollo de 
células tumorales, especialmente en el colon (He y Giusti, 2010; Norberto et al., 
2013; Zafra-Stone et al., 2007). Algunos investigadores han propuesto que las 
antocianinas pueden influenciar la salud modulando la comunidad microbia-
na del intestino (Forester y Waterhouse, 2010; Hidalgo et al., 2012).

El arándano (Vaccinium corymbosum) contiene grandes cantidades de 
antocianinas (Seeram, 2008; Vrhovsek et al., 2012; Kalt et al., 1999). Se ha 
demostrado que su consumo diario disminuye la concentración de hidroxi-
peróxidos lipídicos, siendo estos compuestos marcadores del estrés oxidativo 
de un organismo (McAnulty et al., 2005). Estudios en humanos mostraron que 
el consumo de estos berries mejoró la sensibilidad a la insulina y mejoró los 
indicadores de riesgo cardiovascular en obesos, no diabéticos y participantes 
resistentes a la insulina (Basu et al., 2010; Moghe et al., 2012; Stull et al., 2010; 
Kay y Holub, 2002). En estudios in vivo fueron aisladas antocianinas del hígado 
y de los ojos de cerdos alimentados con arándanos y también se demostró que 
las antocianinas pueden atravesar la barrera sangre-cerebro, lo que implica 
que poseen efectos en la visión y neuroprotectores (Kalt et al., 2008).

La ingesta de polifenoles y la biodisponibilidad a través del tracto gras-
trointestinal son factores clave para determinar su importancia biológica en 
la salud humana. La estabilidad y absorción de estos compuestos pueden 
modificarse durante la digestión gástrica e intestinal dependiendo de la matriz 
alimenticia, pH, temperatura, la presencia de inhibidores o potenciadores de la 
absorción, la presencia de enzimas, la microbiota intestinal y otros factores re-
lacionados (Tagliazucchi et al., 2010). Por estas razones, existe una necesidad 
de estudiar la biodisponibilidad de compuestos polifenólicos y su actividad 
antioxidante en el tracto intestinal. Los métodos in vivo, utilizando animales 
o seres humanos, proporcionan los resultados más reales relacionados con el 
consumo de un alimento o compuesto en cuestión, pero requieren de mucho 
tiempo y son costosos, es por esto que adquieren relevancia los desarrollos de 
procedimientos in vitro (Boisen y Eggum, 1991). El modelo ideal de digestión 
in vitro proporcionará resultados lo más cercanos al efecto real en un corto 
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período de tiempo y podría, por lo tanto, utilizarse como una herramienta de 
análisis rápido y de menor costo para componentes alimenticios específicos o 
sistemas de liberación con diferentes estructuras y composición (Coles et al., 
2005). Otra ventaja de los métodos in vitro es que no se ven obstaculizados 
por limitaciones éticas que a menudo limitan la experimentación humana o 
animal (Blanquet et al., 2004). El objetivo del presente trabajo fue evaluar la 
digestión in vitro de antocianinas presentes en jugo de arándanos y un snack 
formulado con jugo de arándanos y manzana.

II. Materiales y métodos

II.1. Materia prima: se utilizaron arándanos (Vaccinium corymbosum) prove-
nientes de la producción local de la ciudad de Concordia, Entre Ríos. La fruta 
fue lavada, desinfectada y almacenada a −18 ºC para su posterior utilización 
en los ensayos.

II.2. Obtención de jugo de arándanos: Los arándanos se trituraron y se some-
tieron a un proceso de despectinización enzimática a 50 ºC en un baño ter-
mostático durante 1,3 h utilizando una combinación de las enzimas lafase® 
clarification en una concentración de 4 mg/100 g de fruta y lafase® he grand 
cru en una concentración de 8 mg/100 g de fruta. A continuación, el jugo se 
filtró a través de un tamiz de 50 µm y se pasteurizó a 77 ºC durante 85 s. esta 
metodología fue descripta por Castagnini et al. (2017).

II.3. Antocianinas totales: la concentración de antocianinas monoméricas to-
tales (at) se cuantificó por espectroscopía UV-Visible, mediante el método de 
pH diferencial (Giusti y Wrolstad, 2001). Una alícuota de muestra se diluyó 
con buffer de pH 1,0 y otra alícuota con buffer de pH 4,5 y se registró la absor-
bancia a 510 y 700 nm. Las muestras de jugo fueron analizadas directamente: 
Para determinar las antocianinas en la manzana impregnada (snack) antes sin 
digestión, se realizó una extracción con metanol acidificado al 1 % (v/v) con 
ácido clorhídrico. La at fue calculada mediante las Ecuaciones 1 y 2. 

∆A = (A510 − A700 )pH=1 − (A510 − A700 )pH=4.5 Ec. 1

AT = ∆A . PM . FD . 1000    Ec. 2

                 ε . l 
Dónde ΔA= cambio en la absorbancia, AT= concentración de antocianinas 

monoméricas totales (mg cianidina-3-glucósido/L); PM= masa molecular para 
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cianidina-3-glucósido (449,2 g/mol), FD= factor de dilución, Ɛ= coeficiente de 
extinción molar para cianidina-3-glucósido (26900), l= longitud de paso de 
celda (1 cm), 1000= factor de conversión de gramos a miligramos (Giusti & 
Wrolstad, 2001).

Todas las determinaciones analíticas se realizaron por triplicado.

II.4. Actividad acuosa: se determinó por triplicado con un higrómetro de punto 
de rocío Aqualab Series 3.

II.5. Obtención de snack a base de manzana y jugo de arándanos: rodajas de 
manzana (Granny Smith) de 5 mm de espesor, 65 mm de diámetro exterior y 20 
mm de diámetro interior fueron sumergidas en jugo de arándanos y sometidas 
a un proceso de impregnación vacío (presión de vacío de 5000 Pa durante 10 
minutos) en estufa de vacío según la metodología descrita por Betoret et al. 
(2007). A continuación, se restauró la presión atmosférica y se mantuvieron su-
mergidos los discos por 10 minutos más. Finalmente, las manzanas impregna-
das con jugo de arándanos fueron secadas en una estufa a 50 ºC durante 24 h.

II.6. Digestión in vitro: se realizó según el  método de Flores et al. (2014)  con 
adaptaciones. Se prepararon las soluciones de saliva, jugo duodenal, jugo gás-
trico y jugo biliar según la Tabla 1.

II.7. Análisis estadístico: mediante software Statgraphics Centurion xv se rea-
lizó un análisis de la varianza con el fin de determinar si existían diferencias 
significativas en la concentración de antocianinas como consecuencia del 
avance del proceso digestivo. Se utilizó un nivel de significancia (α) de 0,05.

Tabla 1. Formulación de las soluciones modelos para la digestión in vitro

Saliva Jugo gástrico Jugo duodenal Jugo Biliar

0,117 mg/mL NaCl 5,504 mg/mL NaCl 14,024 mg/mL NaCl 10,58 mg/mL NaCl

0,149 mg/mL KCl 1,648 mg/mL KCl 1,128 mg/mL KCl 0,752 mg/mL KCl

2,1 mg/mL NaHCO3 0,532 mg/mL NaH2PO4 6,776 mg/mL NaHCO3 11,57 mg/mL NaHCO3

0,798 mg/mL CaCl2·2H2O 0,16 mg/mL KH2PO3

2 mg/mL α-amilasa 18 mg/mL Pancreatina

pH: 6,8 ± 0,2 pH: 1,3 ± 0,02 pH: 8,1 ± 0,2 pH: 8,2 ± 0,2

Fuente: elaboración propia.
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III. Resultados y discusión

Se adaptó la metodología de Flores et al. (2014) para poder realizar las deter-
minaciones de antocianinas dentro del rango de sensibilidad de las técnicas y 
equipamiento utilizado. Puesto que las matrices alimentarias utilizadas, man-
zana y jugo tienen un muy bajo contenido en proteína y la naturaleza de los 
compuestos de interés, las antocianinas, no son protéicas; en la fase de diges-
tión gástrica no se utilizó pepsina.

Se seleccionó un tamaño de muestra de 4 mL para el jugo y 4 g para el 
snack. Los volúmenes para agregar en cada una de las etapas se determinaron 
teniendo en cuenta la dilución final de la muestra. En la Tabla 2 se pueden 
observar los volúmenes adicionados y el tiempo de digestión de cada una de 
las etapas. En el caso del estómago se realizó una disminución del tiempo 
de digestión, puesto que no se utilizó enzima en esta etapa y, además, las 
antocianinas presentan una mayor estabilidad a pH ácidos.

Tabla 2. Metodología de digestión

Fase modelada Solución agregada Tiempo de digestión

Boca 6mL de saliva 5 min

Estomago 12mL de jugo gástrico 30 min

Intestino 12mL de jugo duodenal
6mL de jugo biliar

60 min

Fuente: elaboración propia.

 
Por último, cada media hora se tomaron 250 µL y se colocaron en los 

respectivos tubos con 3 mL de buffer para realizar la determinación de 
antocianinas por el método del pH diferencial. De esta manera todas las 
determinaciones quedaron dentro del rango de detección de la metodología 
analítica utilizada.

En cuanto a la formulación del snack a base a jugo de arándanos y manza-
nas, el cambio de masa de los discos de manzana debido a la impregnación 
a vacío y secado se presenta en la Tabla 3. El porcentaje de impregnación 
calculado en función de la masa inicial del snack de manzana fue del orden 
del 10,54 ± 3,04 % y el proceso de secado redujo en un 85,65 ± 0,94 % el peso 
inicial de la rodaja, lo cual indica que se eliminó una gran cantidad de agua 
durante el proceso de secado. La actividad acuosa final del snack fue de 0,355 
± 0,038.
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Tabla 3. Evolución de la masa de los snacks durante el proceso productivo

Muestra Masa (g)

Manzana inicial 11,11 ± 0,23

Manzana impregnada a vacío 12,27 ± 0,34 

Manzana secada a 50 ºC 1,76 ±0,16

Fuente: elaboración propia.

 
La concentración inicial de antocianinas en el jugo de arándanos fue de 

369,83 ± 8,37 mg/L de jugo y en la manzana impregnada con jugo y seca-
da a 50 ºC fue de 471,68 ± 10,44 mg/kg de manzana seca. En la Tabla 4 se 
presentan los resultados de la concentración de antocianinas en distintos 
momentos del proceso de digestión. El tiempo inicial (0 minutos) correspon-
de a la etapa de digestión con saliva, la muestra analizada a los 30 minutos 
se corresponde con la etapa de digestión gástrica y, por último, la etapa de 
digestión intestinal corresponde a los 60 y 90 minutos. Al tiempo inicial no se 
pudo determinar el contenido de antocianinas en la manzana impregnada, 
ya que, a los 0 minutos, el tiempo transcurrido es insuficiente para permitir 
una difusión de las antocianinas desde el snack a la solución modelo en 
una concentración detectable por el método espectrofotométrico utilizado. 

La comparación de las condiciones de digestión con y sin enzima per-
mitió evaluar el efecto del pH y la carga iónica sobre la estabilidad de las 
antocianinas. En el caso de la digestión in vitro sin la utilización de enzimas 
se registraron pérdidas del orden del 34 % para el jugo de arándanos y del 
54 % para el snack de manzana y jugo de arándanos. Esta disminución de 
antocianinas está directamente relacionada con el efecto del pH en la fase 
intestinal (pH = 8), según lo informado por Murugan et al. (2016). En efecto, 
las antocianinas son estables a pH ácido, pero a pH neutro y básico experi-
mentan reacciones de hidratación, fisión del anillo aromático y formación 
de chalconas ionizadas (Liang et al., 2012; Stevenson et al., 2007). En el caso 
del modelo digestivo con enzimas hidrolíticas se observó una reducción aún 
mayor, del orden del 73 y 58 % para el jugo y el snack de manzana respec-
tivamente. Otros autores han observado un incremento característico en la 
concentración de antocianinas durante la digestión gástrica, seguido por 
una disminución durante la fase intestinal (Noguer et al., 2008). Han sido 
informadas reducciones en la concentración de antocianinas después de la 
fase gástrica desde un 42 % (Oidtmann et al., 2012) hasta un 4-5 % (Liang 
et al., 2012; McDougall et al., 2005), o valores por debajo de los límites 
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de detección, especialmente si las concentraciones de partida eran bajas 
(Bouayed et al., 2011). 

Tabla 4. Contenido de antocianinas totales a diferentes tiempos de digestión in vitro

Tiempo
(min)

Jugo de arándanos
(mg cianidina-3-glucósido/L)

Snack
(mg cianidina-3-glucósido/kg)

Sin enzima Con enzima Sin enzima Con enzima

0 368,23 ± 5,52a 377,02 ± 8,13a - -

30 337,3 ± 6,94b 370,41 ± 5,06a 154,60 ± 5,38a 174,56 ± 2,05a

60 308,14 ± 2,50c 171,56 ± 6,08b 143,71 ± 7,89a 101,39 ± 9,21b

90 241,57 ± 8,18d 100,40 ± 9,64c 65,69 ± 2,35b 72,86 ± 4,51c

Letras distintas indican diferencias significativas entre los valores de una misma columna. 

Fuente: elaboración propia.

IV. Conclusiones

Se ha estudiado satisfactoriamente la estabilidad de las antocianinas median-
te un método de digestión in vitro propuesto por Flores et al. (2014) con modi-
ficaciones. Se observó que la degradación de estos compuestos no ocurre sólo 
como consecuencia de la presencia de enzimas, sino que también las condicio-
nes de pH y carga iónica tienen un efecto importante sobre su estabilidad. Son 
necesarios un mayor número de ensayos y tipos de muestras para mejorar el 
protocolo de digestión y validarlo.
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