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Resumen

El consumo de pan tradicionalmente ha sido muy importante en la cul-
fura espaiiola. incluso en la actualidad ya que siempre ha estado presente en
el acompanamiento de las comidas. por lo tanto, es un alimento basico. En el
2020 la compra de pan se incrementé un 5.7 % con una media de consumo de
pan de 32.78 Kg/ano seglin datos publicados por Ministerio de Agricultura.
Pesca y Alimentacion de 2021. Ello esta asociado a un incremento en la ge-
neracion de residuos de la industria de panificacion que llegan a constituir
entre un 20 % y un 30% del producto procesado. lo que supone una pérdida de
recursos en la produccion y un problema de gestion ambiental.

Uno de los compuestos finales formados durante el procesamiento tér-
mico del pan son las melanoidinas. Las melanoidinas se forman durante la
reaccion de Maillard que es una reaccion de pardeamiento no enzimatico entre
los grupos amino y carbonilo presentes en los alimentos dando lugar a gran
cantidad compuestos intermedios los cuales reaccionan entre si. Las melanoi-
dinas se caracterizan por ser compuestos de alto peso molecular. muy com-
plejos y marrones que contribuyen no solo a mejorar las propiedades organo-
lépticas (color, aroma, sabor) de los alimentos, sino que aportan numerosos
beneficios sobre la salud. Entre las numerosas propiedades beneficiosas de las
melanoidinas destacan la actividad antioxidante, antimicrobiana, antihiperten-
siva. prebiotica. quelante de metales. etc.

Teniendo en cuenta toda esta informacion el objetivo de este estudio
es la obtencion de un exftracto acuoso de melanoidinas obtenido a partir de
residuos de la industria de panificacion (cortezas de pan de molde) y evaluar
su actividad moduladora del estrés oxidativo en las lineas celulares Caco-2 y
HUVEC.

La obtencién del extracto de melanoidinas se realizé mediante ultrafil-
fracion en celdas de agitacion con membranas de polisulfona de 10 kDa. Para
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la obtencién de concentrado las melanoidinas se realizaron ultrafiltraciones
trabajando a distintas condiciones de presion y modos de operacion (continuo
y discontinuo). Se observaron diferentes densidades de flujo y selectividad de
la membrana para los distintos compuestos. La diafiltracion permite un reteni-
do de melanoidinas de alto peso molecular. caracterizado por sus propiedades
saludables, consiguiendo reducir los compuestos de la reaccion de Maillard de
bajo peso molecular que son citotoxicos.

Se caracteriz6 el extracto, presentando un alto contenido de melanoi-
dinas evaluado por el indice de pardeamiento y la absorbancia a 345 nm in-
dicador de la presencia de melanoidinas y con pesos moleculares entre 20 y
82 kDa. El extracto de melanoidinas presento una alta capacidad antioxidante
evaluada por los métodos de ABTS y FRAP y una alta actividad quelante
caracteristica de estos compuestos. Su actividad biologica se evaluo en la frac-
cion bioaccesible, obtenida por digestion gastrointestinal. en la linea celular
intestinal Caco-2 y en la linea endotelial HUVEC. El extracto bioaccesible
presenta bioactividad en ambas lineas celulares modulando el estrés oxidativo
como indica la reduccion de los niveles de ROS (especies reactivas de oxige-
no) y el aumento de los niveles de glutatién (GSH/GSSG) observada.

1. INTRODUCCION

El consumo de pan tradicionalmente ha sido muy importante en la cul-
fura espaiiola. incluso en la actualidad ya que siempre ha estado presente en
el acompainiamiento de las comidas. por lo tanto. es un alimento basico. En el
2020 la compra de pan se incrementé un 5.7 % con una media de consumo de
pan de 32.78 Kg/ano segiin datos publicados por Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion de 2021. Ello esta asociado a un incremento en la ge-
neracion de residuos de la industria de panificacion que llegan a constituir
enfre un 20 % y un 30% del producto procesado, lo que supone una pérdida
de recursos en la produccion y un problema de gestion ambiental. Por ello
resulta muy interesante el posible aprovechamiento de los residuos generados
durante la fabricacion del pan. pues supondrian una fuente de ingresos para
las industrias ademas de ofrecer beneficios en la salud de los consumidores.

Uno de los compuestos finales formados durante el procesamiento tér-
mico del pan son las melanoidinas. Las melanoidinas se forman durante la
reaccion de Maillard que es una reaccion de pardeamiento no enzimatico entre
los grupos amino y carbonilo presentes en los alimentos dando lugar a gran
cantidad compuestos intermedios los cuales reaccionan entre si [1] [2]. Las
melanoidinas se caracterizan por ser compuestos de alto peso molecular, muy
complejos y marrones que contribuyen no solo a mejorar las propiedades orga-
nolépticas (color, aroma. sabor) de los alimentos, sino que aportan numMerosos
beneficios sobre la salud [2]. Los productos de reaccion de Maillard (MRPs)
presentan gran complejidad quimica y su extraccion, aislamiento, purificacion
e identificacion resulta ser aun incierta y complicada. En la actualidad se esta
investigando nuevas técnicas para el optimo aprovechamiento de los MRPs.
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una técnica utilizada para aislar y purificar adecuadamente los MRPs es me-
diante ultrafiltracion/diafiltracion utilizando membranas permeables de poro
definido [3]. Tras el aislamiento de los MRPs resulta imprescindible identi-
ficarlos, uno de los métodos para determinar el contenido en melanoidinas
es espectrofotometricamente midiendo su absorbancia a 345 nm y 420 nm.
correspondiente al indice de compuestos de Maillard intermedios y al indice
de pardeamiento respectivamente.

Ademas de las caracteristicas organolépticas que aportan las melanoidi-
nas a los alimentos también son conocidas sus numerosas propiedades benefi-
ciosas, ente las que destacan la actividad antioxidante, antimicrobiana, antihi-
pertensiva, prebiodtica. quelante de metales. etc. [4]. La actividad antioxidante
de las melanoidinas viene dada por su capacidad de transferir electrones entre
sus grupos hidroxilo y pirrol [5] o por su capacidad de quelar metales del
medio formando complejos estables con estos [6]. Por ello, las melanoidinas
son capaces de estabilizar las especies reactivas del oxigeno (ROS) formados
durante el estrés oxidativo celular y de mejorar y equilibrar el estado redox
celular (GSH/GSSG) [7].

Por todo lo expuesto resulta muy interesante el estudio de las melanoi-
dinas debido a su alto potencial como potencial ingrediente funcional en los
alimentos. Asimismo. la obtencion de extractos de melanoidinas a partir de
subproductos de las industrias alimentarias como la de panificacion le da un
valor afiadido al producto.

2. OBJETIVO

El objetivo de este estudio es la obtencion de un extracto de melanoidinas
obtenido a partir de residuos de la industria de panificacion (cortezas de pan
de molde y pan comun) y evaluar la actividad moduladora de sus fracciones
bioaccesibles sobre el estrés oxidativo en las lineas celulares Caco-2 y HUVEC.

3. METODOLOGIA

3.1. Obtencion y aislamiento de melanoidinas

Las melanoidinas obtenidas en este ensayo proceden de la corteza
de pan comun y pan de molde. Para ello se siguid el procedimiento segiin
Roncero-Ramos.. et al 2013 en el que primeramente se realiza un raspado de la
corteza, un tamizado obteniendo particulas de 1 mm aproximadamente y una
digestion enzimatica con la enzima pronase E (400U/ml) durante 48 horas.
Posteriormente el extracto acuoso resultante se precipita con acido tricloroa-
cetico 20 % y se centrifuga para obtener los compuestos solubles de reaccion
de Maillard (MRPs). La separacién y concentracion de melanoidinas se reali-
za mediante ultrafiltracion. utilizando un sistema “dead-end” con membranas
planas de polietersulfona de 10 KDa. El ensayo se realizo en condiciones de
flujos continuos y discontinuos aplicando distintas presiones (1, 2 y 3 bar) con
el fin de observar las mejores condiciones de obtencion de melanoidinas.
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3.2. Obtencion de la fraccion bioaccesible de melanoidinas

Tras el aislamiento del extracto de melanoidinas de alto peso molecular
se procedio a la obtencion de la fraccidn bioaccesible. Se realizo una digestion
enzimatica simulando el proceso de digestion gastrointestinal. el protocolo
seguido fue por Minekus et al., 2014, en el que hay una fase oral utilizando
o-amilasa de pancreas de porcino 75 U/mL: una fase de digestion gastrica
utilizando una solucién enzimatica de pepsina 500 U/mL: y una fase digestion
intestinal en la que se utilizo una solucioén enzimatica de pancreatina 100 U/
mL + una solucion de sales biliares 10 mM. [8] Después se centrifugaron y
liofilizaron las muestras, de esta forma se obtuvo la fraccion gastrointestinal
(GI) de melanoidinas de pan comtn (MP) y pan de molde (MPM).

3.3. Bioactividad de la fraccion bioaccesible de melanoidinas en las
lineas celulares Caco-2 vy HUVEC

Se cultivaron células Caco-2 de adenocarcinoma de colon humano en
medio MEM suplementado con 20 % de suero fetal bobino, 1 % de aminoa-
cidos no esenciales, 1 % de L-glutamina. 1 % de piruvato de sodio y 1% de
penicilina/estreptomicina. se incubaron durante 24 h a 37°C con 90 % HR y 5
% de CO2. Las celulas endoteliales HUVEC se cultivaron en DMEM suple-
mentado con 10% de suero fetal bobino. 1% de L-glutamina. 1% de penici-
lina/estreptomicina se incubaron durante 24 h a 37°C con 90 % HR y 5 % de
CO2. Después se trataron con las fracciones biodisponibles pan comin (MP)
y pan de molde (MPM) durante 24 h. y finalmente se procedio a realizar los
respectivos ensayos de ROS y cuantificacion de los niveles de GSH/GSSG.

3.3.1. Método ROS

Este método fue determinado por Wang & Joseph 1999. se basa en
la cuantificacion de especies reactivas al oxigeno (ROS) por el método del
27 -dichlorofluorescein (DCF) [9]. Las células se sembraron en placas de 96
pocillos (20000 células/ pocillo), y se incubaron con las fracciones bioacce-
sibles de las melanoidinas a distintas concentraciones (25 y 200 pg/ml) du-
rante 24 horas a 37°C. Posteriormente, se afladi6 una solucion de DCF-DA 20
UM y fueron oxidadas con ABAP 0.6 mM. para inducir una datio oxidativo.
Finalmente se midio la fluorescencia cada 30 min con longitud de onde de
480 nm de excitacion y 530 nm de emision. Los resultados fueron expresados
como % de fluorescencia de las muestras respecto el control (% T/C)

3.3.2. Cuantificacion de los niveles de GSH y GSSG

El glutation es un tripéptido con efecto protector frente a las especies re-
activas del oxigeno pasando a su forma oxidada. el glutation oxidado (GSSG).
Por ello una forma de evaluar el estrés oxidativo es determinar la relacion
entre GSH/GSSG. La cuantificacion de los niveles GSH y de GSSG se realizo
por el método de Griffith (1980) con algunas modificaciones (Del Pino-Garcia
et al.. 2015). Es un método enzimatico en el cual, el GSH es oxidado por el
acido 5.5°-dithio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB) v reducido por el NADPH en
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presencia de glutation reductasa. La formacion de acido 2-nifro-5-tiobenzoico
(TNB) se mide espectrofotométricamente a 412 nm [10]. Para la realizacion
de este ensayo, a 10 pL de la suspension celular neutralizada con TEAM 4
M, se anadio 190 pL/pocillo de la mezcla de reaccion (tampon fosfato 0.1
M EDTA. 1 mM DTNB, 6 mM NADPH y 0.3 mM glutation reductasa). Se
realizo una cinética a 410 nm cada 2.5 minutos durante 20 minutos. E1 GSSG
fue determinado mediante el mismo meétodo derivatizando las muestras pre-
viamente con 2- vinilpiridina. Los resultados se expresaron con la relacion
GSH/GSSG.

3.3.3. Andlisis estadistico

Los resultados se representaron con la media =+ desviacion estandar, para
el analisis estadistico se utilizo el software Statgraphics Centurion XVII-X64.
realizandose un analisis de la varianza con OneWay (ANOVA) considerando
diferencias significativas p< 0.05.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Ultrafiltracién y diafiltracion del extracto enzimdtico de mela-
noidinas

La técnica de ultrafiltracion con membranas permeables permite la se-
paracion de distintos compuestos presentes seglin su tamaio sin modificar sus
propiedades. Ademas. aplicando el modo de operacion diafiltracion es posible
obtener mayor concentracion de los componentes solubles. melanoidinas, en
la fraccion retenida [11].

Para la realizacion de este estudio se aplicaron distintas condiciones
de operacion. con el objetivo de obtener un fraccionamiento optimo de los
compuestos presentes del extracto enzimatico de melanoidinas. Se aplicaron
distintas condiciones de presion transmembrana (PT) 1., 2 y 3 bares trabajan-
do en forma discontinua: en forma continua solamente se aplico PT de 3 bar.
Despues se evaluaron varios parametros respecto a la densidad de flujo y la
selectividad de membrana.

4.1.1. Evaluacion de las densidades de flujo

Se estudio la evolucion de las densidades de flujo de permeacion (7).
para determinar la viabilidad del proceso en funcion del ensuciamiento de la
membrana [11].

Los resultados con flujos discontinuos en MPM y en MP se presentan en la
Figura 1. Los resultados indican el valor de J tiende a alcanzar un estado estacio-
nario en ambos extractos MP y MPM. lo que indica que no se esta produciendo
ensuciamiento de la membrana. Cabe destacar que los mayores valores de J se
presentan a las condiciones de trabajo de 3 bar con valores de 8 L/h*m? frente a
los valores obtenidos a 2 bar de 7 L/h*m?2 o a 1 bar J de 4 L/h*m?. Estos resultados
nos indican que trabajando a presiones altas se puede obtener en menor tiempo
el concentrado de melanoidinas. lo cual puede permitir ahorrar tiempo y dinero.
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También se observo que en ninguna de las condiciones de trabajo utilizadas se
produce ensuciamiento de la membrana pues la tendencia es lineal. El incremento
de valores de T al principio de cada etapa puede ser debido a cambios en la po-
laridad de la membrana de filtracion que le obliga a alcanzar de nuevo el estado
estacionario. tardando en volver a alcanzar su estado polarizado. Las diferencias
en los valores de J observados para las muestras MPM y MP indica que posible-
mente las melanoidinas sean quimicamente distintas presentando mayores valores
de Jla muestra MPM con valores de 8 L/h*m’ frente a la muestra MP con un valor
de 6 L/h*m”. Asimismo, se la obtencién del concentrado de MPM se consigue en
menor tiempo. a los 400 min frente a MP que se obtuvo a los 700 min.
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Figura 1. Evaluacion de la densidad de flujo de permeacion (J) trabajando en forma
discontinua con valores de presion fransmembrana de (PT) 3 bares. para extracto de
corteza de pan de molde (MPM) v de pan comun (MP).

Losresultados de la ultrafiltracion en continuo se presentan en la Figura 2.
observandose la misma tendencia que en la forma discontinua. Los valores de
J alcanzan el estado estacionario con valores de 8 a 10 L/h*m? para el extracto
MPM vy de valores de 6 a 8 L/h*m? para el extracto MP. Los valores de J au-
mentan a mayor ntimero de diafiltraciones realizadas incluso sin desestabilizar
la membrana observandose que el estado estacionario se conserva mejor que en
la forma discontinua. ademas la fraccion de melanoidinas de ambos extractos.
MPM como en MP se obtienen al mismo tiempo de concentrado a los 300 min.
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Figura 2. Evaluacion de la densidad de flujo de permeacion (J) trabajando en forma
continua con valores de presion transmembrana de (PT) 3 bares. para extracto de
corteza de pan de molde (MPM) v de pan comun (MP).
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Tras analizar estos resultados las mejores condiciones de operacion este
caso es trabajando a flujos altos y en condiciones continuas ya que obtenemos
menores tiempo de concentracion ademas de menores variaciones en los flu-
jos de permeacion J.

4.1.2. Selectividad de membrana

Con las condiciones de trabajo seleccionadas se evaluo la capacidad de
seleccion membrana frente a los distintos compuestos presentes. el objetivo es
obtener una mayor concentracion de melanoidinas de alto peso molecular. Se
determinaron el contenido de MRPs medidos a distintas longitudes de onda.
los compuestos medidos a 280 nim corresponden con compuestos de bajo peso
molecular, a 345 nm corresponden con los compuestos de peso molecular
intermedio y a 420 nm corresponden con los compuestos de alto peso mole-
cular. observandose mayor porcentaje de rechazo de los compuestos de peso
molecular intermedio v menor porcentaje de rechazo de los compuestos de
bajo peso molecular. Respecto a los MRPs de alto peso molecular medidos a
420 nm cabe destacar que su porcentaje de rechazo fue inferior al de los com-
puestos intermedios medidos a 345 nm lo cual nos indica que los compuestos
evaluados a ambas longitudes de onda tienen distintas caracteristicas polares.
La selectividad de la membrana no solo actuia a favoreciendo la retencion de
los compuestos de alto — intermedio peso molecular, melanoidinas. sino que
tambien se ve influenciada por las caracteristicas polares de los compuestos.

4.2. Caracterizacion y estudio de las fracciones bioaccesibles de
melanoidinas

El estrés oxidativo se debe al desequilibrio entre los sistemas oxidativos
y los mecanismos antioxidantes, dando lugar a una desregulacion de la ho-
meostasis celular implicadas en el inicio y evolucion de enfermedades como
la hipertension, diabetes, envejecimiento... [12].

El tripéptido glutation (GSH) es el tiol mas abundante presenten en
las células. modulando el estrés oxidativo proporcionando proteccion a las
celulas. Ademas. es capaz de contrarrestar los radicales libres como el radical
hidroxilo, superdxido. y actuar eliminando las especies reactivas al oxigeno
(ROS) y sus subproductos toxicos. [7]

En este estudio se evaluo6 la relacion de GSH/GSSG como indicador del
estado redox celular. E1 GSH en presencia de ROS pasa a GSSG. generando
cambios en el balance redox celular cambiando la homeostasis celular. El es-
tudio del efecto de las melanoidinas sobre la relacion GSH/GSSG se evalud en
células endoteliales pertenecientes a la linea HUVEC y en células epiteliales
intestinales pertenecientes a la linea Caco-2. los resultados aparecen represen-
tados en la Figura 3. Respecto a la linea celular HUVEC el tratamiento con
la fraccion bioaccesible MP no muestra diferencias significativas con respecto
a las celulas no tratadas. sin embargo. se observa una reduccion en las células
tratadas con la fraccion de MPM. El tratamiento de las células con t-BOOH
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reducen los niveles de GSH/GSSG y se observa un efecto protector en pre-
sencia de las muestras MP y MPM, indicando su capacidad moduladora del
estrés oxidativo.

Por otro lado, en la linea Caco-2 como se puede observar en la Figura
3 el ratio GSH/GSSH los valores son inferiores a los observados en la linea
endotelial. El tratamiento de las células Caco con la fraccién bioaccesible de
las melanoidinas MP vy MPM no presentan diferencias significativas con res-
pecto a la célula no tratada (NT). indicando que no alteran el estado redox.
El tratamiento con el agente oxidante t-BOOH reduce significativamente la
relacion GSH/GSSG. y no se observa un efecto modulador en presencia de las

fracciones bioaccesibles.
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Figura 3. Estudio del estado redox celular GSH/GSSG en la linea celular HUVEC y
Caco-2. Células no tratadas (NT). células tratadas con el oxidante t-BOOH (T-BOOH).
células tratadas con las melanoidinas de pan comun (MP) y pan de molde (MPM).
células tratadas con las melanoidinas de pan comun y oxidadas con t-BOOH (MP
+T-BOOH) y pan de molde y oxidadas con -BOOH (MPM +TBOOH).
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Para evaluar si las melanoidinas modulan el estrés oxidativo se evalua-
ron el efecto de las mismas sobre los niveles de ROS intracelular [9]. En este
caso para completar los resultados obtenidos respecto al estado redox celular
en HUVEC y Caco-2 medido por el ratio GSH/GSSG se realizé un ensayo
ROS en el que se sometid a las células a una oxidacion con ABAP.

En Figura 4 A se evaluo el efecto sobre el estrés oxidativo de la frac-
cion bioaccesible de las melanoidinas. se observo que en la linea celular
HUVEC las muestras MP 200, MPM 25 y MPM 200 no presentaron diferen-
cias significativas frente a las células control. observandose una disminucion
significafiva en la muestra MP 25. Estos resultados indican que la presencia
de la fraccion bioaccesible de melanoidinas no induce cambios en los niveles
de ROS intracelulares. En la linea Caco-2 se observan una disminucion de los
niveles de ROS a todas las concentraciones ensayadas.
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En la Figura 4 B se representa los niveles de ROS en presencia del
agente oxidante ABAP. comparando con las muestras tratadas con melanoidi-
nas y oxidadas. En la linea celular HUVEC. se observa que la presencia de la
fraccion de melanoidinas MPM no presentaron diferencias significativas fren-
te al confrol oxidado. Sin embargo. la presencia de la fraccion bioaccesible de
MP en el medio de incubacion reduce significativamente los niveles de ROS
indicando un importante efecto protector frente al estrés oxidativo. Sin em-
bargo. en las células Caco-2 el tratamiento con las fracciones bioaccesibles de
ambos tipos de melanoidinas no reduce los niveles de ROS. Estos resultados
establecen una relacién entre tipo de melanoidina y capacidad moduladora de
estrés oxidativo.
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Figura 4. Estudio de la formacion de especies reactivas al oxigeno (ROS) en la linea
celular HUVEC y Caco-2. Figura A = Células sin tratamiento (NT). células tratadas
con las melanoidinas de pan comun (MP) v pan de molde (MPM). e incubadas con
distintas concentraciones de melanoidinas de 25 ug/ml y con 200 ug/ml. Figura B =2
Células oxidadas con ABAP (ABAP). células fratadas con las melanoidinas de pan
comun (MP) y pan de molde (MPM). e incubadas con distintas concentraciones de
melanoidinas de 25 ug/ml y con 200 ug/ml. todas ellas oxidadas con ABAP.

5. CONCLUSIONES

Las condiciones Optimas para el fraccionamiento de melanoidinas de
MP y MPM mediante ultrafiltracion es utilizar flujos continuos con presiones
altas de 3 bar. consiguiendo concentrar en un menor tiempo las melanoidinas.
y obtener mejores rendimientos. Las fracciones bioaccesibles de las melanoi-
dinas ejercen un efecto beneficioso modulando el estrés oxidativo celular en
presencia de agentes oxidantes exogenos. Por todo lo expuesto las melanoi-
dinas procedentes del pan podrian suponer una fuente importante compuestos
funcionales para la industria panadera. ademas de su utilizacion como posible
ingrediente funcional.
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