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Resumen

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar una nueva formulacion de galleta con bajo indice glicémico y elevada
calidad sensorial para el control efectivo de la saciedad. Se emplearon como ingredientes stevia (edulcorante hipo-
caldrico), fructooligosacaridos (FOS), para mejorar la tolerancia a carbohidratos y calidad sensorial del alimento, y
fibra dietética antioxidante de café (marros de café). Los alimentos e ingredientes individuales se digirieron in vitro
simulando condiciones de digestion humana. La liberacion in vitro de péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP1) y
serotonina se estimul6 incubando células humanas intestinales, HuTu-80 y Caco-2, con digeridos de galletas (0,5,
0,05y 0,01 mg/ml) durante 90 min y 5 min, respectivamente. La cuantificacion de las hormonas GLP1 y serotonina
se realizé por ELISA. La secrecion de hormonas en células tratadas con digeridos de galletas tradicional y nueva
fueron del mismo orden de magnitud (p>0,05). La fibra antioxidante del café estimul¢ la secrecion de hormonas
saciantes mientras que la stevia result6 inefectiva. La sustitucion de sacarosa por stevia no afecté la capacidad
saciante de las galletas. En conclusidn, se ha logrado un nuevo alimento con alto contenido en fibra antioxidante,
saludable, saciante, de buena calidad sensorial apto para individuos sanos y diabéticos.

Palabras clave: Alimento de bajo indice glicémico, fibra antioxidante de café, FOS, GLP-1, serotonina, stevia.

Abstract

This research aimed to evaluate the potential of a new biscuit formulation with low glycaemic index and high sen-
sorial quality for an effective control of satiety. Stevia as hypocaloric sweetener, fructooligosaccharides (FOS) as
enhancer of glucose tolerance and sensorial quality, and antioxidant insoluble dietary fibre (spent coffee grounds)
were used as food ingredients. Food and individual ingredients were digested in vitro by mimicking human
oral-gastrointestinal digestion. The in vitro release of glucagon-like petide-1 (GLP-1) and serotonin was stimula-
ted by incubation of human intestinal cells, HuTu-80 and Caco-2, with digests at final concentrations of 0,5, 0,05
and 0,01 mg/ml, for 90 min and 5 min, respectively. Quantification of the hormones called as GLP1 and serotonin
was carried out by ELISA. The traditional and new biscuits induced the release of hormones in the same order of
magnitude (p>0,05). Antioxidant coffee fibre contributed to stimulate the release of satiety hormones while stevia
was ineffective. Replacement of sucrose by stevia did not affect the satiating capacity of the biscuit. In conclusion,
a new healthy food containing high level of antioxidant dietary fibre, satiating, good sensorial quality for healthy
people and friendly for diabetics has been obtained.

Keywords: Antioxidant coffee fibre, FOS, GLP-1, low glycaemic index, serotonin, stevia.

Introduccion

La obesidad es uno de los principales problemas de salud
publica del siglo XXI en todo el mundo. En 2014, més de 1.900
millones de adultos mayores de 18 afios tenian sobrepeso, de
los cuales mdas de 600 millones eran obesos (World Health
Organization, 2014). La mayoria de la poblacién mundial
vive en paises donde el sobrepeso y la obesidad se cobran mas
vidas humanas que la insuficiencia ponderal (World Health
Organization, 2014). Enfermedades como diabetes mellitus
tipo 2, hipertension, enfermedades cardiovasculares y varios

tipos de cancer estan asociadas con la obesidad (Nutritional
Heart, Lung and Blood Institute, 2013).

Una alimentacién saludable puede considerarse como
estrategia sostenible para reducir el riesgo de obesidad y
las enfermedades relacionadas tales como la diabetes tipo
2. Asi, la busqueda de nuevos ingredientes y alimentos con
capacidad de controlar de forma efectiva los procesos de
saciedad y de glicemia postprandial es hoy en dia una linea
de investigacion prioritaria.
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La stevia, en concreto los glucosidos de esteviol, poseen
efectos beneficiosos en la salud como efecto hipocalérico,
antioxidante y anti-diabético (Sharma, et al., 2012). Los fruc-
tooligosacaridos (FOS) presentan caracter prebiético (Kumar,
et al., 2012) y capacidad de reducir la respuesta glicémica
postprandial (EFSA, 2014). Otro ingrediente esencial en la
formulacién de alimentos para el control del peso corporal y
la diabetes esla fibra dietética. Los subproductos agroalimen-
tarios y en particular los del café son una fuente abundante
y sostenible de varios componentes bioactivos beneficiosos
parala reduccion de riesgo de patologias cronicas, incluyendo
fibra antioxidante (del Castillo, et al., 2014).

Las hormonas serotonina y péptido similar al glucagén
tipo 1 (GLP-1), secretadas en el tracto gastrointestinal, estan
implicadas en los procesos de saciedad. La ingesta de ciertos
alimentos e ingredientes activa sefiales de saciedad en el intestino
que implican la liberacion de serotonina y GLP-1, la activacién
de sus receptores gastrointestinales y la sefializacion aferente
vagal, y por lo tanto, la regulacion del apetito en el ser humano
(Mawe y Hoffman, 2013; Van Bloemendaal, et al., 2014). La hor-
mona GLP-1 ademas de estimular la saciedad mejora la glicemia
via secrecién de insulina inducida por glucosa en las células
beta pancredticas e inhibe la liberacion de glucagén (Lee, 2016).

El objeto de esta investigacion es lograr una nueva formu-
lacion de snack saludable apto para personas sanas interesadas
en prevenir patologias cronicas metabdlicas y diabéticos, sin
renunciar a su calidad sensorial. El estudio tiene como objetivo
ademds obtener informacién novedosa en relacién al efecto de
ingredientes innovadores que se emplean en la elaboracion de
los alimentos para personas con requerimientos nutricionales
particulares (control del peso corporal) y con fines médicos (pre-
vencion y tratamiento de enfermedades cronicas metabolicas
tales como diabetes) sobre la secrecion de serotonina y GLP-1.
En nuestro conocimiento no existen estudios previos del efecto
dela fibra antioxidante de café (marros del café) y sus productos
de digestion sobre la secrecion de estas hormonas. Los estudios
publicados hasta la fecha en relacion a los efectos saciantes de
stevia son muy escasos y de gran interés, teniendo en cuenta el
rapido incremento de su popularidad en todo el mundo.

Materiales y Métodos

El plan de trabajo propuesto en este estudio se presenta en la
Figura 1. Tal como queda reflejado en el esquema, se prepararon
galletas a base de harina de trigo empleando como edulcorantes
sustitutos del azucar, maltitol y stevia, y como nueva fuente
natural de fibra antioxidante de café un abundante subproduc-
to de su procesado, marros de café (MC) (del Castillo, et al.,
2014). Con el fin de obtener formulaciones de elevada calidad
nutricional y sensorial, de acuerdo a las preferencias de los
consumidores y con potencial para reducir el riesgo de enferme-
dades cronicas como la obesidad yla diabetes, se llevo a cabo en
primer lugar un analisis sensorial de las galletas propuestas. Se
obtuvieron fracciones bioaccesibles de estos nuevos alimentos e
ingredientes digeridos mimetizando las condiciones fisiologicas
humanas de la digestion oral gastrointestinal. Los efectos de
estos digeridos sobre la liberacién de hormonas intestinales,
serotonina y GLP-1, implicadas en procesos de saciedad y de
glucemia postprandial en lineas celulares intestinales (Caco-2
y HuTu-80, respectivamente), fueron evaluados. En la Figura
1 se describen los materiales y métodos empleados para la
instrumentacién del plan de trabajo.
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PREPARACION DE GALLETAS

Glucésidos de esteviol (STEVIA)

Edulcorante hipocalérico natural
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ALIMENTARIOS
INNOVADORES

Oligofructosa (OF)
Fibra soluble mejoradora del sabor
Marros de café (MC)

Fibra dietética insoluble antioxidante

A - (Control) 100% sacarosa
B1 - Stevia 100% y MC (>3% Fibra)
Stevia 100%, OF and MC (>6% Fibra)
B3 - Stevia 30%, Maltitol 70% y MC (>3% Fibra)
B4 - Stevia 30%, Maltitol 70%, OF y MC (>6% Fibra)
Maltitol 100% y MC (>3% Fibra)
Maltitol 100%, OF y MC (>6% Fibra)
Maltitol e Isomaltitol 4%

Maltitol fibra 8%

DIGESTION ORAL GASTROINTESTINAL IN VITRO
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L ]
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EFECTO IN VITRO DE DIGERIDOS EN CELULAS INTESTINALES

Incubacion con digeridos desalinizados y stevia
(0,01, 0,05, 0,5 mg/ml)
Células HuTu-80
(Células epiteliales de

cancer duodenal)

Células Caco-2
(Células epiteliales de
cancer colorectal)
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Figura 1. Plan de trabajo metodoldgico.
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Ingredientes (g) A B1 B2 B3 B4 B5 B6
Harina de trigo 56 61,54 59,4 55,11 55,5 52,83 53,4
Agua 20 21,98 21,2 19,68 18,2 18,87 17,5
Aceite de girasol 7,75 8,52 8,2 7,63 7,1 7,31 6,8
Levadura quimica 0,55 0,60 0,58 0,54 0,5 0,52 0,48
Sal 0,37 0,41 0,39 0,36 0,34 0,35 0,32
Lecitina de soja 0,33 0,36 0,35 0,32 0,3 0,31 0,29
Sacarosa 15 0 0 0 0 0 0
Maltitol 0 0 0 11,81 10,8 16,04 14,9
Stevia 0 2,20 2,1 0,60 0,56 0 0
FOS 0 0 3,5 0 3 0 2,9
Marros de café 0 4,40 42 3,94 3,6 3,77 3,5
TOTAL 100 100 100 100 100 100 100

Tabla 1. Formulaciones de las galletas: A- (control) con sacarosa; B1- stevia 100% y marros de café (MC) (>3% Fibra);
B2- stevia 100%, fructooligosacaridos (FOS) y MC (>6% Fibra); B3- stevia 30%, maltitol 70% y MC (>3% fibra); B4- stevia
30%, maltitol 70%, OF y MC (>6% fibra); B5- maltitol 100% y MC (>3% Fibra); B6- maltitol 100%, OF y MC (>6% fibra).

Ingredientes alimentarios

Para la formulacion de galletas, todos los ingredientes basicos
se compraron en supermercados especializados y certificados.
La lecitina de soja de grado alimentario se obtuvo de Manuel
Riesgo S.A. (Espaifia). El maltitol fue proporcionado por Helm
Iberica S.A. La stevia, con un 3% de glucésidos de esteviol,
se adquiri6 en un supermercado local. Los FOS en formato
polvo (ORAFTIP95) fueron una donacion de Beneo-Orafti.

Como fuente de fibra antioxidante de café se emplearon
MC procedentes del proceso industrial de obtencién del café
soluble o instantédneo. Los granos de café utilizados para su
elaboracidn fueron de especie Robusta. La materia prima
fue proporcionada por Prosol S.A (Espafia) y almacenada
-20 °C hasta su uso.

Preparacion de alimentos

Se elaboraron un total de seis nuevas formulaciones de
galletas sin azucares (B1, B2, B3, B4, B5, B6) y una galleta
siguiendo la formulacién tradicional y utilizando como
edulcorante sacarosa que se empleé como control (A). Las
formulaciones de los siete alimentos se indican en la Tabla
1. Las galletas se prepararon empleando como ingredientes
basicos harina de trigo y aceite de girasol. No se incluyo
huevo en las formulaciones y el aztcar se sustituyé por
stevia y/o maltitol como edulcorantes hipocaldricos en las
formulaciones B1-B6. Los MC se anadieron como fuente
insoluble de fibra antioxidante y los FOS para mejorar la
tolerancia a la glucosa, aportar fibra soluble, favorecer la
salud intestinal (prebidtico) y mejorar la textura y el sabor
de los nuevos alimentos con elevado contenido de fibra
antioxidante de café y stevia.

La masa se prepar6 mezclando inicialmente sal, levadu-
ra, FOS y edulcorantes, y sobre esta mezcla seca se anadié

agua mineral a temperatura ambiente, hasta conseguir
una mezcla homogénea. La lecitina y el aceite de girasol
se mezclaron aparte y posteriormente se afladieron a la
mezcla acuosa. Finalmente, la harina junto con la fibra
antioxidante de café se fue afiadiendo gradualmente a la
mezcla y se trabajo hasta obtener una masa homogénea,
elastica y ligeramente pegajosa. La masa se dej6 reposar
durante 30 min y transcurrido este tiempo se molded en
forma de galletas con guias de grosor 3-5 mm y moldes de
6,5 mm de didmetro. La superficie de las galletas se pinché
para evitar la formacién de burbujas durante el horneado
a 185 °C durante 16 min.

Alimentos comerciales

Dos tipos de galletas comerciales con alta adhesion a la marca
por parte de los consumidores espaioles (C1 y C2) se adqui-
rieron en un supermercado local. C1 y C2 presentaban en su
formulacion maltitol e isomaltitol como edulcorantes y fibra
dietética en un contenido del 3,6% y 8,3%, respectivamente.

Calidad sensorial

Las galletas elaboradas segtin las nuevas formulaciones (B1,
B2, B3, B4, B5, B6) y las comerciales (C1, C2) se sometieron a
un test sensorial hedénico. La evaluacion sensorial se realizé
con la participacion de 26 catadores no entrenados. Se evalud
el nivel de aceptacion global de las galletas teniendo en cuenta
el color, la textura y el sabor, empleando una escala hedéni-
ca verbal de 7 puntos (1- me disgusta mucho y 7-me gusta
mucho). La media de la puntuacion dada a cada formulacién
de galletas se determind. La nueva formulacién de galleta
con un grado de aceptacion equivalente a las comerciales
se seleccioné para estudiar su efecto en la liberacion de las
hormonas GLP-1 y serotonina.
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Digestion oral gastrointestinal in vitro

Previo al estudio del efecto de liberacién de hormonas in
vitro, se llevo a cabo una digestion abidtica oral, gastrica e
intestinal, segiin el procedimiento descrito por Hollebeeck et
al. (2013), con ligeras modificaciones. Los digeridos obteni-
dos se centrifugaron y fueron separados en dos fracciones,
sobrenadante y precipitado. Sobre la fraccién bioaccesible
(sobrenadante) se realizé la ultima etapa, eliminacién de las
sales biliares, con el fin de imitar la reabsorcion de las mismas
que tiene lugar en el intestino durante el proceso de digestion
humano (Edwards y Slater, 2009). Los digeridos desalinizados
se congelaron a -80 °C y posteriormente fueron liofilizados.
Los ensayos se realizaron por triplicado.

Cultivo celular: Caco-2 y HuTu-80

Células epiteliales tumorales de colon humano, Caco-2, se
cultivaron en Medio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM) suplementado con suero fetal bovino (10%),
L-glutamina (2%) y penicilina/estreptomicina (1%) a 37 °C
y 5% de CO, Las células se crecieron en placas de 12 poci-
llos hasta alcanzar confluencia aproximadamente tres dias
después. La diferenciacion celular se obtuvo transcurridos
21 dias con cambio de medio cada dos-tres dias. Las células
Caco-2 ya diferenciadas se emplearon para el estudio de
liberacién de la hormona serotonina.

Células epiteliales cancerosas de duodeno humano,
HuTu-80, se cultivaron en Medio Esencial Minimo (MEM)
suplementado con suero fetal bovino (10%), L-glutamina
(2%) y penicilina/estreptomicina (1%) a 37 °Cy 5% CO,. Las
células se crecieron en placas de 24 pocillos hasta alcanzar
confluencia en un dia transcurrido. Las células HuTu-80 no
se diferenciaron y 24 horas después de sembrarse estaban
preparadas para utilizarse en los ensayos de liberacion de
la hormona GLP-1.

Ambas lineas celulares se subcultivaron tres-cuatro veces
tras su descongelacion antes de usarse, con el fin de recobrar
el ratio normal de crecimiento.

Ensayos de liberacion
de serotonina y GLP-1

Las fracciones solubles recuperadas de los digeridos de la
galleta tradicional (A), galleta elaborada segtn la nueva
formulacion (B2) y fibra antioxidante de café (I3) —que
contienen los componentes bioaccesibles para su absorcién
y metabolismo— y stevia se emplearon para estimular la
secrecion de hormonas causantes de saciedad en los modelos
celulares descritos en los parrafos anteriores, siguiendo la
metodologia que se describe a continuacion.

Estimulacion y cuantificacion
de serotonina

Las células Caco-2 se suplementaron con las fracciones bioacce-
sibles (150 pl) en tres concentraciones diferentes (0,5, 0,05, 0,01
mg/ml), por duplicado. Previamente, se llevé a cabo un lavado
de las células con tampon fosfato salino (PBS). La estimulacién
de las células se realiz por 5 minutos con agitacién orbital.
Los sobrenadantes se retiraron y guardaron en congelacion
hasta posterior cuantificacién de serotonina. Se incluyé como
control positivo cinamaldehido 5mM, y como control negativo
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tampon. La cuantificacion de la hormona serotonina liberada
por las Caco-2 fue realizada siguiendo las indicaciones del kit
de ensayo por inmunoadsorcién ligado a enzimas (ELISA)
de alta sensibilidad (cat-n° EA630/96, de DLD Diagnostika
GmbH). Tres subcultivos diferentes se emplearon en cada set
de andlisis, que se realizaron por sextuplicado (n =3x6=18).
Los resultados se expresaron como % frente al control T/C [%].

Estimulacidn y cuantificaciéon de GLP-1

Las células HuTu-80 se sometieron a un periodo de ayuno
de 1h con medio libre de suero, glucosa y glutamina, y esti-
mulacién con las fracciones bioaccesibles (300 pl) a 0,5, 0,05,
0,01 mg/ml, glutamina 40 mM (control positivo) y tampén
(control negativo) durante 1h 30 min a 37 °C. El experimento
sellevé a cabo por duplicado. Tras el periodo de estimulacion
se colectaron los sobrenadantes y se conservaron en congela-
cion hasta su posterior andlisis. La cuantificacién de GLP-1 se
realizo mediante ELISA sandwich siguiendo las instrucciones
del kit (Cat-n° EZGLP1T-36K de EMD Millipore). Tres sub-
cultivos diferentes se emplearon en cada set de andlisis, que
se realizaron por sextuplicado (n =3x6=18). Los resultados
se expresaron como % frente al control T/C [%].

Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron mediante el empleo de
SigmaPlot 11.0 (Systat Software Inc., California, USA). Los
resultados se expresaron como la media + desviacion estan-
dar (SD) para todos los andlisis, excepto aquellos relativos al
cultivo celular, los cuales se representaron como la media +
error estandar de la media (SEM). Los datos se analizaron
mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via y las
diferencias entre medias mediante el Test de Holm-Sidak a
un nivel de significacién de a=0,05.

Resultados y Discusion
Analisis sensorial

Como se muestra en la Figura 2, las formulaciones de galletas
preparadas con stevia (B2), stevia y maltitol (B4) y maltitol
(B6), que contienen en todos los casos fibra antioxidante
de café y FOS en su formulacién, obtuvieron puntuaciones
significativamente mayores (p<0,05) que las respectivas
galletas sin FOS (B1, B3 y B5). Los compuestos bioacti-
vos, cafeina y glucdsidos de esteviol, presentes en el café
y la stevia, respectivamente, aportan un sabor amargo que
persiste en boca (Hellfritsch, et al., 2012), pudiendo afectar
negativamente la calidad sensorial del alimento. El retrogusto
de los estevidsidos en particular es muy persistente, lo que
limita su uso a determinadas concentraciones en muchos
alimentos. Los FOS presentan un ligero dulzor que mejora
significativamente (p<0,05) la calidad sensorial de los ali-
mentos elaborados incluyendo en su formulacién stevia y
fibra antioxidante de café (B2, B4 y B6) como ingredientes.
La incorporacién de FOS en las galletas tiene un impacto
positivo en la calidad nutricional del alimento. A los FOS se
le atribuyen caracter prebidtico (Kumar, et al., 2012), efecto
fibra (Sartori da Silva, et al., 2007) y capacidad de reducir la
respuesta glicémica postprandial (EFSA, 2014). Por tanto,
los FOS son un ingrediente esencial de la formulacién de las
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nuevas galletas, dado que su incorporacion solventa simul-
taneamente problemas de calidad sensorial y mejora el valor
nutricional del alimento. Su adicién podria tener impacto
no solo en el sabor sino también en la textura del producto
final (Ishwarya y Prabhasankar, 2013).

El grado de aceptacion global de las galletas que contienen
FOS en su formulacion (B2, B4 y B6) y las comerciales (C1 y
C2), con alta adhesion del consumidor y similares caracteris-
ticas nutricionales en lo que se refiere al uso de edulcorantes
hipocaléricos y el contenido de fibra incorporado, no difirié
significativamente (p>0,05) (Figura 2). A las galletas B2, B4,
B6 y C2 se les puede atribuir la alegacién nutricional “alto
contenido de fibra’, de acuerdo con lo establecido en el Re-
glamento (CE) 1924/2006 del Parlamento Europeo (Unién
Europea, 2006).

Los resultados del estudio indican que la combinacién de
los ingredientes fibra antioxidante de café, stevia y FOS resulta
adecuada para la obtencion de un snack saludable y destaca
el interés de los FOS como ingrediente funcional, tanto desde
el punto de vista tecnolégico como nutricional. Teniendo en
cuenta los resultados del andlisis sensorial, se selecciond la
galleta B2, que contiene en su formulacion fibra antioxidante
de café, stevia y FOS, para realizar los estudios posteriores de
liberacion de hormonas (serotonina y GLP-1) implicadas en
procesos de saciedad y tolerancia a la glucosa postprandial.

Figura 2. Diagrama de tela de araia con las puntuaciones
medias (n=26) de la escala de 7 puntos para la aceptacion
global de las galletas comerciales (C1 y C2) y de las galletas
reformuladas (B1, B2, B3, B4, B5 y B6) cuya composicién
se indica en Tabla 1. Letras diferentes denotan diferencias
significativas en la calidad sensorial de los alimentos objeto
de estudio (p < 0,05).

Liberacion de serotonina

Los compuestos bioaccesibles que se recuperaron tras la
digestion oral gastrointestinal in vitro de la galleta con alto
contenido en fibra y sin edulcorante calérico (B2) en una
concentracion de 0,5 mg/ml estimularon la secreciéon de
la hormona serotonina en las células Caco-2 diferenciadas
(Tabla 2). Los niveles de serotonina en las células tratadas con
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el nuevo alimento (354,7 + 42,7%) fueron cuatro veces mas
elevados que los detectados en las muestras correspondientes
a las células control (100%). No se observaron diferencias
significativas (p>0,05) entre los niveles de secrecion de
serotonina detectados en células tratadas con los compues-
tos bioaccesibles de las galletas elaboradas segun la nueva
formulacion y la tradicional, en la que se emplea sacarosa
como edulcorante (A).

Los compuestos bioaccesibles que se liberaron durante
el proceso de digestion de la fibra antioxidante de café
en una concentraciéon de 0,5 mg/ml (MC, 13) indujeron
un incremento significativo de la secrecion de serotonina
(p<0,05) en las células Caco-2 diferenciadas. Los valores de
serotonina inducida por el nuevo ingrediente alimentario
(762,9 + 81,4%) fueron siete veces superiores que el basal. En
nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se describe
el efecto delos compuestos bioaccesibles tras la digestion oral
gastrointestinal de fibra antioxidante de café sobre hormonas
de saciedad. Estos resultados estan en concordancia con los
descritos en la literatura para el café. Estudios previos asocian
al consumo de café una mejora de secrecién de serotonina por
las células enteroenddcrinas gastrointestinales (Bakuradze, et
al., 2014). Por otra parte, a los extractos de café, en concreto
a los acidos gélico y cafeico, se les atribuye potencial para
incrementar la biodisponibilidad de triptéfano necesario
para la sintesis de serotonina mediante la inhibicion de la
enzima indolamina 2,3-dioxigenasa implicada en el meta-
bolismo del triptéfano (Gostner, et al., 2015). Los resultados
sugieren que la inclusion de una dosis controlada de fibra
antioxidante de café en la formulacion del alimento podria
favorecer la sensacion de plenitud postprandial.

El edulcorante natural hipocaldrico stevia (I4) mostré ser
inefectivo en la estimulacién de la produccion de serotonina
en las células Caco-2 diferenciadas a las concentraciones
ensayadas. En un estudio de intervencién llevado a cabo por
Anton et al. (2010) se hall6 que la ingesta de stevia provocd
niveles de saciedad similares a la ingesta de sacarosa. No se
han encontrado mas trabajos en la literatura cientifica en
relacion al efecto de la stevia pura en la secrecion de esta
hormona. En consecuencia, se requieren mas estudios para
elucidar el papel de este edulcorante hipocaldrico y sus
metabolitos en la secrecion de serotonina. Estos resultados
y los descritos en el parrafo anterior indican claramente la
necesidad de realizar estudios de intervencion nutricional
en humanos para conocer el grado de saciedad que causa
el nuevo alimento desarrollado en esta investigacion. Sin
embargo, los resultados sugieren un potencial efecto saciante
que podria ser igual o superior al que se logra tras la ingesta
de galletas preparadas segun la formulacién tradicional,
empleando sacarosa como edulcorante.

La mayor parte de la serotonina liberada por el organis-
mo se encuentra en las células enterocromafines del tracto
gastrointestinal, que responden a los estimulos mecéanicos y
quimicos mediante liberacion de la hormona tras la ingesta
de alimento (Voigt y Fink, 2015). Por tanto, es esperable que
la fibra antioxidante del café, que se utiliza como ingrediente
alimentario en este trabajo, pueda ejercer un mayor efecto
saciante in vivo que el que aqui se describe. En esta investi-
gacion solo se ha evaluado el efecto de aquellos compuestos
que quedan bioaccesibles tras su digestion gastrointestinal. No
se tiene en cuenta el efecto fisico de estimulacion hormonal
del material indigestible que podria también jugar un papel
relevante en la secrecion de serotonina.
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El analisis de la composicion nutricional de los digeridos
de galletas obtenidos (datos no mostrados) sugieren la pre-
sencia de otros compuestos que pueden estimular la secrecién
de serotonina, tales como aztcares. El consumo de alimentos
con elevado indice glicémico (Herrera, et al., 2011; Zelkas, et
al,, 2015) se ha asociado a un incremento de produccion de
serotonina por las vesiculas intestinales celulares. Los péptidos
que se liberan durante el proceso de digestion del gluten que
compone la harina de trigo pueden estimular principalmente
la liberacién de serotonina hipotalamica y cortical (Choi, et
al., 2009, 2011). Por otra parte, los compuestos fenolicos pre-
sentes en la fibra dietética antioxidante podrian desempenar
un papel fundamental en la supresion del apetito también,
mediante la estimulacién de esta importante hormona de
senalizacién (Huang, et al., 2013; Liu, et al,, 2015). Estudios
previos indican que los productos avanzados de la reaccién
de Maillard tales como el Ne-carboximetil-lisina estan invo-
lucrados en el proceso de regulacion de saciedad por medio
de laliberacion de serotonina en células SH-SY5Y (Holik, et
al,, 2013). La reaccién de Maillard es el evento quimico mas
importante que tiene lugar durante el procesado térmico de
alimentos como las galletas (Tamanna y Mahmood, 2015).
Por tanto, en el caso de las galletas elaboradas empleando
sacarosa como edulcorante estos productos podrian con-
tribuir a la estimulacion de la liberacién de esta hormona.
Sin embargo, la sustitucion de sacarosa por stevia limita el
progreso de la reacciéon de Maillard en el alimento hacia las
etapas avanzadas, afectando aspectos sensoriales del alimento
como el desarrollo de color (Garcia-Serna, et al., 2014). En
consecuencia, puede que estos productos no contribuyan de
manera significativa a lograr un efecto saciante postprandial
en el alimento elaborado segun la nueva formulacién (B2).
Se requiere de mas estudios para identificar los componentes
alimentarios individuales que contribuyen a la liberacién
de la hormona tanto en el alimento elaborado siguiendo la
formulacion tradicional como en la propuesta en este trabajo.

Liberacion de GLP-1

Se observo una secrecion de GLP-1 significativa (p<0,05)
por estimulacion de las células HuTu-80 con la fraccién
bioaccesible de los alimentos digeridos (Tabla 2). La cantidad
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de hormona GLP-1 liberada en comparacién con las células
control no tratadas se increment6 significativamente (p<0,05)
tras la incubacién con las fracciones bioaccesibles (0,5 mg/
ml) de la galleta con alto contenido en fibra y sin azucares
anadidos (B2) (277,9 + 14,1%). No se detectaron diferencias
(p>0,05) entre la galleta control (A) y la elaborada con la
nueva formulacion (B2). La minima concentracién testada
(0,01 mg/ml) del digerido de fibra antioxidante de café (I3)
presentd valores similares de GLP-1 (p>0,05) (269,89+ 17,3%)
a aquellos encontrados en las galletas elaboradas con la nue-
va formulacién (B2, 0,05 mg/ml). Es la primera vez que se
describe el efecto estimulador de la secrecion de GLP-1 para
la fibra antioxidante de café obtenida a partir de MC gene-
rados durante el proceso de la elaboracién industrial de café
instantaneo. Estos resultados concuerdan con los descritos
para café en células, animales (Fujii, et al., 2015) y humanas
(Jokura, et al., 2015).

En algunos casos asocian la estimulacion de la produc-
cion de GLP-1 del café al compuesto fenélico mayoritario
de la bebida, 4cido clorogénico (McCarty, 2005; Rafferty, et
al,, 2011). El analisis del digerido de la fibra antioxidante de
café procedente de los MC (datos no mostrados) indic6 gran
contribucién de los compuestos fendlicos sobre la capacidad
antioxidante, por lo que previsiblemente el acido clorogénico
estaria presente. La stevia (I4) result6 inefectiva a las tres con-
centraciones ensayadas, lo que apoya los resultados obtenidos
en modelo in vivo animal por Fujita et al. (2009).

La fraccion bioaccesible obtenida por digestion de la
nueva galleta (B2) posiblemente contiene fibra soluble (FOS).
Son varios los investigadores que han descrito la existencia
de una relacion entre estos hidratos de carbono y la secre-
cion de la hormona GLP-1 (Delzenne, et al., 2007; Grover,
et al., 2011; Habib, et al., 2011; Li, et al., 2012), destacando
el potencial de estos compuestos para promover la secrecién
enddgena de GLP-1 y conseguir asi posible prevencion y/o
tratamiento de la obesidad y la diabetes tipo 2. La presencia
de proteinas y péptidos en los digeridos analizados también
exhibir estimulacién de la hormona GLP-1, confirmado
ya por otros autores previamente, quienes reportaron que
proteinas de trigo intactas y digeridas conseguian influir fuer-
temente sobre la saciedad y el efecto anti-diabético a través
de la estimulacidon de GLP-1 (Geraedsts, et al., 2010, 2011).

Serotonina T/C [%] GLP-1 T/C [%]
0,5 mg/ml 0,05 mg/ml 0,01 mg/ml 0,5 mg/ml 0,05 mg/ml 0,01 mg/ml
A 468,3 £ 52,6 2 118,4 £ 15,0® 128,52 £ 15,3b 31,2+2,95a 3114+ 11,6° 157,0 £9,3 ¢
B2 354,7 £ 42,7+ 132,6 £ 18,9® 106,51 + 13,5® 30,3+3,972 277,9 £ 14,1b | 129,5 £ 6,8 «d
13 762,9 + 81,4 ¢ 111,9 £ 10,6® 95,11 £ 5,5°b 21,27 £2,842 | 193,3 £ 14,2¢ | 269,9 £ 17,2}
14 95,0+ 13,6 b 81,2 +10,3b 95,85+ 9,1b 98,5 + 4,94 106,9 + 3,34 106,8 £ 4,24

Tabla 2. Liberacion de serotonina y GLP-1, [%] frente al control (células no tratadas, 100%) por estimulacion de células
Caco-2 y HuTu-80 con las fracciones bioaccesibles de los digeridos de galleta control a base de sacarosa (A), de galleta con
stevia, fibra antioxidante de café y FOS (B2), fibra antioxidante de café (I3) y stevia pura (I4), en concentraciones de 0,5,
0,05 y 0,01 mg/ml. Los resultados se expresan como la media + SEM (n= 3 sub-cultivos x 6 réplicas de cada uno = 18).

Las letras diferentes indican la existencia de diferencias significativas entre los valores de todas las muestras analizadas
para cada hormona en particular (ANOVA de una via (p < 0,05)).
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Asimismo, el aceite de girasol empleado en las formulaciones
de galletas ha demostrado tener efecto sobre la produccién
de GLP-1 intestinal en ensayos clinicos (Frost, et al., 2003;
Manning, et al.,, 2013), lo que podria estar contribuyendo
también al contenido total de GLP-1 liberado por células
HuTu-80 tras el tratamiento con la galleta con alto contenido
en fibra y sin azucares (B2).

Conclusiones

Por primera vez se ha descrito el efecto de la fibra antioxi-
dante obtenida a partir de marros o posos de café (fibra
antioxidante de café) en la estimulacion de la secrecién
de las hormonas reguladoras de la saciedad, serotonina y
GLP-1. Se ha logrado obtener un snack saludable con alto
contenido en fibra, bajo contenido en aztcares glicemiantes,
con potencial para mejorar la tolerancia a la glucosa y efecto
saciante. El nuevo alimento puede ser por tanto considerado
adecuado para su incorporacién en una dieta destinada ala
prevencion y/o tratamiento de enfermedades crénicas tales
como diabetes tipo 2 y obesidad. Es necesaria la realizacién
de mds estudios para elucidar la contribucion de cada uno
de los componentes del nuevo alimento a la secrecion
de serotonina y de GLP-1 y evaluar mediante estudio de
intervencién nutricional la magnitud de su efecto en la
regulacion de la saciedad, el apetito y la glucosa sanguinea
postprandial en individuos sanos y enfermos. Los efectos
observados de induccion de secreciéon de hormonas de
saciedad pueden deberse a un efecto sinérgico de varios de
sus ingredientes y los metabolitos que se generan durante
su proceso de digestion.
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