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RESUMEN:

El objetivo de este estudio fue analizar los cambios experimentados por los
polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante total del caqui, el extracto
acuoso de hoja de caqui y fibras de caqui (procedentes de la piel y la pulpa y
estabilizadas por secado por aire caliente o liofilizacién) a lo largo de la
digestion gastrointestinal y determinar la bioaccesibilidad de polifenoles,
flavonoides y actividad antioxidante. Para ello, se simul6 in vitro la digestion a
37 °C y en las condiciones especificas (pH, enzimas, agitacion y duracién) de
las fases involucradas: boca, estdmago e intestino delgado. El efecto intrinseco
del pH de la digestion también se analizé llevando a cabo, en paralelo, la
simulacién en ausencia de enzimas digestivos.

Los resultados evidenciaron que el extracto acuoso de hoja de caqui presenta
mayor contenido en antioxidantes que el fruto o las fibras extraidas de la piel o
pulpa del mismo, siendo estos por lo general mas sensibles (mayores pérdidas)
al ambiente digestivo que aquellos procedentes del fruto o las fibras. Por otro
lado y en general, la fase oral fue las que mas afecté a todos los compuestos
evaluados, con independencia del tipo de matriz alimento, con un marcado
descenso de los mismos. El pH acido y la presencia de pepsina propios del
entorno gastrico no promovieron pérdidas adicionales, mientras que las
condiciones intestinales indujeron un aumento de la fracciébn soluble de
polifenoles y flavonoides durante la digestion de algunas matrices como
consecuencia de la liberacibn de compuestos anteriormente ligados o
insolubilizados en interaccion con la matriz. Asi y al final de la digestién, los
compuestos bioactivos de la fruta de caqui y de la fibra extraida de la pulpa, y
especialmente la liofilizada, resultaron ser mas bioaccesibles que los
procedentes de la infusion de hoja de caqui. Concretamente, la bioaccesibilidad
de polifenoles, flavonoides y actividad actioxidante del fruto fue hasta 3.8, 1.0 y
1.4 veces superior a los de la hoja de caqui al final de la digestion en presencia
de enzimas. Por ultimo y en cuanto al papel de los enzimas digestivos, su
presencia en el medio ayudd a la preservacion de todos los compuestos
bioactivos a lo largo de la digestion, repercutiendo positivamente en
consecuencia sobre su bioaccesibilidad.

PALABRAS CLAVE: Caqui; fibora de caqui; hojas de caqui; compuestos
antioxidantes; digestion gastrointestinal; bioaccesibilidad
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ABSTRACT:

The aim of this study was to analyse the changes in polyphenols, flavonoids
and total antioxidant activity of persimmon fruit, aqueous persimmon leaf extract
and persimmon fibres (from the peel and pulp stabilized by hot air drying or
lyophilisation) throughout the gastrointestinal digestion and determine the
bioaccesibility of these bioactive compounds. For that, a gastrointestinal in vitro
digestion was simulated at 37°C and under specific conditions of the steps
involved in the digestion: mouth, stomach and small intestine (pH, enzymes,
stirring and duration). The intrinsic effect of the pH on the digestion was also
analysed by simulating digestion in absence of digestive enzymes.

The results showed that the aqueous extract of persimmon leaves had higher
content of antioxidants than the fruit or the extracted fibres from the peel,
although it was more sensitive (higher losses) to the digestive environment. All
antioxidant compounds were greater affected in the oral phase, regardless of
the tested food. Acidic pH and the presence of pepsin on the stomach phase
did not promote additional losses; whereas the intestinal conditions induced an
increase of the soluble fraction of polyphenols and flavonoids of some matrices
as a consequence of the release of the previously linked or insolubilized
phenolic compounds. Thus, and at the end of the digestion, the bioactive
compounds from persimmon fruit and pulp fibre, specially the lyophilized one,
were more bioaccessible than those obtained from the infusion of persimmon
leaf. Concretely, the bioaccesibility of polyphenols, flavonoids and antioxidant
activity of the fruit was up to 1.4, 1.0 and 3.8 times the persimmon leaf at the
end of digestion in presence enzymes. Finally, the digestive enzymes
contributed to the preservation of all bioactive compounds throughout digestion
and consequently they enhanced their bioaccesibility.

KEY WORDS: Persimmon; Persimmon fiber; Persimmon leaves; Antioxidant
compounds; Gastro-intestinal digestion; Bioaccessibility.

RESUM:

L'objectiu d’aquest estudi va ser analitzar els canvis experimentats pels
polifenols, flavonoids i activitat antioxidant total del caqui, I'extracte aquds de
fulla de caqui i fibres de caqui (procedents de la pell i la polpa i estabilitzades
per assecat per aire calent o liofilitzacio) al llarg la digestié gastrointestinal i
determinar la bioaccesibilitat dels polifenols, flavonoids i activitat antioxidant.
Per aco, es va simular la digestié in vitro a 37 °C i en les condicions
especifiques (pH, enzims, agitacio i durada) de les fases involucrades: boca,
estomac i intesti prim. L'efecte intrinsec del pH de la digesti6 també es va
analitzar duent a terme, en paral-lel, la simulaci6 en abséncia d'enzims
digestius.

Els resultats van evidenciar que l'extracte aquds de fulla de caqui presenta
major contingut en antioxidants que el fruit o les fibres extretes de la pell o
polpa del mateix, sent aquests en general més sensibles (majors pérdues) a
I'ambient digestiu que aquells procedents del fruit o les fibres. D’altra banda i en
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general, la fase oral va ser la que més va afectar a tots els compostos avaluats,
amb independéncia del tipus de matriu aliment, amb un marcat descens dels
mateixos. El pH acid i la preséncia de pepsina propis de I'entorn gastric no van
promoure perdues addicionals; mentre que les condicions intestinals van induir
un augment de la fraccié soluble de polifenols i flavonoids durant la digestié
d'algunes matrius com a consequéncia de l'alliberament de compostos
anteriorment lligats o insolubilitzats en interaccié amb la matriu. Aixi i al final de
la digestio, els compostos bioactius de la fruita de caqui i de la fibra extreta de
la polpa, i especialment la liofilitzada, van resultar ser més bioaccesibles que
els procedents de la infusid de fulla de caqui. Concretament, la bioaccesibilitat
de polifenols, flavonoids i activitat actioxidant del fruit va ser fins 1.4, 1.0 i 3.8
vegades superior als de la fulla de caqui al final de la digesti6 en preséncia
d'enzims.

Per ultim i pel que fa al paper dels enzims digestius , la seva preséncia en el
medi va ajudar a la preservacid de tots els compostos bioactius al llarg de la
digestié, repercutint positivament en consequéncia sobre la seva
bioaccesibilitat.

PARAULES CLAU: Caqui, fibra de caqui, fulles de caqui; compostos
antioxidants; digestio gastrointestinal; bioaccesibilitat.

INTRODUCCION

Debido a que la prevencién de enfermedades crénicas constituye una mejor
estrategia que su tratamiento, reducir el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares o cancer se ha convertido en una de las prioridades de los
autoridades sanitarias, de cientificos y también de la industria alimentaria (Liu,
2003). En este sentido, el consumo de alimentos ricos en antioxidantes, asi
como de matrices alimentarias a las que se les ha adicionado ingredientes
naturales ricos en estos compuestos, contribuiria a reducir el riesgo de padecer
enfermedades asociadas al estrés oxidativo.

Entre las fuentes habituales de antioxidantes de la dieta, las frutas son ricas
en compuestos fendlicos, los cuales se caracterizan por su actividad
anticarcinogénica, antiinflamatoria, antiaterogénica, antimicrobiana 'y
antioxidante (Robards et al., 1999; Moure et al., 2001). Ademas, estos
compuestos permanecen en productos procesados de frutas tales como
zumos, mermeladas, jaleas, etc. (Heinonen et al., 1998; Hakkinen et al., 2000;
Zafrilla et al., 2001). Por esta razon, el uso de las frutas como ingredientes
podria ser una buena estrategia para la obtencién de alimentos funcionales
ricos en compuestos fendlicos y capaces de aportar beneficios a la salud del
consumidor. Entre las frutas ricas en antioxidantes se encuentra el caqui
(Gorinstein et al., (1998). El cultivo del caqui es originario de Asia, comenzando
algunos siglos antes de Cristo, de ahi pasé a Japon (s.VIl) y Corea (s.XIV).
Este es un fruto que proviene de un arbol frutal originario de China y que
pertenece al género Ebenales, la familia Ebanaceae y género Diospyros que
cuenta con mas de 2000 especies de las cuales s6lo cinco son de importancia
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comercial, entre las que se encuentran Diospyros kaki L.f en Espana
(Hernandiz, 1999). Los caquis se dividen en astringentes (var. Rojo Brillante,
TriumpH y Tomatero, entre otras) y no-astrigentes (var. Fuyu, Hana-Fuyu o
Jiro, entre otras). La astringencia esta ligada a la forma de los taninos. Las
variedades no-astringentes los tienen insolubilizados permitiendo que no se
hayan de realizar tratamientos poscosecha y las variedades astringentes
contienen los taninos solubles que interaccionan con las proteinas de la saliva
dando una sensacion de aspereza, estos disminuyen a medida que alcanzan la
madurez (Hernandiz, 1999). El Rojo Brillante es la variedad con mayor
importancia comercial por su buena productividad en la Comunidad Valenciana,
ademas de tener denominacion de origen. Esta variedad es cultivada en zonas
como El Alto Palancia y la Ribera Alta del Xuquer. Segun los datos del
Ministerio de Agricultura, el terreno dedicado al caqui ha sufrido una evolucién
espectacular (sélo en el ultimo afio ha aumentado un 20% mas), segun
estadisticas oficiales (Alds, A., 2014). Esto se debe a que se han implementado
nuevas tecnologias para la eliminacion de la astringencia mediante métodos
con altas concentraciones de CO, (Arnal y Del Rio, 2005).

Debido a épocas de superproduccion o materia prima que no pasa el
cribado del mercado, se estan buscando y desarrollando productos y
aplicaciones del fruto para obtener mayor rendimiento econémico. Entre estas
estrategias se encontraria el aprovechamiento de sus hojas para consumo
directo como infusién o para incorporar los extractos a matrices alimentarias
por su alto contenido en antioxidantes (Martinez-Las Heras et al., 2014), la
extraccion de fibra de la piel y la pulpa para su uso como aditivo, etc. En la
industria alimentaria la adicion de fibra alimentaria conlleva una mejora de la
textura, viscosidad y alargamiento de la vida util del producto. En la actualidad
se utiliza en multitud de alimentos tales como yogures, panaderia, etc.
(Thebaudin et al., 1997). El consumo de fibra esta asociado con la prevencién y
tratamiento de ciertas enfermedades como el cancer de colon, enfermedades
coronarias, el constipado, diabetes (Sorensen et al., 2014). Adicionalmente,
contribuye a una mejora del transito intestinal y disminucién del nivel de
colesterol en sangre (Guevara-Cruz, 2013).

Si bien es cierto que la presencia de compuestos bioactivos en la dieta esta
relacionada con los beneficios anteriormente descritos, su repercusion sobre la
salud depende del estado bioquimico en el que llegan al torrente sanguineo, y
por ende a los tejidos. El proceso de digestion en si mismo conlleva una serie
de cambios en los macro y micronutrientes condicionando asi, su
biodisponibilidad final, definiéndose como la cantidad de compuesto que es
capaz de ser liberado por la matriz alimentaria tras ser transformado en el
proceso digestivo en una forma mas soluble (bioaccesibilidad) y atravesar la
barrera intestinal (bioabsorcion) para ser aprovechado posteriormente por el
organismo (Parada y Aguilera, 2007).

La mejor forma de determinar los beneficios derivados de la ingesta de un
alimento, y por tanto su biodisponibilidad, consiste en someter al mismo al
propio proceso digestivo “in vivo”, evaluando los cambios que experimenta a lo
largo de cada una de las etapas involucradas. Sin embargo, los ensayos in vivo
son costosos y requieren de largos tiempos de estudio, en especial en
muestras humanas, ademas de conllevar implicaciones meédicas y éticas. Por



=
SZ2 UNIVERSITAT - '
QA poLNEONICA ) ‘
s’ DE VALENCIA -
INSTITUTO DE INGENIERIA DE

ello, resulta de gran interés la sustitucién de éstos por estudios “in vitro” dado
que los resultados obtenidos son mas reproducibles ademas permiten
mecanizar estudios con varios parametros bajo control. Existen evidencias
cientificas que avalan positivamente la alternativa de emplear métodos
enzimaticos que reproduzcan las condiciones metabdlicas 6ptimas de digestidon
estomacal y posterior absorcion en el intestino, frente a ensayos in vivo
(Ramos, 1995; During y Harrison, 2005). En este contexto, el objetivo de este
estudio fue determinar los cambios experimentados por los polifenoles totales,
flavonoides y actividad antioxidante total de hojas del arbol de caqui, del fruto
de caqui y de fibra de caqui extraida de la pulpa y piel del fruto, y estabilizada
por secado por aire caliente y liofilizacion, durante las diferentes etapas
implicadas en la digestidon, asi como determinar la bioaccesibilidad de estas
familias de antioxidantes por medio de una simulacién in vitro gastrointestinal.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Como materia prima se utilizaron hojas del arbol de caqui, caqui y fibra de
caqui extraida de la piel y pulpa del fruto.

Las hojas de caqui (D. kaki, Rojo Brillante var.) fueron recogidas en un
campo en Alginet, Valencia (Espafa), fueron lavadas y escaldadas durante 1
minuto (a 100°C) y posteriormente secadas a 100°C en un horno por
conveccion (durante 30 minutos). Una vez deshidratadas, éstas fueron molidas
hasta un tamafio de particula inferior a 1 mm en un molinillo SEVERN. EI polvo
resultante fue utilizado finalmente para preparar infusiones mediante la adicion
de 1.5 gramos de polvo de hoja a 110 mL de agua destilada hirviendo y se filtro
con papel de filtro Whatman (retencién de particula: 20-25 pym) tras 5 minutos.

Los caquis utilizados (Diospyros kaki Thumb. cv. Rojo Brillante) fueron
cosechados en Alginet (Espafa). Tras su recoleccion se mantuvieron en
condiciones ambientales, aproximadamente 24 horas, periodo tras el que se
sometieron a un tratamiento de desastringencia durante 24 horas mas a 20 °C
en contenedores cerrados y atmosfera modificada de 95% de CO; y 90% de
humedad relativa. Tras el proceso de desastringencia, los caquis fueron
lavados y pelados, separando la pulpa y piel para su posterior homogenizacion
con ultraturrax. Cada una de estas fracciones (piel o pulpa) se mezclé con
etanol en ebullicion (96% v/v) en una proporcion de 1:2 (w/v) y la mezcla se
agité (600 rpm) durante 15 minutos. Finalmente, el etanol se separ¢ de la fibra
por medio de un tamiz y la fraccion sdlida resultante se dividid en dos mitades,
una de ellas se deshidraté por aire caliente a 40 °C hasta peso constante
(aproximadamente 7 h) y la otra se congelé6 a -40°C durante 24 h y
posteriormente se liofilizé (presion de vacio de 10" mbar durante 24 horas). La
nomenclatura utilizada para identificar cada una de las fracciones fue: PULPA-
A o PULPA-L para las fracciones obtenidas a partir de pulpa secada por aire o
liofilizada respectivamente, y PIEL-A o PIEL-L para las fracciones obtenidas a
partir de la piel secada con aire vy liofilizada, respectivamente.
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Simulacion in vitro de la digestidon gastrointestinal (Gl)

La simulacién in vitro gastrointestinal de infusién de hojas de caqui se
realizo siguiendo el protocolo experimental publicado por Choi et al. (2007) y
Giao et al. (2012), y tal y como se describe a continuacion. Para simular la
digestion en boca se adicionaron 0.006 mL de fluido salival simulado (FSS),
consistente en una solucion de a-amilasa de 100 U/mL preparada en suero
fisioloégico al 0.9 (p/v), por mL de infusion y se incubé a 37 °C y 200 rpm
durante 1 minuto previa comprobacion de que el pH de la muestra se
encontraba entre 5.6 y 6.9. Tras la digestién en boca, se separd una alicuota
del digerido salival para los analisis pertinentes y el resto se llevo a pH de 2 con
HCI (1N), se le adiciond fluido gastrico simulado (FGS) consistente en una
disolucién de pepsina (25 mg/mL) en suero fisiologico al 0.9 (p/v) en una
relacion FGS: digerido salival de 0.05:1 (v/v), y se incubd a 37 °C y 130 rpm
durante 60 minutos para simular la etapa gastrica. Se tomaron alicuotas tras
10, 30 y 60 minutos de digestion gastrica. Finalmente y para simular las
condiciones de la etapa intestinal, el digerido gastrico se ajusté a pH 6.0 con
NaHCO3 (1M) y se adicion6 fluido intestinal simulado (FIS) consistente en una
disoluciéon de pancreatina (2g/L) y de sales biliares (12 g/L) disueltas en
NaHCO;3; (0.1M) en una relacion FIS: digerido gastrico de 0.25:1 (v/v) y se
incub6 a 37 °C y 45 rpm durante un tiempo total de 120 minutos. Se tomaron
alicuotas al cabo de 30, 60, 90 y 120 minutos.

Adicionalmente y para estudiar el efecto intrinseco del pH de cada una de
las etapas simuladas se llevd a cabo paralelamente toda la simulacion en
ausencia de enzimas.

Todo se realizdé por duplicado (dos series de experimentos) y se extrajeron
tres alicuotas para cada uno de los tiempos especificados anteriormente y para
cada serie de experimentos.

Caqui y fibras procedentes del caqui

La simulacion in vitro gastrointestinal del fruto de caqui y de las fibras de
pulpa y piel estabilizadas por liofilizacién o secado por aire caliente se llevo a
cabo siguiendo el protocolo experimental publicado por Luten et al. (1996).
Dicho protocolo presenta similitudes y diferencias (se han subrayado) con
respecto al seguido para la digestion de las hojas de caqui. En este caso, y
para simular la digestion en boca se adicionan a una mezcla consistente en 10
g de muestra con 50 mL de NaCl (0.9%), 0.006 mL de fluido salival simulado
(FSS), consistente en una solucién de a-amilasa de 100 U/mL preparada en
suero fisioldgico al 0.9% (p/v), por mL de disolucion y se incub6 a 37 °C y 200
rom durante 1 minuto previa comprobacion de que el pH de la muestra se
encontraba entre 5.6 y 6.9. Tras la digestion en boca, se separ6 una alicuota
del digerido salival para los analisis pertinentes y al resto se llevé a pH a 2 con
8 mL HCI (0,1M), y se adicioné fluido gastrico simulado (FGS) consistente en
una disolucién de pepsina (40 mg/mL) en suero fisiologico al 0.9 (p/v) en una
relacion FGS: digerido salival de 0.05:1 (v/v) y se incubdé a 37 °C y 100 rpm
durante 60 minutos, se volvio a ajustar el pH a 2. Se tomo6 muestra tras 10, 30 y
60 minutos de digestion gastrica. Finalmente y para simular las condiciones de
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la etapa intestinal, se llevo el digerido gastrico a pH 6.5 con NaHCO; (1M) y se
adiciond fluido intestinal simulado (FIS) consistente en una disolucién de
pancreatina (2g/L) y de sales biliares (12 g/L) disueltas en NaHCO3 (0.1M) en
una relacién FIS: digerido gastrico de 0.18:1 (v/v) y se incubd a 37 °C y 45 rpm
durante un tiempo total de 120 minutos. Se tomaron alicuotas a 30, 60, 90 y
120 minutos.

Adicionalmente y para estudiar el efecto intrinseco del pH de cada una de
las etapas simuladas se llevd a cabo paralelamente toda la simulacion en
ausencia de enzimas.

Todas las simulaciones se realizaron por duplicado y se extrajeron tres
alicuotas para cada uno de los tiempos especificados anteriormente y por
ensayo.

Analisis de la actividad antioxidante, polifenoles totales y flavonoides

La actividad antioxidante (AA) de las muestras se midi6 en base a la
actividad de los radicales libres de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo segun el método
descrito por Shahidi et al., (2006) con algunas modificaciones. Segun este
método, la intensidad de color purpura de 2,2-difenil-1-picrilhidracilo disolucién
(DPPH) se disminuye en presencia de un antioxidante, y este cambio de
absorbancia se mide espectrofotométricamente a 515 nm. Para ello, se
diluyeron 3 g de muestra en 5 mL de metanol y el conjunto se sometié a
agitacion durante 5 minutos. Posteriormente los tubos de ensayo con la mezcla
de muestra-metanol se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 minutos
(Medifriger BL-S, P-Selecta). 0.1 mL del sobrenadante se anadié a 3.9 mL de
una disolucién metandlica de DPPH (80:20; metanol: agua) (0.025 mg / mL). La
disolucion se agito y tras 30 min se midio la absorbancia de la muestra a 515
nm usando metanol como blanco. La actividad antioxidante (%) de las
muestras se calcul6 segun la ecuacion I:

A =8 ffl:-:Eu:r_

AA (96) = — 100

A (Ecuacion 1)

Donde A - ¢ es la absorbancia inicial del DPPH (sin muestra) y Ai- 30 es la
absorbancia de la muestra tras 30 min (con muestra). La medida se comparo
con una curva estandar de una disolucién de Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcroman-2-carboxilico) y la actividad antioxidante se expres6 como mg
equivalentes de Trolox por gramo de muestra seca.

El contenido de fenoles totales (TPC) de las distintas muestras se determiné
espectrofotométricamente con el método de Folin-Ciocalteu modificado
(Sakanaka et al., 2005). Este método se basa en una extraccion con metanol (3
g de muestra/ 5 mL de metanol) en condiciones de agitacion a 200 rpm durante
una hora (COMECTA agitador horizontal WY-100). Posteriormente se
centrifuga durante 10 minutos a 10.000 rpm (Medifriger BL-S, P-Selecta). A
continuacién se afiaden 0.125 mL del sobrenadante del extracto a una cubeta,
se adicionan 0.5 mL de agua destilada y 0.125 mL de reactivo de Folin-
Ciocalteu dejandolo reposar durante 6 minutos. Transcurrido este tiempo, se
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afiaden 1.25 mL de una disolucién de carbonato sodico al 7% y 1 mL de agua
destilada. La muestra preparada se deja reposar durante 90 min antes de medir
la absorbancia a 760 nm usando un espectrofotometro (JASCO V-630). La
absorbancia respuesta se compard con una curva estandar de una disolucién
de acido galico y el contenido en polifenoles totales se expresé como mg de
equivalentes de acido galico por gramo de muestra seca (mg de AG/ g de
materia seca). El blanco se prepar6 de la misma manera.

El contenido total en flavonoides fue medido de acuerdo con el método
colorimétrico (Zhishen et al., 1999). En el analisis de flavonoides se tomaron 3
gramos de muestra y se mezclaron con 3 mL de agua. Posteriormente la
muestra fue centrifugada durante 10 minutos a 10.000 rpm. (Medifriger BL-S,
P-Selecta). A continuacién se tomaron 0.25 mL de extracto en el cual se
afiadieron 1mL de agua destilada y posteriormente 0.075 mL de una disolucion
de nitrito de sodio al 5%. Tras 6 minutos en reposo se adicionaron 0.15 mL de
una disolucion de cloruro de aluminio al 10%, mas tarde pasados 5 minutos se
afiadid a la mezcla 0.5 mL de hidréxido de sodio (1M) y 2 mL de agua
destilada. Inmediatamente se tomaron los valores de absorbancia para cada
muestra a una longitud de onda de 510 nm. El método se realizd por triplicado
para cada muestra. El contenido total en flavonoides para el caqui fue
expresado en mg de catequina equivalentes por g de materia seca. El blanco
se preparo de la misma manera.

Evaluacién de la bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes

Para evaluar la bioaccesibilidad de los diferentes compuestos antioxidantes,
se llevd a cabo una separacion por decantacion del sobrenadante tras un
reposo de las muestras de un total de 24 horas a temperatura ambiente
(Granado-Lorencio et al., 2008). Unicamente se llevé a cabo con las muestras
recogidas al final de la simulacién (ultimo tiempo de toma de muestras de la
etapa intestinal). De esta forma fue posible evaluar la proporcién de compuesto
que tras superar el proceso digestivo se encuentra en forma soluble y por tanto
es susceptible de atravesar la barrera intestinal.

La bioaccesibilidad (%) se obtendra aplicando la siguiente ecuacion:
Bioaccesibilidad (%) = (a/b)-100 (Ecuacién Il)

Siendo a = contenido antioxidante en sobrenadante (mg antioxidante/ g
alimento); b = contenido antioxidante en alimento (mg antioxidante/ g alimento).

Analisis estadistico

Se realizd un Analisis de la Varianza (ANOVA) (Statgraphics Plus 5.1), para
estimar el efecto significativamente estadistico de los diferentes factores sobre
las variables estudiadas. Para ello, se llevd a cabo mediante un test de
comparacioén multiple, LSD test, con un nivel de significacion del 95% (p<0,05).



e’ DE VALENCIA

=
SZ2 UNIVERSITAT - '
TR PoLnECNICA } ¥
L
INSTITUTO DE INGENTER A DE

RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedades antioxidantes de las matrices alimentarias previamente a su
digestion simulada

Las hojas de caqui se toman infusionadas en Japon y China tradicionalmente
por sus propiedades curativas (ictus, angina, quemaduras, hemorragias
internas, hipertension, arteriosclerosis y algunas enfermedades infecciosas)
(Xie et al., 2015). Sus principales componentes son fenoles, taninos, acidos
organicos, flavonoides, clorofila, vitamina C y cafeina (Matsuo et al, 1978; Jo et
al., 2003). Por otro lado, el caqui es una fruta rica en fibra dietética, minerales,
vitamina C, y compuestos fendlicos.

Con el fin de comparar las propiedades antioxidantes de las matrices alimento
de estudio previamente a su ingesta, la Tabla 1 muestra los valores promedios
del contenido en actividad antioxidante, fenoles y flavonoides de todas ellas por
gramo de materia seca. A la vista de los resultados, es posible afirmar que las
hojas de caqui presentan contenidos en fenoles y flavonoides, y actividad
antioxidante muy superiores a las fibras de caqui y al propio fruto. Al comparar
los contenidos de las hojas con las de otras matrices vegetales, éstas se situan
por delante del té rojo y por detras del té verde y negro como fuente natural de
antioxidantes (Anesini et al., 2008). A su vez, las fibras, y en especial la
extraida a partir de la piel y estabilizada por liofilizacion, contienen mas
antioxidantes que el fruto de caqui. En un estudio previo llevado a cabo por
este grupo (Landines, 2014) y en el que se compararon las propiedades
antioxidantes, emulsionantes y rehidratantes de las fibras de caqui aqui
analizadas con las de otras fibras comerciales, se pudo constatar que la fibra
procedente de la piel de caqui liofilizada presentaba un contenido superior en
antioxidantes que las procedentes de naranja, melocoton o limén, pudiendo ser
considerado por tanto como un ingrediente funcional de interés para la
formulacion de alimentos ricos en fibra.

Finalmente y para hacerse una idea mas real de los beneficios antioxidantes
que la ingesta de una racion de cada uno de estos productos implicaria, se ha
estimado el aporte en antioxidantes de una infusion de hoja de caqui (1.5 g de
hojas en 110 mL de agua) siendo éste de 183 mg eq. de Trolox (antioxidantes
totales), 129 mg eq. de acido galico (polifenoles), 34.3 mg eq. de catequina
(flavonoides). Un fruto de caqui, de peso medio 200 g, aportaria un total de
129.6 mg eq. de Trolox, 74.4 mg eq. de acido galico, 11.2 mg de catequina. En
consumo, en cambio, de 100 g de un producto rico en fibra al 5% considerando
como Unica fuente de antioxidantes la fibra de caqui contribuiria a la salud con
31 mg eq. de Trolox, 20.5 mg eq. de acido galicoy 29 mg eq. de catequina. En
este ultimo caso se ha realizado el calculo con los datos de la fibra de mayor
contenido en antioxidantes, es decir la Fibra-PIEL-L.

TABLA 1. Contenido en actividad antioxidante (mg trélox/g m. seca), fenoles totales (mg acido
galico (AG)/g m. seca) y flavonoides (mg catequina/g m. seca) de las hojas de caqui, fruto del
caqui y las fibras de caqui extraidas de la piel y pulpa y estabilizadas por liofilizacién o secado
por aire caliente, previamente a su digestion in vitro.
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Matrices AA (mg trélox/ g Fenoles (mg AG/g Flavonoides (mg catequina/
alimento materia seca) materia seca) g materia seca)

Hoja de caqui 122(3)* 86(2)° 22.9(0.7)

Caqui 3.24(0.12)° 1.86(0.03)° 0.70(0.05)°

Fibra PIEL-L 6.2(0.2)° 4.10(0.14)" 5.8(0.5)°

Fibra PULPA-L 3.78(0.2) 2.17(0.05)° 2.95(0.142d

Fibra PIEL-A 3.11(0.06)° 2.02(0.12)° 2.7(0.3)

Fibra PULPA-A 3.78(0.08)™ 2.94(0.18)" 4.6(0.3)°

e ndican diferencias estadisticamente significativas entre grupos homogéneos a un nivel

de significacion del 95% (p-valor < 0.05)

Evaluacion de los cambios experimentados por los compuestos fendlicos en su
paso por el transito gastrointestinal

Las Figuras 1 y 2 muestran la evolucion de los compuestos fendlicos a lo
largo de la simulacién in vitro del proceso digestivo, en presencia y ausencia de
enzimas digestivas. Tal y como se puede observar, la presencia de a-amilasa y
el pH salival degradé los compuestos fendlicos presentes en todas las
matrices, siendo los de la hoja de caqui mas vulnerables a las condiciones de
esta etapa que los del fruto o fibras. El efecto de las condiciones gastricas
sobre estos compuestos resultdé ser menos acusado que el de la etapa oral,
con un ligero descenso adicional, no estadisticamente significativo, al entrar en
contacto con las condiciones estomacales en todos los sistemas de estudio.
Una vez acondicionados los compuestos fendlicos a las condiciones gastricas,
su contenido se mantuvo y su degradacion apenas progreso a lo largo de esta
etapa. Por tanto, el tiempo de residencia en el estbmago no resulto, en general,
influir de forma estadisticamente significativa su estabilidad. Por ultimo y bajo
condiciones propias del intestino, pH 6.5 y presencia de pancreatina y jugos
biliares, los resultados evidenciaron un aumento en el contenido en
compuestos fendlicos procedentes del fruto de caqui y de las fibras
alimentarias, siendo este hecho mas acusado en las fibras extraidas de la piel,
y concretamente liofilizadas (PIEL-L), que de pulpa (PULPA-L o PULPA-A).
Este hecho podria ser consecuencia de un aumento en la solubilidad de ciertos
compuestos fendlicos, antes ligados o presentes en forma reducida bajo las
condiciones propias de esta etapa (Giao et al., 2012), lo que vendria a explicar
el porqué en el extracto acuoso de hoja de caqui no se observa dicho
fendmeno. Concretamente y al final de la simulacion, la disminucion de estos
compuestos, con respecto al contenido en el alimento no digerido, fue del 66,
58, 22, 69, 55y 9 % (valores residuales calculados con los valores obtenidos
en presencia de enzimas) para la infusidon de hoja de caqui, caqui y las fibras
PIEL-A, PIEL-L, PULPA-A y PULPA-L, respectivamente.

La evolucién de los compuestos fendlicos durante el proceso digestivo ha
sido estudiada en diferentes matrices tales como zumo de granada (Pérez-
Vicente et al., 2002), manzana (McDougall et al., 2007), cerezas (Fazzari et al.,
2008) o col lombarda (Bouayed et al., 2012). En todos los casos, las pérdidas
de compuestos fendlicos al final de la digestién fueron del orden del 70-75%.
Mientras que en ciertos casos, se observd un efecto favorable de la digestidon
sobre la liberacién de estos compuestos, o aumento de su fraccidén soluble, en
alimentos tales como brécoli, vino, zumos y anacardos (Vallejo et al., 2004;
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Noguer et al.,, 2008; Wootton-Beard et al., 2011; Chandrasekara & Shahidi,
2012).

En cuanto a la influencia del pH intrinseco, los resultados sugieren un efecto
protector de las enzimas digestivas sobre los compuestos fendlicos a lo largo la
digestion y/o sinérgico, junto con el factor pH, en cuanto a favorecer la
extraccién/solubilidad de estos compuestos antioxidantes. Esto ultimo hecho
resulta mas evidente en el caso de los compuestos fendlicos del fruto de caqui
y en la etapa intestinal. La influencia del pH resultdé ser estadisticamente
significativa en casi todos los casos de estudio, y en especial en el caso del
fruto de caqui.
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FIGURA 1. Evolucién del contenido de fenoles totales (mg acido galico/ g materia seca) a lo
largo de la digestion gastrointestinal in vitro de extractos acuosos de hoja de caqui y del fruto

de caqui. Nota: diferentes maximos en el eje y para una mejor visibilidad de los resultados.
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FIGURA 2. Evolucion del contenido de fenoles totales (mg acido galico/ g materia seca) a lo
largo de la digestion gastrointestinal in vitro de fibras de caqui PIEL Y PULPA de caqui. Nota:
diferentes maximos en el eje y para una mejor visibilidad de los resultados.

Evaluacion de los cambios experimentados por los flavonoides en su paso por
el transito gastrointestinal

Con respecto a la estabilidad de los flavonoides durante la digestion in vitro,
los resultados obtenidos ponen de manifiesto una disminucion media de estos
compuestos al final de la digestién, con respecto al contenido inicial cada
matriz alimento, del 54, 51, 25, 57, 39 y 47 % (valores calculados con los
valores obtenidos en presencia de enzimas) para la infusién de la hoja de
caqui, caqui y las fibras PIEL-A, PIEL-L, PULPA-A y PULPA-L,
respectivamente. De forma mas concreta, en las Figuras 3 y 4 se muestra la
evolucion de estos compuestos a lo largo de la simulacion gastrointestinal in
vitro de los sistemas de estudio, en presencia y ausencia de enzimas
digestivas. Asi, la infusion de hoja de caqui, el fruto y la fibra de PIEL-L
presentaron una mayor pérdida de flavonoides que el resto de matrices
estudiadas, mientras que la fibra de PIEL-A fue la que present6 la menor. Tal y
como ocurria en el caso de los compuestos fendlicos, los flavonoides se ven
fuertemente afectados por la composicion y pH de la saliva dando lugar a una
disminucién en su contenido en todos los casos. Los flavonoides procedentes
de las hojas de caqui parecen ser mas vulnerables a estas condiciones
bioquimicas que los de fruto o algunas fibras. En cuanto al efecto de las
condiciones propias del estbmago, se observa un ligero descenso adicional de
estos compuestos al pasar de la etapa oral a estomacal en el caso de la
digestion de las hojas de caqui, siendo esta disminucién mayor en ausencia de
enzimas. En el caso del fruto, el pH acido estomacal, resulté en un descenso

14
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drastico del contenido en flavonoides medido. La digestién de fibras muestra
que salvo en el caso de las fibras de piel (PIEL-L) y pulpa (PULPA-L)
liofilizadas y sometidas una digestion en ausencia de enzimas en las que se
registra una intenso efecto del shock bioquimico propio del inicio de la
residencia en el estbmago (pH acido y presencia de pepsina), en el resto de los
casos, no se produjo una pérdida adicional de estos compuestos al pasar de
boca a estomago. Por ultimo, se observd un aumento del contenido en
flavonoides en el caso de los extractos de hoja de caqui y del fruto durante la
etapa intestinal (no en el caso en ausencia de pancreatina y sales biliares).
Este hecho podria estar relacionado con un aumento en la solubilidad ciertos
flavonoides, antes probablemente quelados, o en forma reducida (Giao et al.,
2012), bajo las condiciones de pH 6.5 y presencia de pancreatina y sales
biliares. Este aumento no se observa practicamente durante la digestion de las
fibras, con apenas variaciones e impacto de la fase intestinal sobre estos
compuestos.

Green et al. (2007) y Record y Lane (2001) publicaron pérdidas de
alrededor del 80% en el contenido de distintas catequinas al final de la
digestion de diferentes tipos de té, y por tanto superiores a las registradas en la
infusion de hoja de caqui. De la misma forma, Cilla et al. (2009) obtuvieron
pérdidas de entre un 64.5 y el 70.1% en el contenido de flanan-3-oles en
zumos de uva, naranja y melocotén. En un estudio publicado por Bouayed et al.
(2011) las pérdidas de flavonoides son del 56% al final de la digestion. Sus
autores atribuyen esta pérdida en parte a la inestabilidad de ciertas
antocianinas bajo las condiciones alcalinas propias del intestino. En cambio, en
un estudio llevado a cabo también en esta matriz, manzanas, se produjo una
evolucion similar a la observada en este trabajo en la hoja de caqui, con una
degradacion de las catequinas en medio acido estomacal y un posterior
aumento en presencia de los jugos duodenales como consecuencia de una
posible isomerizacion (Kahle et al., (2007 y 2011).

Por ultimo, en un estudio publicado sobre la digestibilidad de cacao, los
resultados ponen de manifiesto un aumento en los contenidos en catequina y
epicatequina a lo largo de la digestion probablemente debido al papel protector
de la grasa, macronutriente que favoreceria la formacion de estructuras
micelares susceptibles ejercer un papel protector frente a la degradacion de
estos compuestos y aumentar en consecuencia su bioaccesibilidad final
(Ortega et al., 2009).

15
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Efecto de las condiciones bioquimicas gastrointestinales sobre la actividad
antioxidante

La evolucion de la actividad antioxidante durante la digestion da como
resultado pérdidas totales al final de la etapa intestinal de 74, 68, 63, 76, 60 y
66 % (valores calculados con los valores obtenidos en presencia de enzimas)
para la infusién de hoja de caqui, caqui, PIEL-A, PIEL-L, PULPA-A, PULPA-L,
respectivamente; por lo que las pérdidas se encuentran globalmente entre un
60-70 % en todos los casos. Las valores residuales de actividad antioxidante al
final de la digestion son comparables a los obtenidos por otros autores en la
digestion de fresa por ejemplo (Cerezo et al., 2010). Tavares et al., (2012)
publicaron, sin embargo, pérdidas superiores al 84 % en la actividad
antioxidante en moras y por tanto superiores a las obtenidas en este estudio;
mientras que en un estudio llevado a cabo en té verde y negro por Record y
Lane (2001), la pérdida de actividad antioxidante fue mas moderada (alrededor
del 25%). Es de destacar de nuevo el que la evolucion de la actividad
antioxidante durante la digestién se refleja en una aumento o pérdida global
fuertemente dependiente de la matriz de estudio dado que ciertos autores han
publicado estudios en los que aumenta la actividad en ciertos zumos de frutas,
pan o mijo entre otros alimentos (Gawlik-Dziki et al., 2009; Cilla et al., 2011;
Wootton-Beard et al., 2011; Chandrasekara & Shahidi, 2012).

En resumen y en todas las matrices evaluadas en este trabajo, se produjo
siempre una pérdida acumulativa de la actividad antioxidante total conforme
progresaba la digestion gastrointestinal, si bien es de destacar que la pérdida
fue significativa menos acusada en el caso del fruto y en presencia de enzimas
(Figuras 5 y 6). En relacidn a esto ultimo y al igual que ocurrié para el caso de
la familia de polifenoles y flavonoides, la presencia de enzimas en la digestion
repercutio positivamente al limitar dicha pérdida.
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FIGURA 5. Evolucion del contenido de actividad antioxidante (mg Trélox/ g materia seca) a
lo largo de la digestion gastrointestinal in vitro de extractos acuosos de hoja de caqui y fruto de
caqui. Nota: diferentes maximos en el eje y para una mejor visibilidad de los resultados.
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FIGURA 6. Evolucion del contenido de actividad antioxidante (mg Trélox/ g materia seca) a
lo largo de la digestién gastrointestinal in vitro de fibra de PIEL Y PULPA de caqui. Nota:
diferentes maximos en el eje y para una mejor visibilidad de los resultados.

Estimacion de la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos totales, actividad
antioxidante y flavonoides en los sistemas de estudio

La Tabla 2 muestra los contenidos residuales de los compuestos fendlicos
totales, actividad antioxidante y flavonoides en el sobrenadante tras un periodo
de reposo de 24 horas y separacion por decantacion. Tal y como se ha
expuesto anteriormente, la concentracion de estos compuestos en el
sobrenadante es indicativo de la bioaccesibilidad del compuesto y por tanto de
la cantidad que tras llegar al intestino delgado es susceptible de atravesar las
paredes intestinales (Parada y Aguilera, 2007).

Los resultados muestran, en general, una mayor bioaccesibilidad de los
antioxidantes procedentes del consumo de las fibras de caqui, en segundo
lugar del fruto, y en ultima instancia de la infusidén de las hojas. En cuanto al
consumo de compuestos fendlicos y flavonoides se refiere, el uso de la fibra de
la pulpa liofilizada como ingrediente funcional seria mas recomendable, frente a
las demas fibras, al presentar una bioaccesibilidad alrededor del 90 y 70%,
redspectivamente. La bioaccesibilidad de la actividad antioxidante total fue por
lo general inferior que la de polifenoles y flavonoides no superando en ningun
caso el 40%.
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TABLA 2. Bioaccesibilidad (%) de polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante tras la
digestion in vitro gastrointestinal de los sistemas de estudio: infusién de hoja de caqui, fruto del
caqui, y fibra de piel y pulpa secada por aire caliente o liofilizada (PIEL-A, PIEL-L, PULPA-A y
PULPA-L).

Bioaccesibilidad (%)

MATRICES Hoja de

ALIMENTO caqui Caqui  PIEL-A PIEL-L PULPA-A  PULPA-L
pH + enzimas
Polifenoles 20.0(0.6)° 76(3)°  59(3)°  51.43(0.13)° 46(2)° 91(6)
Flavonoides 47.6(0.8)"  48(3)° 60(3)° 43.0(0.4)° 53.3(0.8)°  69.4(0.5)
A. Antioxidante  24.6(1.0)° 33(2)°  32(1)° 25(2)° 36(2)° 38(2)
pH
Polifenoles 12.1(0.4)"  55(2)° 67.5(0.9)° 42.44(0.13)° 33(2)° 74(6)
Flavonoides 21(2)° ND  35.9(0.6) 39(2)° 21.7(0.9)° ND
A. Antioxidante  21.4(0.6)° 11(2)° 28(2" 11.7(1.0)° 8(4)" 16(3)°

2% indican diferencias estadisticamente significativas entre grupos homogéneos a

un nivel de significacion del 95% (p-valor < 0.05); ND: no cuantificable

No obstante y teniendo en cuenta el aporte en antioxidantes de una racién
de infusién de hoja de caqui (1.5g en 110 mL de agua), de 200g de fruto y de
100g de un alimento enriquecido con un 5% de fibra de caqui y la
bioaccesibilidad de los polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante en cada
matriz (Tabla 2), la ingesta de una racion de infusion de hoja de caqui y de un
fruto contribuyen con un contenido total bioaccesible similar de actividad
antioxidante total, el fruto 2 veces mas en cuanto a polifenoles y la infusion 3
veces mas en términos de flavonoides. La ingesta de 100g de un alimento rico
en fibra de caqui al 5% se encontraria en cambio, muy por debajo de estos
valores a pesar de la elevada bioaccesibilidad de los compuestos de esta
matriz. Por ultimo es importante destacar que la bioaccesibilidad de todos los
compuestos es superior al digerir los alimentos en presencia de enzimas
digestivos (pH+enzimas) que en ausencia de los mismos (pH). Este hecho
evidencia la relevancia de los enzimas en cuanto a favorecer la correcta
digestion de macro y micronutrientes, y en especial en presencia de los
caracteristicos de la fase intestinal (sales biliares y pancreatina). Por tanto, el
efecto beneficioso derivado del consumo de alimentos funcionales ricos en
compuestos bioactivos, antioxidantes entre otros, podria verse comprometido
en sujetos ciertas patologias digestivas caracterizadas por un déficit en la
secrecion de enzimas como es el caso de la insuficiencia pancreatica.

En cuanto a la informacion complementaria resultante de aplicar el analisis
de la varianza ANOVA multifactor sobre la evolucién de la actividad
antioxidante total, contenido en polifenoles y flavonoides considerando como
factores: la etapa del proceso digestivo y la presencia o ausencia de enzimas
digestivas, cabe destacar que la presencia de enzimas fue con diferencia el
factor mas influyente (mayor F-rato) en la evolucion de las propiedades
antioxidantes, y en particular de la actividad antioxidante y del contenido en
flavonoides, a lo largo de la digestion de la infusion de hoja de caqui. Mientras
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que en el caso de la digestiéon simulada del fruto y de las fibras extraidas a
partir del mismo, ambos factores presentaron una influencia significativa del
mismo orden (similares valores de F-ratio de ambos factores para una misma
variable de estudio). Por lo que, el papel de las enzimas digestivas parecié ser
menos determinante en los cambios experimentados por los compuestos
antioxidantes durante la digestion de matrices alimentarias mas complejas
(fruto o fibras) en las que otros constituyentes mayoritarias y las interacciones
macronutriente-micronutriente existen.

CONCLUSIONES

La simulacion in vitro gastrointestinal de las diferentes matrices alimento del
cultivo del caqui: hoja, fruto y fibra extraida de la piel o pulpa, pone de
manifiesto la influencia de la matriz sobre los cambios experimentos por
polifenoles, flavonoides y actividad antioxidante, asi como sobre su
bioaccesibilidad final. Concretamente, los compuestos antioxidantes del
extracto acuoso de hoja de caqui resultaron ser mas vulnerables a las
condiciones gastrointestinales caracteristicas de cada etapa digestiva que los
del resto de matrices evaluadas a pesar de ser la matriz mas rica en
antioxidantes. El patron de cambio de los compuestos antioxidantes a lo largo
de la etapa oral y gastrica fue muy similar con independencia de la matriz
alimento. De forma que las condiciones propias de la etapa oral fueron las que
mayores perdidas promovieron en todos los compuestos, manteniéndose
dichas pérdidas, o aumentandose ligeramente, durante la etapa gastrica. En
cambio, las condiciones propias del ambiente intestinal aumentaron la fraccion
soluble de los polifenoles procedentes del fruto y fibra extraida de la piel y de
los flavonoides presentes en todas las matrices. Asimismo y en cuanto al efecto
intrinseco del pH a lo largo de la digestion, la presencia de enzimas digestivas
presentd un efecto protector frente a la pérdida de compuestos.

Es posible concluir finalmente que si bien la bioaccesibilidad de los
compuestos antioxidantes resulté ser superior en el fruto de caqui o fibras
extraidas del mismo que en el extracto acuoso de las hojas, la ingesta de una
infusion (1.5 g en 110 mL de agua) de hoja de caqui y de un fruto de 200 g
aportan al final de la digestion, la misma actividad antioxidante total
bioaccesible, mientras que el fruto aportaria 2 veces mas polifenoles pero 3
veces menos flavonoides que una infusion de hojas de caqui.
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ANEXO 1: F-ratio y nivel de significaciéon estadistica obtenidos a partir del analisis estadistico ANOVA
multifactor realizado sobre las variables de estudio: contenido en fenoles (mg eq. acido galico/ g m.seca),
de flavonoides (mg eq. catequina/ g m.seca) y actividad antioxidante total (mg eq. Trélox/ g m.seca) de
las matrices alimento: hojas de caqui, fruto de caqui y las diferentes fibras (PULPA-A, PULPA-L, PIEL-A,
PIEL-L) y considerando como factores: etapa de digestion (A), presencia de enzimas (B) y su respectiva

interaccion (AB).

F-ratio
Hoja de Caqui Fruto de Caqui
AA Fenoles Flavonoides AA Fenoles Flavonoides
Etapa digestion (A) 166.13***  54.08*** 97.97*** 170.19***  176.81** -
Presencia enzimas (B) 1175.29*** 63.17*** 2156.72*** 169.86™**  244.81** -
Interaccion AB 21.85*** 2.26NS 33.93*** 36.18***  35.31** -
Nivel de significacion: < 95% (NS), =2 95% (*), 2 99% (**), 2 99.9% (***)
F-ratio
PULPA-A PULPA-L
AA Fenoles Flavonoides AA Fenoles Flavonoides
Etapa digestion (A) 407.03***  109.89*** 27.71%** 148.12***  77.64*** -
Presencia enzimas (B) 623.83***  57.92*** 836.74*** 498.02***  168.77** -
Interaccion AB 36.16*** 3.63** 9.44** 4.11* 9.27*** -
Nivel de significacion: < 95% (NS), =2 95% (*), =2 99% (**), 2 99.9% (***)
F-ratio
PIEL-A PIEL-L
AA Fenoles Flavonoides AA Fenoles Flavonoides
Etapa digestion (A) 389.28***  14.52*** 25.94*+* 474.18*** 244 .41* 66.22***
Presencia enzimas (B) 165.58***  33.87*** 131.20*** 386.63***  36.72*** 102.00***
Interaccién AB 12.20*** 5.78** - 9.03*** 2.32% 0.64NS

Nivel de significacion: < 95% (NS), = 95% (*), = 99% (**), = 99.9% (***)
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ANEXO 2: F-ratio y nivel de significaciéon estadistica obtenidos a partir del analisis estadistico ANOVA
multifactor realizado sobre las variables de estudio: contenido en fenoles (mg eq. acido galico/ g m.seca),
de flavonoides (mg eq. catequina/ g m.seca) y actividad antioxidante total (mg Trolox/ g m.seca) de las
fibras en estudio: PULPA-A, PULPA-L, PIEL-A, PIEL-L) antes y al final de la digestion y considerando
como factores: parte del fruto de donde se ha extraido (pulpa o piel) (A), método de secado (aire caliente

o liofilizacién) (B) y su interaccion (AB).

Fibras de Caqui

F-Ratio Antes digestién Tras digestion
Antioxidante AA Fenoles Flavonoides AA Fenoles Flavonoides
Pulpa o Piel (A) 147.37** 43.8*** 6.81* 0.51NS 1.72NS 3.85NS
Método secado (B)  452.61***  73.13*** 16.76** 1.07NS  58.01** 62.41***
AB 449.28***  349.05*** 163.47*** 1517 0.03NS 449.31**

Nivel de significacion: < 95% (NS), =2 95% (*), =2 99% (**), 2 99.9% (***)
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