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RESUMEN:

Los coproductos generados en la industrializacion del limén (Citrus limon) y el
higo chumbo (Opuntia ficus-indica) son ricos en compuestos bioactivos de alto
valor afiadido como la fibra, vitaminas y compuestos polifenélicos, entre otras
sustancias. Estos coproductos pueden ser utilizados como ingredientes en la
elaboracion de diversos alimentos siendo introducidos en forma de harinas.
Para conocer el efecto de dichas harinas en el organismo, se someten tres
muestras, de harina de piel de limén, de harina de piel de higo y de las harinas
de limén e higo conjuntamente, a una simulacién In vitro de la digestién
humana. Esta digestion estad dividida en tres fases, la fase bucal, la fase
estomacal y la fase intestinal. En cada fase, las muestras son analizadas con
métodos que determinan su capacidad antioxidante como son DPPH, ABTS,
FIC y FRAP. Las muestras de limon y de higo muestran un alto grado de
recuperacion de compuestos fendlicos y flavonoides en las fases bucal y
estomacal, mientras que un elevado grado de bioaccesibilidad para
compuestos fendlicos en la fase final de la digestion. Los métodos
antioxidantes utilizados muestran que existe una elevada cantidad de
compuestos antioxidantes en nuestras muestras y se observa una sinergia
positiva en la muestra de limén e higo, lo que muestra que en conjunto se
potencia la actividad antioxidante de las harinas utilizadas.

ABSTRACT:

The products generated in the industrialization of lemon (Citrus limon) and
prickly pear (Opuntia ficus-indica) are rich in bioactive compounds with high
added value such as fiber, vitamins and polyphenolic compounds. These co-
products can be used as ingredients in the production of different alimentary
products, being introduced in the form of flour. To know the effect of this flours
in the body, three samples were taken: peel lemon flour, peel fig flour and the
mix of these two flours for an In vitro digestion simulated. This digestion is
divided into three phases, the oral phase, the stomach phase and the intestinal
phase. In each phase, the samples are analyzed using methods that determine
their antioxidant capacity as DPPH, ABTS, FRAP and FIC. Samples of fig and
lemon show a high degree of recovery of flavonoids and phenolic compounds in
the mouth and stomach phases, while a high degree of bioavailability for
phenolic compounds in the final phase of digestion. Antioxidants methods show
that there is a high amount of antioxidant compounds in our samples and a
positive synergy is observed in the mix sample showing that antioxidant activity
is enhanced using the two flours at the same time.

PALABRAS CLAVE: Fibra, Actividad Antioxidante, Polifenoles, Digestién In
vitro

KEY WORDS: Fiber, Antioxidant Activity, Poliphenols, In vitro Digestion
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1, INTRODUCCION



1.1 Fibra dietética

La primera definicion de fibra dietética se realiz6 a mediados del siglo
XX. En 1953 Hipsley define la fibra dietética como los componentes no
digeribles que conforman la pared celular vegetal. Mas tarde, en 1972 fue
Trowell el que amplié la definicion de Hipsley, basandose en unas hipotesis
sobre la relaciéon de la fibra con la salud, incluyendo la prevencion de la
Diverticulitis y el cancer de colon (Burkitt et al, 1972; Trowell 1972), los efectos
adversos de consumir carbohidratos refinados (Cleave et al. 1966) y la
necesidad de sustituir el término “fibra cruda”. La definicién pasé a ser ” el
esqueleto de la pared celular de células vegetales que son resistentes a la

digestidn (hidrélisis) por las enzimas del hombre" (Trowell, 1972).

Actualmente la fibra dietética se clasifica en base a dos caracteristicas:
su solubilidad en agua y su capacidad de ser fermentada en el colon por la flora
bacteriana. Asi se habla de Fibra soluble o fermentable, y fibra insoluble o
escasamente fermentable. EI primer tipo incluye pectinas, algunas
hemicelulosas, mucilagos, gomas, R-glucano. Suelen formar soluciones
viscosas en agua y a ello deben sus efectos de enlentecimiento del
vaciamiento gastrico y la digestion. Este tipo de fibra se fermenta por las
bacterias del colon dando lugar a acidos grasos de cadena corta que son
responsables de los efectos beneficiosos de esta fibra sobre las
concentraciones séricas de colesterol y de glucosa. La fibra insoluble incluye
celulosa, algunas hemicelulosas y lignina. Tiene gran capacidad de retencion
de agua. Su efecto principal es aumentar el volumen de las heces y acelerar la
velocidad de transito intestinal, previniendo el estrefiimiento, las hemorroides,
los diverticulos, etc. y se ha propuesto que puede reducir el riesgo de cancer

de colon.

La fibra insoluble se encuentra principalmente en los cereales, las
leguminosas, algunos frutos secos y algunas hortalizas y frutas. La fibra
fermentable se encuentra en manzanas, citricos, platanos, espinacas, coliflor,

legum-bres, la avenay la cebada.



El consumo de fibra dietética tiene numerosos efectos sobre la salud.
Existen numerosas evidencias que indican que el consumo de dietas con mas
de 25 g/dia de fibra de cereales no refinados, integrales, frutas y hortalizas se
relacionan con un menor riesgo a padecer estrefiimiento, diverticulosis,
hemorroides, litiasis biliar, cancer de colon, enfermedades cardiovasculares,
diabetes tipo 2 y control del peso corporal. Existen beneficios adicionales de las
dietas ricas en fibra como el menor aporte de grasa total, menor densidad
energética y mayor contenido de vitaminas, minerales y componentes con

accion antineoplasica y antioxidante

1.2 . Actividad antioxidante

El consumo de frutas y verduras esta asociado al bajo riesgo de
incidencias y mortalidad de cancer, y a menores indices de mortalidad por
enfermedad coronaria, segun se desprende de diversos estudios
epidemiolodgicos. Los fenoles, especialmente los flavonoides y los antocianos,
presentes en estos productos, muestran una gran capacidad para captar
radicales libres causantes del estrés oxidativo, atribuyéndoseles a su vez un
efecto beneficioso en la prevencion de enfermedades tales como:
cardiovasculares, circulatorias, cancerigenas y neuroldgicas. Poseen
actividades anti-inflamatoria, antialérgica, antitrombaética, antimicrobiana y
antineoplasica. En la siguiente imagen se muestran los grupos polifendlicos

mas presentes en los alimentos:
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Imagen 1: Principales Grupos Polifendlicos. Fuente: Desarrollo de Moleculas
Bioactivas 2014-2015

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea
In vitro o In vivo. Una de las estrategias mas aplicadas en las medidas in vitro
de la capacidad antioxidante total de un compuesto, mezcla o alimento,
consiste en determinar la actividad del antioxidante frente a sustancias
cromogenas de naturaleza radical; la pérdida de color ocurre de forma
proporcional con la concentracién. No obstante, las determinaciones de la
capacidad antioxidante realizadas In vitro nos dan tan sélo una idea

aproximada de lo que ocurre en situaciones complejas In vivo.

La capacidad antioxidante de una mezcla no viene dada solo por la
suma de las capacidades antioxidantes de cada uno de sus componentes;
también depende del microambiente en que se encuentra el compuesto. Los
compuestos interactian entre si pudiendo producirse efectos sinérgicos o
inhibitorios. Por otra parte, es necesario considerar que los ensayos in vivo
pueden presentar algunos inconvenientes, como la adaptabilidad en respuesta
al aumento del estrés oxidativo. Debido a ello, se mejoraron los métodos In

vitro, de manera que se asemejaran lo mas posible a una situacion real.



1.3 Digestioén In vitro

Los métodos in vitro pretenden simular la digestion de los alimentos a lo
largo del sistema digestivo de los humanos. Las ventajas de los métodos in
vitro son su rapidez y su bajo coste; no obstante, los resultados obtenidos in
vitro deben tomarse con cierta precaucién. Las industrias, farmacéutica,
parafarmacia y por supuesto la industria alimentaria en su desarrollo de
alimentos funcionales se apoyan cada dia mas en la tecnologia implementada
en los modelos de digestiébn in vitro, modelos que simulan la digestion
gastrointestinal, completados con cultivos celulares, que simulan nuestras
células, para evaluar la biodisponibilidad de un compuesto activo (cantidad que
es realmente utilizado por nuestro organismo). Estos avances son
imprescindibles para conocer la bioaccesibilidad y biodisponibilidad de los
compuestos activos presentes y/o incorporados en sus productos.

En otras palabras, gracias a esta tecnologia se puede comprobar qué
cantidad de estos compuestos bioactivos presentes y/o incorporados en
diferentes matrices (medicamentos, alimentos) puede ser potencialmente
absorbido por el sistema digestivo (bioaccesibilidad) y cuales de ellas son
realmente absorbidas y metabolizadas por el organismo, llegando al plasma

sanguineo y produciendo en él el efecto buscado (biodisponibilidad).

1.4 Justificacion del trabajo

Hoy en dia, existen grandes evidencias de los efectos beneficiosos de
algunas plantas, frutas o vegetales, y de sus coproductos en la industria, pero
muy pocos datos del comportamiento de dichos coproductos sometidos a una
digestion humana, y especialmente, de los compuestos saludables que la

componen sometidos al pH de la boca, estbmago o intestino.

Dicho comportamiento es el que nos interesa estudiar en este trabajo
para conocer de forma clara y concisa los cambios sufridos por estos

compuestos bioactivos durante el poceso bioldgico de la digestion



2. ANTECEDENTES Y
OBJETIVOS



2.1. Objetivo General

El objetivo general del presente trabajo es analizar el efecto sobre las
propiedades antioxidantes y el contenido en compuestos bioactivos presentes
en dos extractos ricos en fibra obtenidos a partir de coproductos generados en
la industria agroalimentaria, de un proceso de simulacién de una digestion In

Vitro para observar las diferencias entre cada una de estas fases.

2.2. Objetivos particulares

Para alcanzar dicho objetivo general se plantean los siguientes objetivos
particulares:

1) Determinar el contenido en fenoles totales en las distintas etapas del
proceso de digestion In Vitro.

2) Determinar el contenido en flavonoides totales en las distintas etapas del
proceso de digestion In Vitro.

3) Determinar el indice de recuperaciéon y la bioaccesibilidad para fenoles y
flavonoides.

4) Evaluar las propiedades antioxidantes de los extractos obtenidos en las
distintas etapas del proceso de digestion In Vitro mediante el empleo de
distintos métodos antioxidantes como son DPPH, ABTS, FIC y FRAP, los
cuales presentan diferentes mecanismos de accion antioxidante, como son la
capacidad de secuestrar radicales libres, la capacidad de reduccion de iones
férricos, la capacidad quelante de iones ferrosos y la capacidad de detectar

sustancias reactivas.
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3. MATERIALES Y
METODOS




3.1 Obtencion de las muestras.

3.1.1.- Preparacion de las harinas.

Las muestras de higo chumbo (Opuntia ficus-indica) y limon (Citrus limon)
fueron recogidas de la finca experimental que dispone la Universidad Miguel
Hernandez en la Escuela Politécnica Superior de Orihuela y trasladadas
inmediatamente a las instalaciones de la planta piloto del Grupo de
Investigacion de Industrializacion de Productos de Origen Animal (POA) de la
Universidad Miguel Hernandez. Posteriormente se procedio al pelado manual
de ambas muestras desechando la pulpa y obteniendo como material de
estudio la piel de Opuntia ficus-indica y Citrus limoén. En la Figura 1 se muestra
el diagrama de flujo del proceso para obtener las harinas a partir de la piel del

higo chumbo y de la piel del limon.

‘ LIMON ‘

‘ wo ‘
Trituraco
Cutter verticel &Cx ‘ m:m
‘ &wrrldav “ Triturado . Envassdoa
. mcanm w o, 499\‘. o [ vacio

Figura 1. Diagrama de flujo de la obtencion de las harinas de piel de limon y de
higo
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Para ello, en primer lugar se procedio, por separado a triturar la piel de cada
una de las dos muestras analizadas en una cutter vertical (Tecator 1094
Homogeneizer, Tekator, Hoganas, Suecia) durante 40 segundos para obtener
asi particulas de un tamafio uniforme y aumentar la superficie de contacto
durante el lavado que se realizd con una proporcion de 1 L de agua por kg de
producto. La mezcla se agitdé constantemente y la temperatura del agua se
mantuvo a 45 °C durante los 8 minutos que durd el proceso de lavado.
Finalizado el lavado, se procedio al escurrido y posterior secado del co-
producto solido en una estufa de aire forzado durante 24 horas a 45 °C. Una
vez secas, las dos fracciones se trituraron, por separado, en una cutter vertical
y se envasaron, a vacio, en bolsas herméticas para su posterior uso. Las dos
facciones obtenidas y sobre las cuales se realizaran todos los andlisis fueron:

harina de la piel de higo chumbo (HPH) y harina de la piel de limén (HPL).

3.2. Determinacién del contenido en fibra dietética total (FDT), fibra

dietética soluble (FDS) vy fibra dietética insoluble (FDI) de los extractos de

fibra.

La determinacion del contenido en fibra de las muestras se realizd
siguiendo el método gravimétrico-enzimatico AOAC 991.43 (AOAC, 2000). La
fibra dietética soluble se determiné como la diferencia entre la fibra dietética
total y la fibra dietética insoluble. Todas las determinaciones se realizaron por

triplicado.

3.3. Simulacion de un sistema de digestion In vitro

El proceso que simula la digestion In vitro de las distintas muestras
analizadas se realiz6 de acuerdo con el método descrito por Mills et al. (2008)
con algunas modificaciones. Esta metodologia estd basada en el empleo de
distintas enzimas y la absorcion de los componentes a través de tubos de
didlisis. Esta metodologia reproduce tres etapas distintas de la digestion: la

masticacion, la fase gastrica y la fase intestinal (Figura 2).
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METODOS:

TRC
TFC
- Actividad antiondante:
salivares, g-amilesa (100 U % _DRRC
3TC; i pH T ; JHE
2 FSA JFRAC
o ) -ABTS
Centrifuzarion 12.000 g, 12 min; 4C
TRC
TFC
- Artividad antiondante:
Estimago 7S
Sinuacitn dela mezce defuidos — ? :ggpc
estomacales, Pepsing 10.8 mg/ml —2 RAC
37°C; ThepH2 _ARTS
Centrifozacion 12000 7 12 min; 41 HPLC
) TRC
Intestino Delgado TFC
Stmulacion de |2 mezcla de fluidos intestingles Actividad antioxidante:
Pancreating § mg/ml ; >FSS _DRPC
Sales Biliares 30 mgml FIC
3TC; Iy pHT —HA JFRAC
-ABTS

Centrifozavion 12.000 z; 12 smn; 4C

Figura 2 : Esquema de la simulacion de las tres etapas distintas de la
digestion: la masticacion, la fase gastrica y la fase intestinal

La masticacion se simulé usando una solucién de saliva preparada con
100 U/mL a-amilasa (Sigma, Alemania) la cual se diluy6é en CaCl, (1 mM), el
pH se ajusto a un valor de 6,9 mediante el empleo de NaHCO3; (1 M). La saliva
simulada (1 mL) se afiadié a 2,4 g de la muestra y 9 mL de agua. Esta solucién
se incubd a 37 °C durante 5 min. En las condiciones gastricas, el pH se ajustd
hasta un valor de 2 con HCI (6 M) y luego se afadié 1 mL de pepsina (Sigma)
(0,108 g) disuelto en HCI (0,1 M; 10 mL) y se incub6 durante 2 h en un bafio de
agua con agitacién a 37 °C y 50 rpm. En las condiciones del intestino delgado,
el pH se ajusté a 7 con NaOH (6 M) y se afiadieron 2,5 mL de pancreatina
(Sigma) (80 mg) disuelta en NaHCO3 (0,5 M; 10 ml) y 2,5 mL de mezcla de
sales biliares (Sigma) (500 mg) disueltas en NaHCO3; (0,5 M; 10 ml) y se
continud la incubacion durante otras 2 h en un bafio de agua con agitacion a 37

°C y 50 rpm. Después de este tiempo, la solucion de la muestra se transfirio a
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un tubo de dialisis de corte de 3 kDa de peso molecular y se dializé durante 12
horas en una disolucién de NaCl (10 mM) a 37 °C para eliminar los productos
de digestion de bajo peso molecular. La agitacion mecanica de la muestra se
empled para simular los movimientos peristalticos del intestino. Al final de las
fases de boca, estomago e intestino (después de la didlisis), las mezclas de la
digestion se centrifugaron durante 10 min a 11000 rpm a 4 °C, produciendo una
fraccion soluble de quimo (FSS) y una fraccion de sedimento (FSA). Ambas
fracciones se liofilizaron y se almacenaron para el andlisis cromatografico de la
composiciéon de fenoles y actividad antioxidante. Todas las soluciones se
prepararon con enzimas recién preparadas y esterilizadas por filtracion

utilizando un filtro de 0,22 pm (Millipore, BillericaMA, EE.UU.) antes de su uso.

3.4. indice de recuperacion e indice de bioaccesibilidad

Para evaluar el efecto de la composicion de la matriz sobre la digestion
de los grupos fendlicos presentes (acidos fendlicos y flavonoides) se utilizaron
dos tipos de indices propuestos por Ortega et al (2011): El porcentaje de
recuperacion y el porcentaje de bioaccesibilidad. El porcentaje de recuperaciéon
muestra la cantidad de grupos fendlicos después de la digestion completa (FSS
y FSA) en la fase bucal, gastrica e intestinal de las muestras utilizadas, de

acuerdo con (Ecuacion 1):
Porcentaje de recuperacion (%) = (PCpe/PTPC) x 100 (Ecuacién 1)

Donde PCpr es el contenido total en fenoles (mg) después de la digestion

(FSS+FSA) y PTPC es el contenido total en fenoles de la muestra control.

Para cada grupo fendlico, el indice de bioaccesibilidad esta definido por
el porcentaje de compuestos polifendlicos solubilizados en FSS después de la
didlisis intestinal. Del mismo modo, este indice permite definir la proporcion de
compuestos polifendlicos disponibles para su absorcion en el sistema
circulatorio (Ecuacion 2):

Bioaccesibilidad (%) = (PCs/PCpg) x 100 (Ecuacion 2)

Donde PCs es el contenido total en fenoles (mg) en FSS después de la dialisis
intestinal y PCpr es el contenido total en fenoles (mg) en la muestra digerida
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(FSS+FSA) después de la dialisis intestinal.3.5. Determinacion de la actividad

antioxidante

3.5. Preparacion de los extractos

Para la preparacion de los extractos que seran empleados en la
determinacién de las propiedades antioxidantes, las muestras liofilizadas fueron
disueltas en metanol en una concentracion comprendida entre 50 y 200 mg/mL.
Esta mezcla fue sometida a un proceso de extraccion en un bafio de
ultrasonidos durante 20 min. Posteriormente las muestras se centrifugaron a
5000 rpm durante 5 min a 10 °C. El sobrenadante obtenido fue el que se utilizd
para realizar todas las determinaciones de este trabajo.

3.5.1. Actividad antioxidante utilizando el radical 2,2’-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH).

La capacidad antioxidante de los extractos obtenidos sobre el radical
DPPH se debe a su capacidad para donar hidrogenos o a la actividad
secuestrante de radicales. DPPH es un radical libre estable y que acepta un
electron o radical hidrégeno para convertirse en una molécula diamagnética
estable (Brand-Williams et al., 1995). Para la determinacion de la actividad
antioxidante, 100 pL de los diferentes extractos obtenidos se mezclaron con 2
mL de una solucién metandlica 0,06 mM de DPPH. Las muestras se agitaron
en un voértex durante 2 min y se colocaron en la oscuridad durante 15 min. La
absorbancia medida a 517 nm se determind con un espectrofotometro HP 8451
(Hewell Packard). Para la determinacion de la capacidad antioxidante se uso
una curva de calibracion con diferentes concentraciones de Trolox. Los
resultados se expresaron como pg de equivalentes de Trolox (TE) por gramo
de muestra (ug TE/g muestra) como valor medio de tres repeticiones.

3.5.2. Poder antioxidante por reduccion del ion férrico (FRAP)

Este método se basa en la evaluacion de la capacidad de las muestras para
reducir el ion férrico. Para ello se utiliza un cromaoforo (la ferricianida). El poder
antioxidante por reduccion del ion férrico de los distintos extractos obtenidos se
determind siguiendo el método descrito por Oyaizu (1986). Para ello, se mezclé
1 mL de los distintos extractos con 2,5 mL de tampdn fosfato (0.2 M; pH 6.6) y
2,5 mL ferricianuro de potasio (1%). Las mezclas fueron incubadas durante 20

min a 50 °C, después se afiadié 2,5 mL de acido tricloroacético (10%). Una
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alicuota de la mezcla anteriormente formada se mezcloé con 2,5 mL de agua
destilada y 0,5 mL FeCl; (0,1%). Se midid la absorbancia a 700 nm con un
espectrofotometro HP 8451 (Hewell Packard). Para la determinacion de la
capacidad antioxidante se usG una curva de calibracion con diferentes
concentraciones de Trolox. Los resultados se expresaron como mg de
equivalentes de Trolox por gramo de muestra (mg TE/g muestra) como valor
medio de tres repeticiones.

3.5.3. Capacidad quelante del ion ferroso (FIC)

La actividad quelante del ién ferroso (Fe?*) se midié inhibiendo la formacién del
complejo ferrocina-Fe?" siguiendo el método de Carter (1971) con algunas
modificaciones. Se mezclé 1 mL del extracto de las distintas muestras
sometidas a estudio con 0,1 mL de FeCl,-4 H,O (2 mM) y 3,7 mL de metanol.
Tras 5 min de incubacion la reaccidon se inicid por la adicion de 0,2 mL de
ferrocina (5 mM). Se agitd la mezcla vigorosamente y después de otros 10 min
de incubacion se midio la absorbancia a 562 nm con un espectrofotometro HP
8451 (Hewell Packard). Para la determinacion de la capacidad antioxidante se
us6 una curva de calibracibn con diferentes concentraciones de &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA). Los resultados se expresaron como pg de
equivalentes de EDTA por gramo de muestra (ug EDTA/g muestra) como valor
medio de tres repeticiones.

3.5.4. ABTS Capacidad secuestrante del radical 2,2"-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulféonico (ABTSe+)

Para la determinacion de la capacidad secuestrante del radical ABTS++ se
sigui6 la metodologia descrita por Leite et al. (2011) con algunas
modificaciones. Este método se basa en la reduccion de la coloracion
verde/azul producida por la reaccion del radical acido 2,2 -azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulféonico (ABTSe+) con el antioxidante presente en la
muestra. El radical se obtuvo tras la reaccion del ABTS++ (7 mM) en buffer
acetato de sodio 20 mM (pH 4,5) y persulfato de potasio (2,45 mM,
concentracion final) incubados a temperatura ambiente (24 + 2 °C) y diluido en
el mismo buffer hasta obtener una absorbancia de 0,70 (x 0,02) a 734 nm. Para
el ensayo se colocaron 10 uL de las distintas muestras de aceite esencial y 990
ML de radical ABTSe+ midiendo la abasorbancia a 734 nm tras 6 min de

incubacion. Los resultados se expresaron como mg de equivalentes de Trolox
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por gramo de muestra (mg TE/g muestra) como valor medio de tres

repeticiones.

3.6. Contenido de fenoles totales (CFT)

La determinacion del CFT se realizd0 usando el reactivo colorimétrico
Folin-Ciocalteau (Singleton et al., 1965). Un volumen de 0,3 mL de las
muestras extraidas fue introducido en tubos de ensayo con 2,5 mL del reactivo
colorimétrico de Folin-Ciocalteau (diluido 10 veces con agua) y 2 mL de
carbonato de sodio (7,5% p/v). Los tubos fueron agitados en el vértex, tapados
con parafilm e incubados a 50 °C durante 5 min. Se midi6 la absorbancia a 760
nm con un espectrofotdmetro HP 8451 (Hewleck Packard) y fue comparada
con una curva de calibracion del acido galico. Los resultados se expresaron
como mg equivalentes de acido galico (AGE) por gramo de muestra (mg AGE/g

muestra). Se realizaron tres repeticiones por cada muestra analizada.

3.7. Contenido de flavonoides totales (CFIT)

Para la determinacion del CFIT se us6 el método descrito por Blasa et al.
(2005), con algunas modificaciones. Se mezcl6 1 mL de las muestras con 0,3
mL de NaNO; (5%) y transcurridos 5 min se adicionaron 0,3 mL de AICl3 (10%).
Esta mezcla fue neutralizada con 2 mL de una solucién de NaOH 1M. Se midio
la absorbancia de todas las muestras a 510 nm con un espectrofotometro HP
8451 (Hewleck Packard) y se cuantifico la concentracion de las muestras con la
curva de calibracion de diferentes concentraciones de rutina. Los resultados
fueron expresados en mg equivalentes de rutina (RE) por g de muestra (mg
RE/g muestra). Se realizaron dos repeticiones por cada muestra analizada. En

total el niUmero de muestras analizadas fue de 36.

3.8. Andlisis Estadistico

La metodologia estadistica se disefié para cada uno de los estudios a
analizar. La totalidad de los analisis se realizaron mediante el paquete
estadistico Statgraphics Plus para Windows version 5.1 (Statical Graphics
Corp., Rockville, USA) utilizando el programa Analisis of Variance. Para la
determinacién de las media y la desviacién estandar se siguieron métodos

estadisticos convencionales. El analisis estadistico empleado en cada ensayo
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fue la aplicacion de un analisis de la varianza (ANOVA) de uno o dos
dependiendo del ensayo realizado. Para estudiar entre que variables de los
factores principales las diferencias fueron estadisticamente significativas se
realizaron contrastes entre las medias aplicando el test de Tukey siguiendo las
recomendaciones de Afifiy Azen (1979).
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4. RESULTADOS Y
DISCUSION




4.1. Contenido en Fibra dietética en las harinas de corteza de limoén y de
higo
En la Tabla 1 se muestran se muestran el contenido en fibra dietética total

(FDT), el contenido en fibra dietética insoluble (FDI), el contenido en fibra
dietética soluble (FDS) y el ratio FDI/FDS de las harinas de piel de limoén y de
higo.

Tabla 1. Contenido en Fibra Dietética Total (FDT), Fibra Dietética Insoluble
(FDI) y Fibra Dietética Soluble (FDS) en las muestras de HPH y HPL.

FDT (g/100g) FDI (g/100g) SDF (g/100g) Ratio FDI/SDF
Limén (HPL) 69,85£2,65 38,23t1,45 31,62+1,33 1,21+0,04
Higo Chumbo 63,58+2,69 12,33+1,29 51,25+1,78 0,24+0,05

En cuanto al contenido en FDT, se observa un mayor contenido en FDT
en la corteza del limén, siendo ligeramente superior al contenido en fibra
dietética del higo chumbo. Con respecto al contenido en FDI, se observan
diferencias significativas entre ambas muestras, siendo el limoén tres veces mas
rico en FDI que el higo chumbo. Por el contrario, la corteza del higo tiene gran
cantidad de FDS, mientras que la corteza del limon tiene aproximadamente la
mitad de FDS que la corteza de limon. Comparando con los resultados
obtenidos por Cerda-Tapia et al. (2015) sobre sus estudios con harina de
manzana, el contenido en FDT es similar al de nuestras muestras (70,91
g/100g), sin embargo difiere en el contenido en FDI y FDS. La harina de
manzana presenta un valor de FDI muy superior al de FDS (59.81 y 11.10
g/100g respectivamente).

El ratio FDI/FDS muestra unos valores de 1,21/1 en la corteza del limon
y unos valores cercanos a 0, 0,24/1 en la corteza del higo chumbo. En el
estudio realizado por Cerda-Tapia et al. (2015) obtienen unos valores para el
ratio FDI/FDS de 1,7/1, valores muy por encima de los obtenidos en nuestras
muestras. Generalmente se consideran adecuadas cantidades de fibra en
alimentos con un ratio de aproximadamente 2/1.

4.2.Indice de recuperacion e indice de bioaccesibilidad

La figura 3 muestra el indice de recuperacion en fenoles (TP) y en
flavonoides (TF) después de la digestion en las fases bucal, gastrica e intestinal
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de HPH, HPL y HPL+HPH.
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Figura 3. indice de recuperacion para el contenido total en fenoles (A) y

contenido total en flavonoides (B) en las distintas fases de una simulacion de la
digestion.
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Los valores de la muestra control fueron obtenidos usando una
extraccion de metanol, y se asumen como el 100% del contenido total en
fenoles y flavonoides. Para la fase bucal, se observa un incremento significativo
en TP de HPL y HPL+HPH (p<0.05) con valores de 198.03% y 169.29%
respectivamente, mientras que para HPH no hay variacion (p>0,05) con
respecto de la muestra control. Por el contrario, en TF, todas las muestras
presentaron un aumento significativo (p<0.05), siendo la muestra de HPL la
que muestra mayor TF con 210.86%. En la fase siguiente de la digestion,
gastrica, el valor de TP se incrementa en mas del doble (p<0.05) para todas
las muestras con respecto de la muestra control, siendo el aumento mas
significativo (p<0.05) el de HPH triplicando los valores de la fase bucal con
294.04%, mientras que en los valores de TF se observa un incremento
significativo (p<0.05) con respecto de la muestra control, pero una incremento
minimo con respecto de la fase bucal en HPL y HPHL, y un aumento
considerable (p<0.05) en la muestra HPH con un valor de 266.27%. Esta
liberacion tanto de flavonoides como fenoles después de la fase bucal y
gastrica puede deberse a los compuestos digestivos presentes en boca y
estomago que degradan los compuestos hasta convertirlos en proteinas,
azucares o fibra de tamafio menor. De este modo, Saura-Calixto et al. (2007)
inform6 que los compuestos flavonoides ligados a compuestos de alto peso
molecular, como proteinas y carbohidratos, pueden liberarse mediante accion
enzimatica durante la digestién, produciendo un incremento significativo en sus
concentraciones después de la digestion estomacal. En la fase final de la
digestiéon, el intestino delgado, los valores tanto de TP y TF disminuyeron
considerablemente (p<0.05) con respecto de las anteriores etapas. La
disminucién mas significativa (p<0.05) en TP se aprecia en HPH con un indice
de recuperacion de 11.90%, muy por debajo de los valores control, bucal y
estomacal. Por el contrario, el valor de TP de HPL sigue siendo mayor que el
valor control, aunque se observa una gran disminucién (p<0.05) con respecto
del valor de la fase gastrica. En cuanto a los valores de TF, todos se
encuentran por debajo del valor control. Estas observaciones concuerdan con
el estudio realizado por Ortega et al. (2011) donde sus indices de recuperacion
de TP y TF para la harina de algarrobo, disminuyeron después de la fase
intestinal. Lo mismo observaron Li et al. (2014) cuando disminuyeron sus
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valores TP y TF en su estudio sobre el tomate puarpura. Argyri et al. (2006)
observaron que la solubilidad y la disponibilidad de compuestos fendlicos
(fenoles y flavonoides), estan influenciadas por el pH y las interacciones con
otros compuestos de la dieta como el hierro, la fibra o las proteinas.

Para calcular la bioactividad (Figura 4), tanto los compuestos fendlicos
como los compuestos flavonoides deben ser bioaccesibles, es decir, liberados
de la matriz del alimento y correctamente solubilizados tal y como propone
Bouayed et al. (2011).
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Figura 4. Bioaccesibilidad para el contenido total en fenoles vy flavonoides
para las muestras HPH, HPL HPHL en la fase final de la digestion In vitro.

La bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos y flavonoides en HPL al
final de la digestiébn es de 18,25 y 13,94% respectivamente, 46,53 y 11,32%
para los valores de HPH y 53,15 y 24,67% para los valores de HPHL. Estos
valores sugieren cambios importantes en los compuestos fendlicos y
flavonoides como modificaciones de la estructura quimica, aumento o
disminucién de la solubilidad o de la interaccion con otros compuestos durante
la digestion de las harinas utilizadas, que pueden influenciar la bioaccesibilidad.
Asi mismo, Helal et al. (2014) obtuvieron un valor de bioaccesibilidad de
compuestos fendlicos de 79,8% en una bebida de canela. Beatriz Gull6n et al.

(2015a) obtuvieron unos valores de bioaccesibilidad para compuestos fendlicos
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y flavonoides de 35,90 y 64,02% respectivamente en muestras de harina de

piel de granada.

4.3. Métodos antioxidantes en la digestion gastrointestinal.

La actividad antioxidante de las muestras utilizadas viene determinada
por su contenido en 4cidos fendlicos y flavonoides. La actividad antioxidante de
las muestras estd4 determinada por multiples reacciones y mecanismos que
intervienen a lo largo del proceso digestivo. Es por ello que se necesitan varios
meétodos para calcular la actividad antioxidante. Dichos métodos se repetiran
en cada fase de la digestién in vitro ya que dichas reacciones y mecanismos
pueden producirse exclusivamente en ciertas fases de la digestion. Tal y como
propone Viuda Martos et al. (2011), cada método solo proporciona una
estimacion subjetiva de la capacidad antioxidante ya que depende de los
reactivos y las condiciones utilizadas. Es por ello que en nuestro estudio sobre
HPH, HPL y HPHL se realizaron 4 métodos para calcular su capacidad
antioxidante, y su analisis por separado permitird evaluar los cambios
producidos durante la digestion simulada. En la Tabla 2 se observan todos los
resultados de los métodos antioxidantes utilizados en las distintas fases de la
digestion.

25



Tabla 2. Determinacion de la capacidad antioxidante de distintas fracciones (Fraccion solida (FSA) y fraccion soluble (FSS))
obtenidas a partir de diferentes muestras de harina de piel y pulpa de limén (HPL), harina de piel y pulpa de higo (HPH) y de la
mezcla de las harinas de piel y pulpa de limén e higo (HPHL), sometidas a una simulacion gastrointestinal (Fases Boca, Estomago,
Intestino).

Fase Boca Fase Estdbmago Fase Intestino

Ensayo Muestra Control % % %
FSA FSS Total var FSA FSS Total var FSA FSS Total var
FIC HPL 0.04+0.00%" 0.19+0.03*  0.02+0.00®  0.21+0.02®® 4747 0.08+0.01®  0.01+0.00°°  0.09+0.00°  137.8 0.11+0.00®  0.03+0.00®  0.14+0.00"® 290.8
HPH 0.05+0.00® 0.20+£0.004  0.03x0.00°® 0.23+0.00®  352.8 0.12+0.004  0.02+0.00"®  0.14+0.00"*  169.1 0.08+0.00°°  0.02+0.00°°  0.10+0.00° 101.3
HPLH  0.05+0.00% 0.20+£0.004  0.06+0.00"  0.26+0.00*  420.0 0.05+0.00°°  0.06+0.004  0.11+0.00®  120.0 0.12+0.004  0.06+0.00"*  0.18+0.00™  260.0

FRAP HPL 4.99+0.06% 17.01+0.04" 1.24+0.13"° 18.25+0.82"* 264.4 24.40+1.16 3.37+0.37"°®  27.77+0.56**  456.2 4.98+1.044 1.46+0.16"® 6.45+0.19** 29.1
HPH 4.17+0.48% 4.73+0.31*°  1.90+0.19"  6.62+0.09° 58.9 0.98+0.48C  6.94+0.64" 16.92+0.11°° 305.8 0.53+0.10°°  0.36+0.07°°  0.89+0.02C -78.6

HPLH  5.81+0.12 12.20+0.53*®  1.68+0.15"® 13.88+0.27® 138.9 20.17+#0.55"®  3.71+0.19"® 23.88+0.25®® 311.0 1.99+0.19"®  1.91+0.024 3.90+0.11%® -32.9

DPPH HPL 0.60+0.014 0.90+0.07®  0.03+0.02"® 0.93+0.03®® 534 1.01+0.06  0.17+0.01° 1.18+0.04® 9527 0.66+0.49" 0.19+0.05"® 0.85+0.13"®  40.8
HPH 0.60+0.02°" 0.34+0.01°  0.27+0.02"*  0.62+0.08"C 34 1.02+0.08*  0.64+0.04"  1.66+0.03*  176.7 0.00+0.00°°  0.00+0.00°°  0.00+0.00°  ---

HPLH  0.57+0.01" 1.15+0.14*  0.02+0.00"®  1.17+0.09**  105.3 1.03+0.114  0.24+0.02"®  1.28+0.07°®  124.6 0.07£0.01®  0.03+0.00"® 0.10+0.01® -82.5

ABTS HPL 4.90+0.26™ 9.63+0.11°®  0.47+0.44° 10.10+0.06*® 106.1 9.32+0.44®  1.05+0.01® 10.37+0.30* 111.6 3.07£0.55® 0.72+0.10"® 3.79+0.31° -22.6
HPH 3.83+0.26™ 2544036  1.22+0.09"®  3.75+0.20"°  -2.1 4162029  2.42+0.33  6.58+0.03°  71.8 0.32+0.08°  0.33+0.06" 0.66+0.01® -82.8

HPLH  6.54+0.11% 11.36+1.084  1.70+0.36"  13.06+0.51™  99.7 11.09+1.074  2.21+0.24"*  13.30+0.58"*  103.4 51420274 1.51+0.30" 6.65+0.02** 1.7

FSA: Fraccion sélida; FSS: Fraccion soluble.

% Var.: Porcentaje de la variacion entre las muestras control y las muestras obtenidas después de la digestion.

Para el mismo ensayo antioxidante y la misma muestra, los valores en la misma fila seguidos del mismo indice de letra (a-d) no muestran diferencias significativas (p>0.05) en acuerdo con el test de Tukey de Rango
Multiple.

Para el mismo ensayo antioxidante y la misma muestra, los valores en la misma fila seguidos del mismo indice de letra (x-y) no muestran diferencias significativas (p>0.05) en acuerdo con el test de Tukey de Rango
Multiple.

Para la misma fase digestiva y el mismo ensayo antioxidante, los valores en la misma columna seguidos del mismo indice de letra (A-B) no muestran diferencias significativas (p>0.05) en acuerdo con el test de Tukey
de Rango Multiple.

FIC: expresado mg EDTA equivalente/g.; FRAP: expresado en mg Trolox equivalente/g; ABTS: expresado en mg Trolox equivalente/g.; DPPH: expresado en mg Trolox equivalente/g.
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4.3.1. Capacidad quelante del ién ferroso (FIC)

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos para el método FIC en las
distintas fases de la digestion para las muestras HPL, HPH y HPHL. En la fase
bucal, se aprecia un importante aumento (p<0,05) del valor del FIC, con respecto de
la muestra control, en todas las muestras analizadas. El aumento m&s significativo
(p<0,05) se aprecia en la muestra de HPL donde el aumento es de 474,7 % con
respecto de la muestra control. En todas las muestras analizadas, la porcibn mas
presente es la FSS, aunque hay un ligero incremento (p<0,05) en la FSS con
respecto de la muestra control. En cuanto a la muestra de HPHL, no se observa
ningun tipo de sinergia. En la fase estomacal se produce un fuerte descenso
(p<0,05) de las variaciones para el valor del FIC en todas las muestras con respecto
de la fase bucal. Las muestras de HPL y HPH pasan respectivamente de 474,7 y
352,8% a 137,8 y 169,1% en esta fase de la digestion. En todos los casos, los
valores de FSA se reducen (p<0,05) drasticamente con respecto de los valores de
FSA en la fase bucal. Mientras tanto, los valores de FSS se mantienen similares
(p>0,05) a los de la anterior fase. En la fase intestinal se observa un aumento
significativo (p<0,05) en la muestra de HPL, mientras que la muestra de HPH sufre
una disminucion (p<0,05) con respecto de la fase anterior. En ambos casos, los
valores son superiores (p<0,05) a los de la muestra control. En esta fase, si se
aprecia sinergia en la muestra de HPHL. Estos resultados estan en concordancia
con los obtenidos por Chandrasekara et al. (2012) en sus estudios con grano de mijo
en los que el valor del FIC aumenta en la fase intestinal. Este aumento puede
deberse a la liberacion de distintos compuestos polifendlicos o flavonoides que
contribuyen a la capacidad quelante.

4.3.2. Poder antioxidante por reduccion del ién férrico FRAP

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos para el método FRAP en las
distintas fases de la digestion para las muestras HPL, HPH y HPHL. En la fase bucal
se aprecia un incremento significativo (p<0,05) en todas las muestras analizadas,
siendo el aumento mas significativo el de la muestra de HPL con un aumento
(p<0,05) en el valor del FRAP con respecto de la muestra control de 264,4%. En
todos los casos, la proporcion de FSA es mayor que la de FSS aunque esta porcion
aumenta (p<0,05) con respecto de la muestra control. En cuanto a lamuestra HPHL,
se aprecia sinergia positiva. En la fase estomacal, los valores del FRAP aumentan

significativamente (p<0,05) en todas las muestras. EI aumento mas significativo se
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aprecia en la muestra HPH pasando de 58,9% en la variacion con respecto de la
muestra control en la fase bucal a 305,8%. En esta fase, la porcion FSS aumenta
(p<0,05) en todas las muestras, al igual que la FSA. La muestra HPHL muestra
sinergia negativa. Este incremento de la capacidad antioxidante se puede explicar,
en parte, por la liberacién de compuestos polifenolicos de la matriz de la comida por
la accion de los encimas presentes en el estbmago. Los investigadores Liyanna-
Pathirana et al (2005) llegan a la misma conclusion en sus estudios sobre cereales.
Por ultimo, en la fase intestinal, los valores del FRAP para nuestras distintas
muestras disminuyen considerablemente (p<0,05), incluso a valores por debajo de la
muestra control en HPH y HPHL. Estos resultados, estdn en concordancia por los
obtenidos por Beatriz Gullén et al. (2015a) en su trabajo con harina de granada.
Estos resultados indican que después de liberacion en la fase estomacal de los
compuestos polifendlicos con capacidad quelante, estos ven reducida su capacidad
reductora, en parte, por el pH del intestin
4.3.3. Actividad antioxidante utilizando los radicales 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl DPPHY ABTS

En la tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para los métodos
antioxidantes DPPH y ABTS en todas las fases de la digestion para las muestras
HPL, HPH y HPHL. En la fase bucal, en ambos ensayos aumentan (p<0,05) los
valores de la muestra HPL y HPHL mientras que la muestra HPH se mantiene igual
(p>0,05) que la muestra control. La porcion FSA es mayor que la porcién FSS en las
muestras HPL y HPHL mientras que en la muestra HPH son similares en ambos
ensayos. En cuanto a la muestra HPHL, se observa una sinergia positiva elevada.
La fase bucal muestra el aumento significativo (p<0,05) de la muestra HPH con
respecto de la fase bucal y de la muestra control en ambos ensayos. El aumento en
las demas muestras no es significativo (p>0,05). En todos los casos se aprecia un
aumento considerable (p<0,05) de la porcibn FSA con respecto de las anteriores
fases. Muchos autores informaron que la fase gastrica tiene un efecto potenciador
en la actividad antioxidante determinada con los métodos ABTS y DPPH. Como por
ejemplo, Rédriguez-Roque et al. (2013) en su estudio sobre la digestion de leche de
soja, determinaron que la inhibicion del DPPH aumentaba en un 30% en esta fase.
Los investigadores Baublis et al. (2000) informaron que tanto la actividad
antioxidante como la liberacion de compuestos polifendlicos, se veia favorecida por

las caracteristicas del estomago. Finalmente en la fase intestinal se aprecia un
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desplome (p<0,05) de los valores del DPPH y ABTS. En el caso de la muestra HPH
en el ensayo DPPH, no se obtuvieron resultados en esta fase, lo que puede indicar
gue todos los compuestos han sido absorbidos, y por tanto no hay rastro de ellos en
el intestino. Estos resultados estan en concordancia con los obtenidos por Correa-
Betanzo et al. (2014) sobre sus estudios con extractos de arandanos, en los cuales
los valores de DPPH disminuyen un 50% en la fase intestinal.

4.3.4. Correlaciones de Pearson de los métodos antioxidantes.

Una gran cantidad de articulos cientificos evidencian la relacion entre los
compuestos polifendlicos y la actividad antioxidante de la muestra, lo que demuestra
gue estos compuestos contribuyen en la actividad antioxidante (Chandrasekara et
al., 2012). Las tablas 3,4 y 5 muestran los valores de las correlaciones entre TPC y
los métodos antioxidantes utilizados en las diferentes fases de la digestion simulada.

Tabla 3. Valores de las correlaciones de Pearson entre TPC y métodos
antioxidantes FIC, FRAP, DPPH y ABTS en la muestra de Limén, en todas las fases
de la digestion.

Boca TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,99190433 1
FRAP 0,98920173 0,98076592 1
FIC 0,97560608 0,99220398 0,96391282 1
ABTS 0,99461497 0,99112651 0,9907392 0,97970076 1
Estdmago TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,990311 1
FRAP 0,99245195 0,99418092 1
FIC 0,98710143 0,98980046 0,99007366 1
ABTS 0,99879267 0,99456201 0,99246412 0,98800406 1
Intestino TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,6703233 1
FRAP 0,9966266 0,70444976 1
FIC 0,94436009 0,63921872 0,93175829 1
ABTS 0,59838979 0,26211959 0,59246849 0,61739034 1
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Tabla 4. Valores de las correlaciones de Pearson entre TPC y métodos
antioxidantes FIC, FRAP, DPPH y ABTS en la muestra de Higo, en todas las fases
de la digestion.

Boca TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,46910539 1
FRAP 0,97281993 0,31846362 1
FIC 0,98994397 0,39268391 0,9828995 1
ABTS 0,92748085 0,47420921 0,92535539 0,94767474 1
Estdmago TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,96057596 1
FRAP 0,93372921 0,90604064 1
FIC 0,97721402 0,95606898 0,9493966 1
ABTS 0,93622567 0,91978241 0,90908161 0,95791444 1
Intestino TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH - 1
FRAP 0,63875953 - 1
FIC 0,4057051 - 0,68354349 1
ABTS -0,03901577 - -0,10936579 -0,4129279 1
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Tabla 5. Valores de las correlaciones de Pearson entre TPC y métodos
antioxidantes FIC, FRAP, DPPH y ABTS en la muestra de Limon e Higo, en todas
las fases de la digestion.

Boca TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,99245333 1
FRAP 0,99936136 0,99385459 1
FIC 0,99917407 0,98741903 0,99799231 1
ABTS 0,98799068 0,97518546 0,98590056 0,98917305 1
Estdmago TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,99046257 1
FRAP 0,98422735 0,98358174 1
FIC -0,4833668 -0,48682037 -0,41329001 1
ABTS 0,961532 0,96677794 0,98572888 -0,3433884 1
Intestino TPC DPPH FRAP FIC ABTS
TPC 1
DPPH 0,15868062 1
FRAP 0,11175047 0,33105243 1
FIC -0,62094559 0,22458453 0,32263642 1
ABTS -0,25518986 0,35205505 0,22398996 0,57491435 1

La Tabla 3 muestra los valores de las correlaciones de Pearson de la muestra
del liméon entre TPC y los métodos antioxidantes utilizados en cada fase de la
digestion. Las fases bucal y estomacal muestran un alto nivel de correlacion positiva
entre TPC y los métodos antioxidantes utilizados, asi como entre los métodos
antioxidantes entre si. En la fase intestinal, los valores de las correlaciones
disminuyen para los métodos ABTS y DPPH. Esto tiene sentido dado que son
métodos que siguen el mismo principio de transferencia de electron. Estos
resultados obtenidos estan en concordancia por los obtenidos por muchos autores
en los que se muestra la correlacién entre los compuestos polifendlicos y la actividad
antioxidante. Autores como Carbonell-Capella et al. (2015) demostraron una alta
correlacion entre los compuestos polifendlicos y la actividad antioxidante en bebidas
con stevia sometidas a digestion.

La tabla 4 muestra los valores de las correlaciones de Pearson de la muestra

del higo entre TPC y los métodos antioxidantes utilizados en cada fase de la
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digestion. Tanto en la boca como en el estbmago se observan correlaciones de
Pearson con valores muy elevados, salvo en el caso del método DPPH con los
deméas meétodos en la fase bucal. En la fase intestinal se observan correlaciones
positivas medias para los métodos TPC y FRAP, asi como para los métodos FIC y
FRAP. Es normal un alto nivel de correlacion positiva entre estos dos métodos, dado
que siguen el mismo principio, capacidad quelante. Esta disminucién observada en
la fase intestinal esta en concordancia con los resultados obtenidos por Gullén et al.
(2015b)

La tabla 5 muestra los valores de las correlaciones de Pearson de la muestra
de limén e higo entre TPC y los métodos antioxidantes utilizados en cada fase de la
digestidon. La fase bucal, muestra correlaciones positivas muy elevadas entre todos
los métodos entre si. La fase estomacal muestra unos valores negativos para el
método FIC con sus semejantes. Por Ultimo, la fase intestinal muestra una
disminucién de las correlaciones de Pearson para todos los métodos. Estos
resultados no se identifican con los resultados propuestos por Chen et al. (2014)
sobre su trabajo con 33 tipos de frutas, en el cual descubre una fuerte correlacion
entre TPC y la actividad antioxidante después de la digestidén in vitro. Nuestros
resultados muestran una clara disminucién de los valores de las correlaciones en la
fase intestinal, lo que puede deberse en parte a que los compuestos polifendélicos o
con capacidad antioxidante ya han sido absorbidos o degradados por la accién de

los diferentes encimas que acttan en la digestion.
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5. CONCLUSIONES Y
PROYECCION FUTURA




5.1Conclusiones

Las muestras ricas en fibra estudiadas en este trabajo presentaron un elevado
indice de recuperacion para compuestos fendlicos y flavonoides, presentando el
mayor indice de recuperacion en la fase estomacal.

La fase final de la digestion muestra una bioaccesibilidad mayor para
compuestos fendlicos que para los compuestos flavonoides. Del mismo modo, la
muestra de higo muestra una mayor bioaccesibilidad que la muestra de limon.

Los métodos antioxidantes utilizados han demostrado un elevado nivel de
actividad antioxidante tanto en la muestra de limén como en la muestra de higo. La
muestra mezcla entre el limén y el higo muestra un elevado nivel de actividad
antioxidante, por encima de las muestras por separado, lo que indica una sinergia
positiva, que aumenta el valor de dicha mezcla en el mercado alimentario.

Los estudios realizados muestran que dichas fibras utilizadas en este estudio
contienen un alto valor afiadido en materia de contenido y actividad antioxidante por
lo que su utilizacion dentro del mercado alimentario es altamente recomendable.

5.2Proyeccion Futura

El siguiente paso a realizar con estas muestras seria realizar el pefrfil
polifendlico de las muestras, de manera a conocer cuales son los compuestos
presentes y que proporcionan la actividad antioxidante.

El siguiente paso interesante a realizar seria el afadir las fibras a los
alimentos, y proceder de nuevo a una digestion In vitro, de modo que se estudie el
efecto de la fibra en el alimento,si mantiene sus propiedades antioxidantes e incluso

la disminucion de captaciéon de grasas propias del alimento por la fibra afiadida.
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