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RESUMEN

La industria de la transformacion de las frutas en general y de las
naranjas en particular nace de la necesidad de utilizar dicha fruta que, por su
caracter perecedero, se perderia. Estas industrias, como por ejemplo las del
zumo de naranja, generan grandes cantidades de residuos que, por sus
caracteristicas nutricionales, se utilizan sobre todo para la alimentacion
animal. Este uso, sin embargo, es limitado y podria ampliarse a la
alimentacion humana con valor afiadido, debido a la riqueza de los
subproductos en cuanto a fibra o compuestos bioactivos, como la vitamina
C, con propiedades antioxidantes y funcionales. Este producto podria
utilizarse para la obtencién de nuevos alimentos o para la obtencion de
extractos. Por otra parte, por su caracter perecedero, se hace imprescindible
su conservacion mediante tecnologias como por ejemplo la deshidratacion.
En esta investigacion se utilizo la liofilizacion. En este sentido, el objetivo de
este estudio ha sido ver la influencia de la liofilizacion de los subproductos
obtenidos tras la extraccién del zumo de la naranja en la estabilidad de la
vitamina C y estudiar coémo influye la matriz. Para ello, se ha comparado el
contenido de vitamina C de los subproductos y de los extractos de vitamina
C liolifizados. Los resultados indican que los subproductos tienen un alto
contenido de vitamina C y que, para una mejor conservacion de ésta, seria
recomendable la liofilizacién del subproducto y la posterior extraccion del
compuesto, en lugar de la liofilizacion del compuesto previamente extraido.

PALABRAS CLAVE: subproducto, zumo de naranja, vitamina C, &cido
ascorbico, liofilizacion.

SUMMARY

The fruit processing industry in general, and oranges in particular, arose
from the need to use such fruit, which, due to its perishable nature, would be
lost. These industries, such as those of orange juice, generate large amounts
of waste that, due to their nutritional characteristics, are mainly used for
animal feed. This use, however, is limited and could be extended to human



consumption with added value, due to the richness of by-products in terms of
fibre or bioactive compounds, such as vitamin C, with antioxidant and
functional properties. This product could be used to obtain new foods or to
obtain extracts. On the other hand, due to its perishable nature, its
preservation through technologies such as dehydration is essential. Freeze
drying was used in this research. In this sense, the objective of this study has
been to see the influence of freeze drying of the by-products obtained after
the extraction of orange juice on the stability of vitamin C and to study how
the matrix influences. For this, the content of vitamin C of the freeze dried by-
products and vitamin C extracts have been compared. The results indicate
that the by-products have a high content of vitamin C and that for it better
preservation, freeze drying of the by-product and subsequent extraction of
the compound would be recommended, rather than freeze drying of the
previously extracted compound.

KEY WORDS: by-product, orange juice, vitamin C, ascorbic acid, freeze
drying.

RESUM

La industria de la transformacio de les fruites en general i de les taronges
en particular neix de la necessitat de la utilitzacié d'aguesta fruita que, pel
seu caracter perible, es perdria. Aquestes industries, com ara les del suc de
taronja, generen grans quantitats de residus que, per les seves
caracteristiques nutricionals, s'utilitzen sobretot per a l'alimentacié animal.
Aquest Us, pero, és limitat i podria ampliar-se a l'alimentaci6 humana amb
valor afegit, a causa de la riquesa dels subproductes pel que fa a fibra o
compostos bioactius, com la vitamina C, amb propietats antioxidants i
funcionals. Aquest producte podria utilitzar-se per a l'obtencid6 de nous
aliments o per a l'obtenci6 d'extractes. D'altra banda, pel seu caracter perible
causa de la seva composicid i alt contingut en aigua, sobretot, es fa
imprescindible la seva conservacid mitjancant tecnologies com ara la
deshidratacio. En aquesta investigacié es va utilitzar la liofilitzacié. En aquest
sentit, I'objectiu d'aquest estudi ha estat veure la influéncia de la liofilitzacié
dels subproductes obtinguts després de I'extraccié del suc de la taronja en
I'estabilitat de la vitamina C i estudiar com influeix la matriu. Per a aix0, s'ha
comparat el contingut de vitamina C dels subproductes i el dels extractes de
vitamina C liofilitzats. Els resultats indiquen que els subproductes tenen un
alt contingut de vitamina C i que per a una millor conservacio de la vitamina
C, seria recomanable la liofilitzacio del subproducte i la posterior extraccio
del compost, en lloc de la liofilitzacié del compost préviament extret.

PARAULES CLAU: subproducte, suc de taronja, vitamina C, acid ascorbic,
liofilitzacio, humitat.



1. INTRODUCCION

Las frutas y las verduras son componentes esenciales de nuestra dieta
diaria. Son una fuente de nutrientes tales como fibra dietética, minerales,
vitaminas y otras sustancias beneficiosas, como flavonoides y otros
antioxidantes. Su consumo variado ayuda a asegurar una dieta equilibrada y
a cubrir los requerimientos nutricionales del ser humano. La OMS
recomienda que, para cumplir con esta dieta equilibrada, baja en grasas y
azucares, se consuma mas de 400 gramos de frutas y verduras diarias. De
esta forma, ademas, se disminuye el riesgo de padecer numerosas
enfermedades no transmisibles. Actualmente, existen cada vez mas estudios
que prueban que el consumo de frutas y verduras es beneficioso para la
prevencion de enfermedades cardiovasculares, principalmente (Hartley et
al., 2013). En este trabajo vamos a centrarnos en una fruta, la naranja, y en
el valor nutricional y comercial de su subproducto.

La naranja es una fruta con unas caracteristicas econdmicas y dietético-
saludables idéneas. Lo primero se debe a que es una fuente apta para la
industria del procesado de citricos, la elaboracion de comidas para animales
y otras industrias de bajo interés alimentario (Stern et al, 2005). Lo segundo
se refiere a que tiene un bajo contenido lipidico, un escaso poder calérico y
un alto valor en fibra soluble. Contiene carotenoides con y sin actividad pro
vitaminica A, abundan los acidos organicos y son ricas en flavonoides (Avila
et al, 2013). Pero, sin duda, lo mas destacable de su composicién, es su
gran cantidad de vitamina C. Una naranja de tamafio mediano proporciona
82 mg de vitamina C (Del Pozo et al, 2010), mientras que la ingesta diaria
recomendada ronda los 75-90 mg dependiendo de la edad y el sexo (FAO,
2011).

La vitamina C es una sustancia hidrosoluble que tiene un gran potencial
antioxidante, protegiendo las células frente al dafio que pueden generar los
radicales libres. Esta vitamina puede ser sintetizada por el ser humano y
resulta de vital importancia para un correcto desarrollo de las funciones
vitales (Stern et al, 2005). Nuestro cuerpo necesita esta vitamina para
producir colageno, proteina que participa en la cicatrizacién, para absorber
hierro presente en otros alimentos de origen vegetal y para velar por un
correcto funcionamiento del sistema inmune (ODS, 2016).

Debido a las nuevas y cambiantes necesidades del mercado y del
consumidor, es cada vez es mas importante investigar y desarrollar nuevos
productos que satisfagan sus necesidades y mantengan la calidad. La
industria de los zumos, mermeladas, etc. nace de la necesidad de utilizacion
de la fruta que, por su caracter perecedero, se perderia. Estas industrias
generan grandes cantidades de residuos que, por sus caracteristicas
nutricionales, se utilizan sobre todo para alimentacion animal. Este uso, sin
embargo, es limitado y podria ampliarse, debido a la riqueza de los
subproductos en cuanto a fibra o compuestos bioactivos con propiedades
antioxidantes y funcionales, para alimentacion humana con valor afiadido.
Los residuos de las naranjas, asi como de otros citricos, estan compuestos
por azucares (glucosa, fructosa, sacarosa y xilosa), almidon, celulosa,
hemicelulosa, pectinas, lignina, cenizas, proteinas y aceites esenciales



(Ayala et al, 2016), ademas de tener un alto contenido en flavonoides,
vitaminas (sobre todo la vitamina C), minerales y carotenoides (Galindo,
2019).

Por otra parte, debido al elevado contenido en agua de estos productos
su vida util es muy corta. Es por ello que se deben de utilizar métodos para
aumentarla. Las técnicas de secado se utilizan en la industria alimentaria no
solo para la preservacion sino para que los alimentos tengan unas
determinadas caracteristicas (Betoret et al, 2016). Mediante estas técnicas
obtendremos alimentos seguros a nivel microbioldgico que, en el caso de las
frutas, también tendran una destacable concentracion de nutrientes (Keqing
et al, 2004). Existen muchos métodos para el secado de alimentos, pero, en
este trabajo, nos centraremos en la liofilizacién.

La liofilizacion es una técnica de conservacion que se realiza mediante
deshidratacion al vacio. El procedimiento en el que deshidrata el producto en
cuestion sigue tres fases distintas: primero, el producto se somete a una
rapida congelacion; después, se elimina el hielo mediante la aplicacion de
vacio; y, por ultimo, se elimina el agua no congelada mediante la desorcion.
Este procedimiento necesita tanto del calor latente de la sublimacién como
del de la evaporaciéon (Tang y Pikal, 2004). Al utilizar bajas presiones, los
procesos anteriormente mencionados haran que haya una disminucién de la
a,, manteniendo la calidad nutricional del alimento, prolongando la vida (util
del mismo y ralentizando o evitando la multiplicacion microbiana. Es por todo
esto que esta técnica de conservacion es muy interesante y proporciona,
ademas, un alimento mas facil de transportar y almacenar, y un modo muy
diferente de presentar el producto ante el consumidor (Tang y Pikal, 2004).
Sin embargo, en productos con alto contenido en azucares de bajo peso
molecular, como es el caso de la naranja y de sus subproductos (Pacheco et
al., 2019), la eliminacion rapida de agua por sublimacion provoca una matriz
amorfa que puede sufrir cambios relacionados con la temperatura de
transicion vitrea (Tg) como pegajosidad, apelmazamiento y gomosidad, lo
que hace que el producto obtenido sea inestable (Telis & Martinez-
Navarrete, 2012). Para evitar este problema se pueden incorporar
biopolimeros de alto peso molecular, antes de la liofilizacion, para aumentar
su Tg. La goma arabiga y la fibora de bambl son algunos de estos
biopolimeros que, ademas pueden actuar también como encapsulantes
(Riguetto and Netto, 2006). La goma arabiga es un polisacarido de origen
natural (E-414) que suele emplearse en la alimentacion por sus cualidades
estabilizantes y gelificantes, entre otras. No tan frecuente suele ser el uso de
la fibra de bambu, fibra vegetal con un alto poder de retencion de agua y que
por su estructura puede desempenfiar un papel estérico.

En este trabajo se pretende ver la influencia del proceso de liofilizacion y
de la composicion de la matriz en la estabilidad de la vitamina C, del acido
ascorbico y del acido dehidroascorbico del subproducto obtenido de la
extraccidon del zumo de naranja. Se ha seleccionado como compuesto
bioactivo la vitamina C por su utilizaciéon habitual como indicador nutricional.
Por otra parte, y teniendo en cuenta la composicion de los subproductos,
también se ha investigado la influencia del procesado, en concreto del grado



de trituracion de las muestras, en la extraccion del compuesto bioactivo de
estudio.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Materias primas y preparacion de la muestra

Para este trabajo se ha empleado el subproducto procedente del zumo
de naranja (Citrus sinensis). Este subproducto habia sido triturado en un
robot de cocina (Thermomix TM221 Vorwerk, Espafia) durante 4 minutos a
velocidad 2, durante 40 segundos a velocidad 9 y posteriormente
almacenado en congelacion. El subproducto, una vez descongelado, se
dividio en dos lotes a uno de los cuales se le incorporaron los biopolimeros.
Estos biopolimeros se agregaron en funcion de la proporcion total de
triturado (Algarra, 2017): 5g de goma arabiga (GA) y 1g de fibra de bambu
(FB) por cada 100g de producto triturado. De esta forma se obtuvieron las
muestras SBZ y SBZ+BP. Por otro lado, una parte de cada una de estas dos
muestras se tritur0 de nuevo en el mismo robot de cocina utilizado
anteriormente durante 30 segundos a velocidad 4 a temperatura ambiente,
obteniéndose las muestras SBZ+TR y SBZ+BP+TR. La finalidad de esto fue
comparar las muestras mas y menos trituradas para conocer si aumentando
el triturado se liberan mas nutrientes.

2.2. Liofilizacion

Para realizar la liofilizacion, se distribuyeron las diferentes muestras en
recipientes de aluminio con las siguientes medidas: 10cm de largo x 7cm de
ancho x 5cm de alto. Se vertio la muestra hasta alcanzar una altura de 1cm
en cada uno y se llevd a congelar en un arcon congelador (Liebherr LGT
2325, Alemania) a -45°C durante un minimo de 24 horas. Posteriormente,
las muestras congeladas se introdujeron en la cdmara del liofilizador (Teslar
Lyo Quest-55, Espafia) con una temperatura de condensador de -55°C y una
presion de la camara de 0,050 mbar durante 24 horas. Después se retiraron
del liofilizador y se almacenaron en bolsas zip a 4°C hasta su analisis.

2.3. Determinaciones analiticas
2.3.1. VITAMINA C, ACIDO ASCORBICO Y ACIDO DEHIDROASCORBICO

El analisis de vitamina C (VC) se realizé teniendo en cuenta las dos
formas activas: el acido ascérbico (AA) y el acido dehidroascérbico (DHAA).

Para la extraccion y determinacion de AA, se tomoé 1g de la muestra y se
le afiadieron 9 mL de acido oxalico al 0,1%. La mezcla se homogeneiz6
manualmente y se dejé en reposo 3 minutos en oscuridad. Posteriormente,
se filtr6 mediante un filtro de membrana (Scharlau, Espafia) de 0,45um para
la determinacion del AA mediante HPLC (Jasco Equipment, Italia). El
cromatografo trabajo con una fase movil de acido oxalico 0,1%, una columna



KromaPhase 100C 18,5um (250x4,6mm) (Scharlau, Espafa) y la velocidad
de flujo utilizada fue de 1mL/min. La identificacion se hizo a una longitud de
onda de 243nm (Xu et al, 2008).

Para la extraccion de la VC (AA+DHAA) y su posterior determinacion se
realizd, en primer lugar, una reduccién del DHAA a AA con reactivo DL-
ditiotreitol (DTT) (Sanchez-Mata et al, 2000; Sanchez-Moreno et al, 2003).
Para ello, Se tomaron 0,59 de muestra antes de liofilizar, o 0,075g de
muestra ya liofilizada, y se le afiadieron 2mL de disolucién de DTT (20g/L).
Se homogenizé la mezcla de forma manual y se dejé durante dos horas en
oscuridad y a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se tomd 1g de la
mezcla y se le afiadieron 9 mL de acido oxalico al 0,1%. A partir de aqui el
procedimiento fue el mismo que para la determinacion de AA descrito
anteriormente.

El DHAA se determind mediante el calculo de la diferencia de
concentracion de VC y AA.

Los valores de VC, AA y DHAA, tanto de las muestras antes de liofilizar
como las liofilizadas, se expresaron en mg compuesto/100 g muestra sin
lofilizar y sin biopolimeros.

2.3.2. HUMEDAD

Para determinar la humedad (Xw) se emple6 el método 934.06 utilizando
una estufa de vacio (Vacioterm, J.P. Selecta, Espafia) a 60+1 °C a una
presion de <100 mm Hg hasta peso constante (AOAC, 1990).

2.3.3. GRADOS BRIX

Los solidos solubles (°Brix) se determinaron a 20 °C mediante un
refractrometro Refracto 30PX (Mettler Toledo, Japén).

2.4. Anédlisis estadistico

Para el anadlisis estadistico, para medir las diferencias entre las muestras
analizadas, se realizO un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el
programa Statgraphics Centurion version XVII con un nivel de confianza del
95% (p<0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Caracterizacion de la materia prima

En la tabla 1 se muestra el contenido de sdlidos solubles (°Brix),
humedad, VC, AA y DHAA de los subproductos de la extraccion del zumo
antes de ser liofilizados. Se observa que tanto el contenido de agua como el
de vitaminas, en general, es muy similar en ambos tipos de muestra sin
encontrarse diferencias significativas (p<0.05), es decir que la incorporacion
de Bp no afecté a estos parametros. Sin embargo, el contenido de sdlidos



solubles si que varia con la incorporacion de biopolimeros (p<0.05), como
era de esperar, pudiendo observarse cdmo la muestra que los contiene tiene
los °Brix mas altos.

TABLA 1. Concentracion de solidos solubles (°Brix), humedad (Xw, ¢
agua/100g de subproducto sin Bp), vitamina C (VC, mg/100g de subproducto
sin biopolimeros), acido ascorbico (AA, mg/100g de subproducto sin
biopolimeros) y &cido dehidroascorbico (DHAA, mg/100g de subproducto sin
biopolimeros) para los subproductos antes de liofilizar sin (SBZ) y con
biopolimeros (SBZ+BP). Superindices de letras diferentes en la misma
columna indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05) para el
ANOVA realizado.

Muestra ° Brix Xw \V/®: JAVAY DHAA
SBZ 6,4+0,17% 86,23+0,32% 103,78+12,71* 25,6+0,75% 78,18
SBZ+BP 9,63+0,05° 85,92+0,122 102,82+4,07* 26,26+0,91% 76,56

Los valores obtenidos de VC para los subproductos fueron mucho mas
altos que los reportados por otros autores para el zumo de naranja. Silva-
Espinoza et al. (2015) obtuvieron valores entre 48-51 mg VC/100 g de zumo,
la mitad que lo obtenido para los subproductos.

En un estudio anterior realizado con la misma naranja utilizada en este
trabajo (Camacho et al., 2019), se analizé el contenido de VC para el zumo
encontrandose un valor de 48.6£1.9 mg VC/100 g zumo que, teniendo en
cuenta los rendimientos del proceso, supuso 24+2 mg VC/100 g de naranja
entera, con la parte comestible y la no comestible. Al hacer el mismo calculo
para nuestro subproducto sin Bp, se obtienen 38.07 mg/100 g de naranja.
Esto supone que, de toda la vitamina C de la naranja entera,
aproximadamente un 25% se encuentra en la parte comestible y un 75 % en
el subproducto.

Por otra parte, Escobedo-Avellaneda et al. (2014) encontraron que,
aunqgue los valores de VC son mas altos en el subproducto que en el zumo,
la proporcién de AA y DHAA son diferentes en ambos productos. Casi toda
la VC del zumo estd compuesta por AA mientras que la del subproducto esta
compuesta por DHAA.

Podemos concluir entonces que el subproducto tiene mas VC que el
zumo de naranja pero que la fraccibn mayoritaria que conforma a esta
vitamina es de DHAA. Tanto el AA como el DHAA tienen funciones
bioldgicas y, aunque el AA es la especie mas reducida de ambos, el DHAA
parece tener propiedades antioxidantes también muy interesantes. Se ha
descrito que el DHAA protege ante el desarrollo de la aterosclerosis humana,
tiene un potente efecto anticancerigeno, un efecto vasodilatador y un efecto
antiescorbutico (Retski, Freeman, & Frei, 1993; Deutsch, 2000; Sibmooh,
Piknova, Rizzatti, & Schechter, 2008; Toohey, 2008).

3.2. Efecto de la trituraciéon en la extraccién de vitamina C



La composicion de los subproductos, con una gran cantidad de fibra,
ceras y aceites esenciales, entre otros, hace que la preparacion de la
muestra para la extraccion de compuestos influya en gran medida. Uno de
los pasos importantes y que se realiza para favorecer la extraccion es la
trituracion. Es por esto por lo que se estudio la influencia del grado de
trituracion en la extraccion de los compuestos estudiados.

La Figura 1 muestra el contenido de VC, en cada una de las muestras
estudiadas, como la suma del AA y el DHAA, antes de su liofilizacion.
Podemos observar que el contenido en AA se mantiene constante y sin
diferencias  significativas (p>0.05) en todas las muestras,
independientemente de su nivel de trituracion y la adicion de biopolimeros.
Sin embargo, no ocurre lo mismo con el DHAA. El producto mas triturado
presenta una mayor cantidad de este compuesto (p<0.05)
independientemente de que lleve Bp o no en su formulacion. Esto se traduce
en una mayor cantidad de vitamina C en el subproducto mas triturado
(p<0.05). Por tanto, podemos concluir que la trituracion favorece la
extraccidn y es un parametro que tenemos que controlar para que el analisis
sea fiable.
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FIGURA 1. Contenido en vitamina C (VC), acido ascérbico (AA) y é&cido
dehidroascorbico (DHAA) en los subproductos con y sin Bp (SBZ y SBZ
+BP) y con diferente trituracion (+T). Las diferentes letras indican diferencias
significativas (p<0,05) para el ANOVA realizado entre las muestras: A-B para
VC, x-y para DHAA y a para AA.

Las muestras SBZ+T y SBZ+T+BP presentaron, como era de esperar, los
mismos °Brix que SBZ y SBZ+BP y su humedad fue de 88,31 y 86,25 g
agua/100 g de muestra sin biopolimeros respectivamente.

3.3. Efecto de la matriz en la estabilidad de la vitamina C



Como hemos visto, el subproducto es una fuente de VC interesante, mas
rico en DHAA que en AA, que podria utilizarse para la obtencién de nuevos
productos o para la obtencion de extractos. Sin embargo, por su caracter
perecedero, se ha elegido, para su conservacion, la liofilizacion, tecnologia
muy estudiada en el grupo de investigacion donde se esta realizando este
trabajo y conocida por su bajo impacto en los compuestos bioactivos que se
degradan facilmente si se utiliza otro proceso mas convencional como puede
ser el secado por aire caliente. Sin embargo, para poder conocer la mejor
manera de conservar estos compuestos, es necesario estudiar el efecto de
la matriz en su estabilidad. Para ello, tal y como se explica en el apartado de
materiales y métodos, se comparo el contenido de VC de las muestras mas
trituradas con y sin biopolimeros, es decir, las muestras con toda la matriz,
con las muestras extraidas de esas matrices, todas ellas liofilizadas.

En la Figura 2 se presentan los resultados del contenido de VC, AA'y
DHAA para las muestras liofilizadas con toda la matriz (P SBZ+T y P
SBZ+BP+T) y sus extractos (PE SBZ+T y PE SBZ+BP+T).

Si comparamos estos resultados con los obtenidos para los productos sin
liofilizar (Figura 1), se observa una disminucion del total de VC a expensas
del DHAA. Esto puede ser debido a que el contenido minimo de agua en
estas muestras impide la oxidacién del AA pero, sin embargo, hace mas
inestable al DHAA. Leung (1987) describe que en productos con actividad
del agua de hasta 0,4, superiores a los de los productos liofilizados, la
oxidacion de AA es minima en valores. La inestabilidad del DHAA fue
descrita por Shephard et al. (1999).

Por otra parte, se observa una disminucion significativa (p<0,05) del
contenido de VC de los extractos liofilizados (PE SBZ+T y PE SBZ+BP+T)
en comparacion con las otras muestras liofilizadas. En este caso, tanto el AA
como el DHAA se pierden, aunque la incorporacién de Bp parecen actuar
como protectores de la vitamina (p<0,05).
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FIGURA 2. Contenido en Vitamina C (VC), acido ascorbico (AA) y éacido
dehidroascorbico (DHAA) en las muestras liofilizadas mas trituradas con (P
SBZ+T) y sin Bp (P SBZ+BP+T) y sus extractos (PE SBZ+T y PE
SBZ+BP+T). Los contenidos estan espresados en mg/100 g muestra antes
de liofilizar y sin Bp. Las diferentes letras indican diferencias significativas
(p<0,05) para el ANOVA realizado entre las muestras: A-C para VC, x-z para
DHAA'y a-c para AA.

4. CONCLUSIONES

Los subproductos tienen un mayor contenido de VC, mas ricos en DHAA
gue en AA, gue la parte comestible de la naranja.

La mayor trituracion de las muestras no influye en el contenido de AA
pero si aumenta el de DHAA y, por tanto, de VC.

Los extractos liofilizados son fisicamente inestables, o que hace que sea
muy dificil trabajar con ellos y, ademas, tienen un contenido muy pobre de
VC.

La VC es mucho mas estable y se conserva mejor en su matriz original.

La incorporacion de biopolimeros no afecta significativamente al
contenido de VC en el caso de las muestras antes de ser liofilizadas pero si
parece proteger al AA en las muestras liofilizadas.

Para una mejor conservacion de la vitamina C, se recomienda la
liofilizacién del subproducto y la posterior extraccion del compuesto, en lugar
de la liofilizacion del compuesto previamente extraido.
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