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Titulo: Efecto de la adicidon de maltodextrina resistente a zumos de naranja pasteurizados
sobre los compuestos bioactivos y su bioaccesibilidad

Resumen:

Actualmente, la fibra dietética es objeto de estudio por sus potenciales efectos beneficiosos que
pueden llegar a ejercer en el organismo. La maltodextrina resistente (MDR) es una fibra soluble
en agua y fermentable, se trata de un prebidtico con poder saciante, capaz de reducir los niveles
de glucosa vy triglicéridos en sangre y promover un buen estado de salud intestinal. Cada vez es
mds comun la adicidn de MDR a los alimentos, por tanto, es necesario estudiar sus posibles
efectos potenciales sobre los compuestos bioactivos intrinsecos de los alimentos y su
bioaccesibilidad. En el presente estudio se evalué el efecto de la adicion de MRD sobre los
compuestos bioactivos del zumo de naranja pasteurizado con y sin pulpa, ademds de su
bioaccesibilidad. RMD se adiciond en diferentes concentraciones: 0 (muestra control), 2,5%, 5%
y 7,5%. Se analizaron: acido ascérbico (AA) y vitamina C mediante HPLC; fenoles totales,
carotenoides totales (CT) y actividad antioxidante (AC) mediante espectrofotometria.
Posteriormente, se evalué la digestibilidad in vitro a través del método estandarizado propuesto
por Minekus et al. (2014). El jugo de naranja control con pulpa obtuvo valores significativamente
mas altos (p<0,05) de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante que las muestras de
zumo de naranja sin pulpa. La adicion de MDR antes del proceso de pasteurizacion del zumo
mejord significativamente los valores de los compuestos bioactivos (p<0,05), este efecto
protector fue mayor a mas altas concentraciones de MDR. Por otro lado, la adicién de MDR
mejord la bioaccesibilidad de la vitamina C y fenoles totales, sin embargo, disminuyd la
bioaccesibilidad de CT y AA. Esto provocé una ligera reduccién del valor de CA de las muestras
después de la digestion gastrointestinal con la adicion de MDR. La presencia de pulpa de naranja
también disminuyé la bioaccesibilidad de los fenoles totales y TC pero aumentd la
bioaccesibilidad de AA y vitamina C.
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Resum:

Actualment, la fibra dietetica és objecte d'estudi pels seus potencials efectes beneficiosos que
poden arribar a exercir en I'organisme. La maltodextrina resistent (RMD) és una fibra soluble en
aigua i fermentable, es tracta d'un prebiotic de poder sacien-te, capacg de reduir els nivells de
glucosa i triglicéridos en sang i promoure un bon estat de salut intestinal. Cada vegada és més
comuna l'addicié de MDR als aliments, per tant és necessari estudiar els seus possibles efectes
potencials sobre els compostos bioactivos intrinsecs dels aliments i el seu bioaccesibilidad. En el
present estudi es va avaluar |'efecte de I'addicié de MRD sobre els compostos bioactivos del suc
de taronja pasteuritzat amb i sense polpa, a més del seu bioaccesibilidad. RMD es va addicionar
en diferents concentracions: 0 (mostra control), 2,5%, 5% i 7,5%. Es van analitzar: acid ascorbic
(AA) i vitamina C per mitja de HPLC; fenols totals, carotenoides totals (CT) i activitat antioxidant
(AC) per mitja d'espectrofotometria. Posteriorment, es va avaluar la digestibilitat in vitro a través
del metode estandarditzat proposat per Minekus t'al. (2014). El suc de taronja control amb polpa
va obtindre valors significativament més alts (p<0,05) de compostos bioactivos i capacitat
antioxidant que les mostres de suc de taronja sense polpa. L'addicié de MDR abans del procés
de pasteuritzacié del suc va millorar significativament els valors dels compostos bioactivos () ,
este efecte protector va ser major a més altes concentracions de MDR. D'altra banda, I'addicid
de MDR va millorar la bioaccesibilidad de la vitamina C i fenols totals, no obstant aixo0, va
disminuir la bioaccesibilidad de CT i AA. A¢co va provocar una lleugera reduccié del valor de CA
de les mostres després de la digestid gastrointestinal amb I'addicié de MDR. La preséncia de
polpa de taronja también va disminuir la bioaccesibilidad dels fenols totals i TC pero va
augmentar la bioaccesibilidad d'AA i vitamina C.
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bioaccesibilidad
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Abstract:

Currently, dietary fiber is the object of study for its potential beneficial effects that it can exert
in the body. Resistant maltodextrin (RMD) is a water-soluble and fermentable fiber. It is a
prebiotic with satiating power, capable of reducing glucose and triglyceride levels in the blood,
and promoting good intestinal health. The addition of MDR to food is becoming more and more
common, therefore it is necessary to study its possible potential effects on the intrinsic bioactive
compounds of food and its bioaccessibility. In the present study, the effect of the addition of
MRD on the bioactive compounds of pasteurized orange juice with and without pulp, in addition
to its bioavailability, was evaluated. RMD was added in different concentrations: 0 (control
sample), 2.5%, 5% and 7.5%. Ascorbic acid (AA) and vitamin C were analyzed by HPLC; total
phenols, total carotenoids (TC) and antioxidant activity (AC) by spectrophotometry.
Subsequently, in vitro digestibility was evaluated through the standardized method proposed
by Minekus et al. (2014). The control sample of orange juice with pulp obtained significantly
higher values (p <0.05) of bioactive compounds and antioxidant capacity than the orange juice
samples without pulp. The addition of MDR before the juice pasteurization process significantly
improved the values of the bioactive compounds (p <0.05), this protective effect was at higher
concentrations of RMD. On the other hand, the addition of MRD improved the bioavailability of
vitamin C and total phenols, however, it decreased the bioavailability of CT and AA. This caused
aslight reduction in the CA value of the samples after gastrointestinal digestion with the addition
of RMD. The presence of orange pulp also decreased the bioaccessibility of total phenols and TC
but increased the bioaccessibility of AA and vitamin C.

Key words: Resistant maltodextrin; prebiotic; bioactive compounds; oranje juice;
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1. INTRODUCCION:

1.1. Obtencién de zumos de naranja a nivel industrial

1.1.1. Caracteristicas de la naranja

La naranja es uno de los frutos mds importantes del mundo. Se obtiene del naranjo dulce
(Citrus sinensis), un arbol frutal de la familia de las Rutaceas a la cual pertenecen numerosas
especies y en donde el género Citrus es el mas importante con numerosas especies con frutos
comestibles. Segun la Fundacion Espafiola de Nutricidon (FEN), las naranjas aportan cantidades
importantes de vitamina C y folatos; ademas, tienen un contenido apreciable de tiamina,
vitamina A, calcio, potasio y fibra. Destaca especialmente su contenido en carotenoides y
flavonoides (FEN).

Son originarias del sudeste asidtico alrededor de hace unos 20 millones de afios. Desde
entonces, el fruto de la naranja ha sufrido numerosas modificaciones gracias a la seleccidn
natural y a diferentes hibridaciones, tanto naturales como desarrolladas por el hombre. La
naranja se cultiva en regiones de clima cdlido y humedo, normalmente en invierno o a mediados
de otofio y sus principales productores son Brasil, China, India, México, Estados Unidos y paises
mediterraneos, donde forma una parte importante de su economia (INFOAGRO).

La mayor parte del cultivo de la naranja se destina para su consumo en fresco. Sin embargo,
también se comercializa como IV gama y para la elaboracién de zumos, mermeladas o jaleas.
Ademas, la corteza también posee aplicaciones industriales, principalmente como ingrediente
alimentario en la fabricacion de piensos (Pacheco et al., 2018). En Espaia es la fruta fresca mas
consumida por la poblacion segun el informe alimentario del Ministerio de Agricultura, Pesca 'y
Alimentacion (2018).

Poseen una piel gruesa y adherente, lamada epicarpio o flavedo, la cual esta muy coloreada
y provista de vesiculas oleosas generalmente de color anaranjado, especialmente cuando
alcanza un punto adecuado de maduracidn. También puede haber variedades cuyo epicarpio
sea de color verde independientemente de su fase de maduracién. Debajo del epicarpio se
encuentra el albedo o mesocarpio, que es una piel o capa blanca de sabor amargo que envuelve
completamente el endocarpio, que es la parte comestible de la fruta (Navarro, 2013). El
endocarpio posee una porcién dividida por membranas radiales en gajos o segmentos alargados
y curvos, los cuales proporcionan abundante jugo de sabor dulce y con ciertos toques acidos
dependiendo de la variedad, junto con una cantidad variable de semillas de color blanco. Son
frutas de forma esférica un poco achatadas por los polos, poseen un didmetro de 6 a 10
centimetros y su peso oscila entre 150 gramos hasta 200 gramos sin la piel (EROSKI, 2011).

Las naranjas tienen un bajo valor caldrico, con un aporte interesante de fibra soluble en
forma de pectina. Esta pectina se relaciona con la disminucidn del colesterol y glucosa en sangre,
ademas de favorecer la flora intestinal (FEN). Por otro lado, las naranjas también aportan
carotenoides con actividad provitaminica A (a-caroteno, B-caroteno y criptoxantina), los cuales
estan relacionados en la prevencion de distintos tipos de cancer y en la proteccién frente a
enfermedades cardiovasculares (Carranco et al., 2011). Ademas, contiene otros carotenoides
sin actividad provitaminica A, como la luteina y la zeaxantina. Estos estan asociados
inversamente con el riesgo de padecer cataratas y degeneracion macular (FEN). En la
composicion nutricional de la naranja también estan presentes algunos acidos organicos, como
el acido malico. Destaca especialmente su contenido en acido citrico, que es capaz de potenciar
la accién de la vitamina C, que a su vez favorece la absorcién intestinal del calcio (Gey et al.,
1993; Wills, 1985) y facilita la eliminacién de residuos toxicos del organismo, como el acido Urico
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(Jakse et al.,2019). Ademas, contienen importantes cantidades de los acidos hidroxicindmicos,
ferdlico, caféico y p-cumarico, ordenados de mayor a menor en funcién de su actividad
antioxidante. Las naranjas también son ricas en flavonoides, que estdn presentes en la pulpa
(FEN).

Es necesario tener en cuenta que la composicion nutricional del fruto de la naranja varia
ligeramente respecto a su zumo (Moreiras et al., 2009). Esto se debe a que durante el proceso
de elaboracion del zumo de naranja se eliminan las partes sdlidas (epicarpio, mesocarpio y su
contenido en fibra, principalmente) del fruto. En la Tabla 1 se pueden observar las diferencias
nutricionales entre el fruto de la naranja y el zumo de naranja (UNITED STATES DEPARTMENT
OF AGRICULTURE, 2017).

Tabla 1 Composicion nutricional de la naranja y el zumo de naranja. Fuente (UNITED STATES DEPARTMENT
OF AGRICULTURE, 2017)

Naranja fruta Zumo de naranja

Nutrientes Unidades Valores por Valores por 100
100 gramos gramos
Agua g 86,7 88,3
Energia kcal 47 45
Proteinas g 0,9 0,7
Grasas totales g 0,1 0,2
Carbohidratos, por diferencia g 11,7 10,4
Fibras, total dietario g 2,4 0,2
Azucares,total g 9,3 8,4
Minerales
Ca mg 40 11
Fe mg 0,1 0,2
Mg mg 10 11
P mg 14 17
K mg 181 200
Na mg 0 1
Zn mg 0,07 0,05
Vitaminas
Vitamina C, acido ascdrbico total mg 53 50
Tiamina mg 0,087 0,090
Riboflavina mg 0,04 0,03
Niacina mg 0,3 0,4
Vitamina B-6 mg 0,06 0,04
Folatos, FDE ug 30 30
Vitamina B-12 ug 0 0
Vitamina A, RAE ug 11 10
Vitamina A, IU U 225 200
Vitamina E mg 0,18 0,04
Vitamina D U 0 0
Vitamina K ug 0 0,1
Lipidos
Saturados, total g 0,015 0,024
Monoinsaturados, total g 0,023 0,036
Poliinsaturados, total g 0,025 0,040
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Numerosos estudios epidemioldgicos in vitro e in vivo han demostrado que el consumo de

citricos contribuye a mantener un buen estado de salud y a la prevencién de procesos
degenerativos, principalmente reduciendo el riesgo de padecer cancer, asi como enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares (Poulose et al., 2005).

1.1.2. Variedades de naranja

1.

3.

La naranja dulce, puede dividirse en 3 grandes grupos (Hervalejo, 2010; INFOAGRO):

Grupo navel: Las naranjas navel, o también conocidas como naranjas de ombligo, porque
dentro del fruto principal tiende a desarrollarse un segundo fruto muy pequefio y la fruta
gueda con la apariencia de tener un ombligo, tienen muy buenas caracteristicas
organolépticas, poseen un gran sabor dulce y son algo dcidas. Son naranjas de facil pelado y
no poseen semillas en su interior. La mayoria de este grupo no estan destinadas a la
elaboracion de zumo, pues se pierden una gran parte de sus propiedades durante su
elaboracion.

Las principales variedades de este grupo son la Naranja Navelina, Naranja Lane Late y
Naranja Washington.

Grupo Blancas: Son el grupo mds importante, mas extendido y antiguo del mundo. Se
encuentran un alto numero de variedades de naranjas y son aptas tanto para consumo en
fresco como para elaboracion de zumo. Cabe destacar las siguientes variedades:

e Valencia Late: Es la naranja dulce tardia mas cultivada en las principales regiones
citricolas del mundo. El jugo presenta altos niveles de sélidos solubles totales y buen
color. Ademas, poseen un alto rango de adaptacién climatica (INFOAGRO).

e Naranja Salustiana: Descubierta en Valencia, aunque también se consume como
producto fresco, es la variedad ideal para la elaboracién de zumo de naranja por su
tamanio, sabor y jugosidad. Posee una piel fina y unos gajos muy jugosos vy, gracias a
gue tiene una baja concentracién de limonina. Ademas, es capaz de mantenerse
durante un largo tiempo en buenas condiciones comerciales (Hervalejo, 2010).

e Naranja Pineapple: Se trata de un cultivo muy productivo, aunque propenso a la
veceria y caida de frutos antes de la cosecha, El fruto es de tamafio medio a grande,
redondo, con corteza delgada y de buen color en su madurez, puede llegar a
presentar hasta 20 semillas por fruto. Presenta un zumo de buen color y sabor,
suave, dulce y con una alta concentracién de sdlidos solubles lo que la hace una de
las variedades ideales para la extraccion de zumo. Su momento éptimo de
recoleccidn tiene lugar entre los meses de enero y febrero (Hervalejo, 2010).

e Naranja Parson Brown: Presentan un fruto redondo y compacto, de superficies
rugosay con una corteza medianamente gruesa, la naranja es dulce, sabrosa, y tiene
mucho zumo. La pulpay el zumo son de menor color en comparacién con variedades
mas tardias como “Pineapple’ y "Valencia’. Su recoleccién tiene lugar durante los
meses de enero y febrero (Hervalejo, 2010).

e Naranja Barberina: Considerada como una de las variedades con mejores
caracteristicas organolépticas, posee un sabor muy dulce y de menor acidez que las
variedades de blanca y un alto porcentaje de zumo por pieza que, gracias a su gran
tamafio y piel fina, hacen que sea una variedad muy apta para la elaboracién de
zumos (INFOAGRO).

Grupo Sanguina: La presencia de antocianina en su corteza y pulpa, ademds de actuar como
antioxidantes, le proporcionan un caracteristico color rojo, de mayor o menor intensidad
dependiendo de la variedad y las condiciones edafoclimaticas. Poseen pocas semillas, son
extremadamente tiernas y jugosas y su recoleccion oscila entre enero y mayo.
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1.1.3. Produccion de zumos.

Segun el Real Decreto 781/2013 por el que se establecen las normas relativas a la
elaboracion, composicion, etiquetado, presentacién y publicidad de los zumos de fruta y otros
productos similares, definimos el zumo de fruta como el “producto susceptible de fermentacidn,
pero no fermentado, obtenido a partir de partes comestibles de frutas sanas y maduras, frescas
o conservadas por refrigeracidon o congelaciéon, de una o varias especies mezcladas, que posea
el color, el aroma y el sabor caracteristicos del zumo de la fruta de la que procede, pudiéndose
incorporar el aroma, la pulpa, y las células que haya perdido con la extraccion™. En el caso de los
citricos, el zumo de frutas procedera del endocarpio.

De la produccién mundial de citricos, casi el 40% se destina a la elaboracién de zumos,
principalmente frescos y concentrados (Jhonson, 2001).

La elaboracidn de zumos y néctar ocupa una parte significante en el mercado de bebidas,
en el aino 2018 obtuvo un 8,2% del valor producido total del mercado de bebidas, ademas, el
zumo de naranja es el mas consumido de todos (Rodriguez et al., 2011).

Segun el informe elaborado por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion del
gobierno de Espafia en 2018, el consumo per cépita de zumo y néctar en Espafia se sitla en los
8,60 litros por persona y ano. De estos, 3,92 litros son de néctar, 2,20 litros son de zumo
concentrado, y 1,55 litros son de zumo de fruta exprimido.

1.1.4. Parametros de calidad

La industria de elaboracion de zumos es muy rigurosa en los controles de calidad de la
materia prima y de su trazabilidad si procede del campo o de las centrales fruticolas (Lorente et
al.,2011). Es necesario conocer las propiedades fisicoquimicas de la materia prima para poder
optimizar todas las operaciones que comprenden la transformacion industrial del fruto. Diversos
factores, como la materia prima, madurez, procedencia, condiciones de produccién, transporte
y almacenamiento del producto afectan a las caracteristicas del producto final (Lorente et
al.,2011).

La relacidn de ciertos parametros quimicos, como la concentracion de vitamina C (Lee y
Chen,1998) asi como también el contenido en carotenoides (Meléndez et al., 2003) con los
pardmetros instrumentales de la determinaciéon de color de los jugos citricos, estan siendo
ampliamente usados como indicadores de calidad (Melendez et al., 2005).

La Tabla 2 recoge los pardmetros minimos de autenticidad y calidad que debe cumplir un
zumo de naranja industrial, asi como los métodos de anilisis aplicables (RD 1518/2007). Estos
datos sirven de referencia a las autoridades competentes para asegurar la calidad comercial del
zumo de naranja industrial, protegiendo al consumidor de fraude y de competencia desleal.
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Tabla 2. Pardmetros minimos de autenticidad y calidad en el zumo de naranja (adaptaciéon del Anexo | del RD

1518/2007).
Parametros Unidad Valor Observaciones
de
medida
Eg;;(l)iad relativa minimo 1,040 Zumo directo.
Grados Brix L Zumo directo.
. minimo 10,0

correspondiente

Acidez valorable a Meg/! 90-240 Los valores indicafjc?s corlre.sponde.n a58-15,4g/l

pH 8,1 calculados como acido citrico anhidro pH 8,1.

Acido citrico g/l 6,3-17
Pueden obtenerse valores en casos excepcionales
para productos de alta ratio. Los resultados son
consistentes entre 70 y 130 mg/l. Valores
superiores a los indicativos deben relacionarse con

Acido D-isocritico Mg/ 65-200 la acidez total (zumos mediterraneos de cosechas
tempranas) y pueden encontrarse en zumos de
naranja navel en California. Pueden obtenerse
valores tan bajos como 40 para productos de alta
ratio de Florida, El Caribe y Centro y Suramérica.

Acido citrico: Acido N Valores superiores a 1§O pueden' obtenerse. para

D-isocritico maximo 130 productos de allt.a ratio de Florida, El Caribe vy
Centro y Suramérica.
La media natural del contenido de Acido L-
ascorbico del zumo recién exprimido estad entre

Acido L-ascérbico mg/I minimo 200 400 y 500 mg/l. Deben garantizarse 200 mg/| de
Acido L-ascérbico a la fecha de consumo
preferente.

Glucosa mg/| 20-35

Fructosa mg/L 20-35

Glucosa: Fructosa 0,85-1,0
El contenido porcentual de la sacarosa en el total
de azucares es menor del 50% excepto para zumos
de final de temporada y/o alta ratio de Florida,
Golfo de Méjico y el area del Caribe donde pueden
encontrarse valores superiores al 60 %; La ratio

Sacarosa o/l 10-50 gl'ucosa-fr'uctosa no. supe'ra el 1,00. Fn casos de
divergencias debe investigarse el origen. Como
regla, un exceso de glucosa y/o una proporcién
demasiado alta de sacarosa en el azlicar total
indica azucarado adicional. Una proporcion
inferior de sacarosa puede estar causada por
inversion.

Maltosa ausencia

Isomaltosa ausencia

1.1.5. Proceso de obtencién del zumo de naranja.

En cuanto a la produccién de zumos citricos, la fruta puede proceder de la recoleccidn
directa, lo cual resulta cada vez mas comun, o de los excedentes de fruta para consumo fresco

(Lorente et al., 2011).



Simon Betelu Cuervo UPV-EAMN

La materia prima presenta un grado de variabilidad que depende de varios factores
diferentes como la variedad de las naranjas, origen, exposicién climatica, etc. Estas variaciones
provocan la obtencién de zumos cuya composicion fisicoquimica varia notablemente a lo largo
de la campafia. Por ello, la industria tiende a utilizar una mezcla equilibrada de varios zumos con
el fin de obtener un producto estandarizado de calidad. Es necesario partir de un zumo con un
contenido adecuado de pulpa centrifugable al que se le haya aplicado un tratamiento de
conservacion suficiente como para garantizar su vida util comercial. Se suelen utilizar naranjas
Valencia, pues tienen una baja concentracién de limonina, que confiere un sabor amargo al
zumo. También se usan naranjas navel para la realizacidon de mezclas (Lorente et al., 2011).

La produccidon de zumo de naranja se puede realizar de forma directa, mediante la
extraccién del zumo a partir del fruto, o mediante reconstitucion del zumo de naranja a partir
de un producto concentrado. En el caso de que se realice de forma directa, en la industria se
suele utilizar el término NFC ("Not From Concentrate™). Por el contrario, si el zumo se obtiene a
partir de un concentrado de zumo de naranja, se le conoce como FCOJ ("From Concentrate
Orange Juice”). Para el presente estudio se utiliza zumo de naranja directo. Una vez se obtiene
el zumo de naranja, este se puede someter a diferentes tratamientos de conservacién, lo que
dara lugar a que el producto terminado se almacene en condiciones de refrigeracién o a
temperatura ambiente (Lorente et al., 2011).

1.1.6. Etapas de produccién de zumos citricos directos.

A continuacidn, se detallan las diferentes etapas para la produccién de zumos citricos
directos (Lorente et al., 2011).

e Recepcidn de fruta: La fruta se descarga de los camiones para su posterior procesado.
Esta deberia permanecer en las zonas de almacenaje como maximo 24 horas. Es conveniente
gue se deposite en grandes silos o balsas, de modo que la industria pueda funcionar a un ritmo
constante y eficiente. En esta etapa se realizan controles de calidad con el objetivo de
estandarizar el fruto que posteriormente se utilizara para la produccién del zumo de naranja.

e lLavado de fruta: La fruta pasa por una lavadora en la que, mediante duchas, cepillos o
la combinacién de ambos, son eliminados restos de hojas, tierra y suciedad con el objeto de
garantizar la higiene (Rodriguez et al., 2018). De esta forma se evita que pasen al zumo
impurezas no deseadas. Se recomienda la utilizacidn de detergentes, que aumentan la eficiencia
del lavado de la fruta y permiten reducir la poblacién microbiana de la superficie del fruto.

e (Calibrado: La fruta es clasificada segun el tamafo para optimizar su extraccién de forma
que, el fruto se adapte al tamafio de las copas del sistema de extraccion. El calibrado se realiza
haciendo girar la fruta a través de unos rodillos dispuestos horizontalmente y de forma paralela
a una cinta de transporte. Posteriormente, se dirige a las bandejas de las extractoras a través de
una cinta de alimentacidon inclinada y a su vez dividida en varios canales para la correcta
alimentacién del sistema de copas de extraccion. Gracias a este sistema, se permite retirar el
exceso de fruta, que posteriormente se vuelve a incorporar a la extractora de zumo mediante
una cinta de retorno.

e Extraccidén de zumos citricos: Su funcionamiento de basa en la separacion instantanea
de los elementos constituyentes del fruto tales como piel, membrana, semillas y otros productos
no deseables que, de permanecer demasiado tiempo en contacto con el zumo, pueden afectar
negativamente a la calidad del producto.
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La extraccion del zumo de acuerdo al “principio de extraccidon de toda la fruta”, es una
tecnologia en base a la cual se extrae mas del 75 por ciento de la produccién mundial de zumos
citricos. Este principio se basa en el disefio Unico de extractores de zumo dentro de la maquina.
Los componentes interactian de tal manera que pelan la naranja y exprimen el zumo de la
naranja pelada mediante un colador; todo, en un espacio de fracciones de segundo (Jhonson,
2001). La extraccion rapida evitard que pasen al zumo sustancias procedentes de las semillas,
membranas y corteza que pueden ocasionar amargor y sabores extrafios.

Actualmente, el equipo de extraccion mas utilizados es el JBT in-line, presente en la mayoria
de las industrias a nivel global. Consta de 3 a 8 cabezales formado por un par de copas, superior
e inferior. Ambas copas presentan orificios en la parte central con un borde cortante que abre
en la parte inferior de la fruta una seccién de didmetro variable y fuerza a las partes interiores
de la fruta a pasar a través de un tubo perforado. Cuando se coloca la fruta en la copa inferior,
la copa superior, baja y exprime la fruta, haciendo presidon sobre la copa inferior. Un extractor
JBT de cinco cabezales puede procesar entre 325 y 560 piezas de fruta por minuto.

e Tamizado: El zumo procedente de las extractoras se filtra a través de tamizadores,
donde se elimina el contenido en pulpa flotante. Tras este proceso, la pulpa restante en el zumo
Y que es precipitable serd la que de turbidez al zumo. La pulpa extraida es procesada y utilizada
de diferentes formas en zumos, refrescos, yogures, galletas, etc.

e Lavado de pulpa: En caso de no utilizar la pulpa extraida con fines industriales, es posible
realizar un lavado de pulpa para la extraccion de los azlcares presentes en esta, y su posterior
uso para la elaboracién de zumo concentrado o bebidas refrescante. Se puede llegar a recuperar
hasta un 7% de sélidos solubles.

e Envasado y almacenamiento: El envasado es muy importante para la proteccién de la
vitamina C, color, aromas y sabor del zumo. Normalmente, se realiza un envasado aséptico de
forma que, ademas de tratar térmicamente el zumo, el material del envase es higienizado
(Rodriguez et al., 2018). El material del envase debe presentar una barrera eficaz frente al
oxigeno, la luz, la pérdida de aromas y la entrada de microorganismos. Los mas populares son
los envases multicapa, de vidrio y de plastico.

1.1.7. Pasteurizacién

En los ultimos afios, se han desarrollado diversos tratamientos de conservacién que
permiten prolongar la vida util de los alimentos, como las tecnologias de procesado a altas
presiones o campos eléctricos pulsados. Sin embargo, la pasteurizacion sigue siendo hoy el
método mas rentable a nivel econdmico, y por ello el mas utilizado (Jhonson, 2001). Al aplicar
la pasteurizaciéon al zumo de naranja se consigue la reduccién de elementos patdgenos y
alteradores, tales como bacterias, mohos y levaduras para su conservacion. El calor aplicado ha
de ser el minimo posible para asegurar la estabilidad sin alterar de forma significativa las
propiedades organolépticas del zumo (Jhonson, 2001). Esto es asi ya que la pasteurizacion,
ademads de inactivar microorganismos, destruye en mayor o menor medida constituyentes
deseables como nutrientes, compuestos bioactivos, aromas, color y textura que redundan en
una pérdida de la calidad del producto (Navarro, 2013).

Las temperaturas de tratamiento del zumo que se requieren para asegurar la estabilidad
del producto oscilan entre 70-95 2C durante 15-30 segundos (Lorente et al.,2011). Antes del
tratamiento térmico, se aconseja realizar una desaireacion del zumo para reducir el oxigeno
disuelto y de esta forma reducir la oxidacion de la vitamina C del zumo y el deterioro de las
caracteristicas organolépticas, ademas de mejorar el proceso de transmision térmica.
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1.2. Prebidticos
1.2.1. Definicion y tipos

Los prebidticos son utilizados como complemento en los llamados alimentos funcionales
(Johnsony Versalovic, 2012). Un alimento funcional puede definirse como un elemento dietético
gue, ademads de proporcionar nutrientes y energia, modula de manera beneficiosa una o mas
funciones especificas en el cuerpo, mejorando ciertas respuestas fisioldgicas y/o reduciendo el
riesgo de enfermedades (Nicoletti, 2012). Los alimentos funcionales no curan ni previenen
enfermedades por si mismos y no son esenciales para la dieta, sino que deben considerarse en
el contexto de una dieta saludable para ejercer su interés potencial (Tur y Bibiloni, 2016). Un
aspecto esencial es que la cantidad y forma de consumo debe ser la habitual en la dieta, por lo
que el alimento funcional es ante todo un alimento y no un farmaco.

La definiciédn de prebidtico ha ido variando con el tiempo a causa de las investigaciones y
avances que se han llevado a cabo a lo largo de los afios, e incluso hoy en dia es complicado
encontrar una definicién capaz de abarcar todas las propiedades que poseen. Actualmente, los
prebidticos han sido definidos segun la Food and Agriculture Organisation of the United Nations
(FAO) y la Asociacién Cientifica Internacional de Probidticos y Prebidticos (ISAPP) como
“ingredientes alimentarios que al ser fermentados selectivamente producen cambios especificos
en la composicion y/o actividad de la microbiota gastrointestinal confiriendo beneficios en la
salud del individuo” (Corzo et al., 2015).

Por otro lado, la World Gastroenterology Organization (WGQO) definid a los prebidticos como
“sustancias de la dieta (fundamentalmente polisacdridos no amildceos y oligosacdridos no
digeribles por enzimas humanas) que nutren a grupos seleccionados de microorganismos que
habitan en el intestino favoreciendo el crecimiento de bacterias beneficiosas sobre las nocivas”
(Corzo et al., 2015).

Es necesario tener en cuenta que todos los prebidticos se consideran parte de la fibra, pero
no toda la fibra es prebiética. La fibra alimentaria, son polimeros de carbohidratos con un grado
de polimerizacion no inferior a 3, no digeribles ni absorbibles. Dentro del concepto se incluye las
celulosas, hemicelulosas, glucanos, pectinas, gomas y mucilagos (Gray, 2006). La diferencia
entre fibra y prebiético es que mientras que la fibra sufre una un fermentacion parcial o total en
el intestino grueso, los prebidticos experimentan una fermentacidn selectiva (Sanchez, 2017).
Dada la variedad de alimentos que pueden estar reforzados por prebidticos, su capacidad para
conferir cambios positivos en la microflora y otros aspectos relacionados con la salud, es
importante que se utilicen tecnologias robustas para analizar su funcionalidad (Gibson et al.,
2004).

Por ello, es necesario conocer los requisitos que debe cumplir una sustancia determinada
para poder ser definida como prebidtico. The International Scientific Association for Probiotics
and Prebiotics (ISAPP) considera que un prebidtico es todo aquel que cumpla con los siguientes
requerimientos (Gibson et al., 2004):

1. No ser hidrolizado o absorbido en el tracto gastrointestinal superior y por tanto
resistir a la degradacién por acidez gastrica, la hidrdlisis de enzimas digestivas y no
absorberse en el intestino delgado.

2. Ser fermentado selectivamente por bacterias beneficiosas de la microbiota
intestinal.

3. Ser capaz de inducir efectos fisioldgicos beneficiosos para la salud.
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Es necesario realizar estudios in vitro, para el escrutinio y seleccién de sustratos con
potencial prebidtico que posteriormente serdn validados en modelos animales. Para finalizar, el
sustrato seleccionado con los modelos anteriores seria candidato para llevar a cabo los estudios
de intervencidn en humanos que permitan evaluar su eficacia en el sitio de accién y demostrar
cientificamente su capacidad prebidtica (Corzo et al., 2015).

Se ha demostrado cientificamente dichas propiedades para la inulina, fructooligosacaridos
(FOS), galactooligosacaridos (GOS), la lactulosa y los oligosacaridos de leche humana (HMO).
(Corzo et al., 2015). También existen una serie de candidatos a prebidticos que se estdn
sometiendo a estudio para demostrar su efecto en seres humanos. Algunos de los candidatos a
prebidticos son: pectooligosacaridos bacterianos (EPS), polidextrosa (PDX), arabinoxilanos y
almidones resistentes (Binns, 2013).

e Fructooligosacdridos (FOS)

Son oligosacaridos lineales formados por entre 10 y 20 mondmeros de fructosa, unidos por
enlaces B y que pueden o no contener una molécula inicial de glucosa.

En funcidon de la longitud de su cadena y teniendo en cuenta el grado de polimerizacion,
podemos encontrar dentro de los FOS:

o Oligofructosa: grado de polimerizacién menor de 9.
o Inulina: grado de polimerizacidn de hasta 60.

Los FOS se obtienen a partir de la hidrélisis de la inulina presente en productos vegetales, o
mediante trans-fructosilacion enzimatica de sacarosa, reaccion catalizada por la enzima
fructosiltransferasa (Corzo et al., 2015).

Ambos estan formados por enlaces glicosidicos B-(2-1) el cual les hace resistentes a la
hidrélisis por las enzimas digestivas humanas de forma que evitan su digestién. Tanto la inulina
como los FOS favorecen el crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos, y disminuyen el de
bacteroides y clostridios. Actualmente estan reconocidos como ingredientes GRAS (Generally
Recognized As Safe) en EEUU y como FOSHU (Foods for Special Health Use) en Japon
permitiendo su uso sin restricciones en numerosos alimentos como yogures, bebidas, barritas
de cereales, galletas, etc. (Hernandez et al., 2015).

e Lactulosa

Es el prebidtico mas sencillo en cuanto a estructura. Se trata de un disacarido sintético que
se obtiene industrialmente mediante un proceso de isomerizacién en medio basico de la lactosa,
o0 a través de sintesis enzimatica usando lactosa y fructosa y B-galactosidasas (Villamiel,2014).
La lactulosa es resistente a las enzimas digestivas por lo cual no se hidroliza como la lactosa, por
ello es capaz de llegar al colon sin alterarse, donde sera metabolizada selectivamente por
bifidobacterias y lactobacilos. Se ha demostrado la baja absorcién en el intestino delgado y sus
beneficios en el desarrollo de microbiota beneficiosa, produciendo una significativa disminucion
de bacteroides, clostridios, estreptococos y enterobacterias (Corzo et al., 2015).

Las propiedades prebidticas de la lactulosa se han puesto de manifiesto cuando se ha
afiadido a alimentos como yogures, férmulas infantiles, leche de soja, y otros.

e Galacto-oligosacaridos (GOS)
Los GOS son compuestos obtenidos industrialmente a partir de la lactosa del permeado de

suero de queseria, mediante transglicosilacion catalizada por b-galactosidasas (lactasas).
Presentan un reconocido caracter prebidtico porque estimulan el crecimiento de bacterias
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lacticas y bifidobacterias en el intestino humano. Contienen de 2-10 moléculas de galactosa
unidas a una glucosa terminal y se diferencian entre si en la longitud de la cadenay en el tipo de
enlace (Roberfroid, 2010).

Pueden encontrarse de forma natural en la leche humana y animal. Los GOS son
reconocidos en todos los paises de la Uniodn Europea, como
ingredientes alimentarios y no como aditivos ya que se encuentran de forma natural
en la leche materna. Ademas, estan considerados GRAS en EEUU y en Japdn como FOSHU. Se
utilizan en la elaboracién de leches maternizadas (junto con FOS) con la finalidad de imitar los
efectos de laleche humana sobre la microbiota de los lactantes (Marifio et al., 2016). Las fuentes
naturales son la leche, incluida la humana, y las legumbres (Hernandez et al., 2015).

e Maltodextrina resistente

La maltodextrina resistente o RMD, es una fibra soluble en agua y fermentable producida
por el tratamiento térmico del almidén de maiz, no se digiere en el intestino delgado, pero si
fermenta en el colon, lo que resulta en una mejora de la producciéon de acidos grasos de cadena
corta (Lockyer y Nugent,2017). En estudios anteriores se ha demostrado que la RMD aumenta
el recuento de bifidobacterias fecales y peso humedo de las heces (Burns et al.,2018), puede
provocar a corto plazo una disminucidn del hambre y un aumento de las hormonas de saciedad
cuando se ingiere en una comida (Ye et al.,2015).

Su estructura molecular consiste en una pequefia proporcidn de sacaridos con un grado de
polimerizacion (DP) 1-9 y muchos polisacaridos polisacdridos nutritivos con un grado de
polimerizacion menor de 10, donde las moléculas de D-glucosa se encuentran unidas
principalmente por enlaces glucosidicos a (1-4). Contiene una distribucién aleatoria de enlaces
1-2 y 1-3, que se forman durante el proceso de dextrinizacion, y enlaces 1-4 y 1-6 de forma
natural encontrado en el almidén (Hashizume y Okuma, 2009).
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Figura 1: Estructura quimica de RMD

Gracias a su baja viscosidad y su alta estabilidad al calor y condiciones acidas, su uso esta
extendido en la industria alimentaria. Ademas, es insipido y sin sabor, por lo que puede
agregarse facilmente a una amplia gama de productos alimenticios (Arilla et al., 2020).

Ademas, la RMD parece ser mas eficaz en alimentos liquidos que en sélidos (Livesey y
Tagami, 2009). Actualmente, la industria de bebidas estd aumentando la cantidad de
ingredientes mas saludables en sus jugos, por ejemplo, mediante el desarrollo de bebidas
funcionales mediante la adicidn de prebiéticos (Priyadarshini y Priyadarshini, 2018).

10



Simon Betelu Cuervo UPV-EAMN

1.2.2. Propiedades de los prebioticos
La Tabla 3 recoge los principales beneficios de los prebidticos (Marifio et al.,2016):

Tabla 3 Principales beneficios de los prebicticos. Fuente (Marifio et al., 2016)

Propiedad beneficiosa Funcion fisiologica

Aumento de la presidn osmética luminal.

Aumento de la secrecion de agua.

Aumento de la peristalsis.

Aumento del volumen de heces y de la generacion de gases.
Prevencidn de infecciones, diarrea, estrefiimiento.

Mejora de los sintomas de la enfermedad inflamatoria intestinal.
Favorece la produccién de 4cidos grasos de cadena corta como el
acido acético, propidnico y butirico.

El 4cido butirico al ser metabolizado por el epitelio coldnico, actla
como regulador del crecimiento celular al retardar la proliferacién
celular y ademas favorecer la diferenciacién y la apoptosis de
aquellas células que han cumplido su ciclo de vida util o han sufrido
Prevencién en la algun dafio metabdlico.

aparicion de tumores | Aumento de la biodisponibilidad de ciertos minerales como el
malignos en el epitelio | calcio, el zinc, el magnesio y el hierro. Su uso es muy importante en

Mejora de las
funciones intestinales

del colony el tratamiento de la osteoporosis, ya que favorece la absorcion del
enfermedades calcio y reduce su excrecidn urinaria.
Favorecen la sintesis de vitaminas del grupo B, sobre todo acido
folico.

Aumentan la funcién inmunoldgica del huésped al aumentar la
proliferacién de las bacterias probidticas.

1.2.3. Aplicaciones de los prebioticos en bebidas de fruta

En el mercado existe un gran interés en el desarrollo en bebidas a base de frutas
enriquecidas con probidticos y prebidticos, mas aun cuando se ha encontrado que estas
matrices son sustratos y fuentes de prebidticos, debido a que contienen agua, minerales,
vitaminas, fibra dietética y antioxidantes, ademas de ser consideradas por los consumidores
como bebidas refrescantes y saludables (Bernal et al., 2017).

e Efecto sensorial

Se han realizado pocos estudios relacionados con el efecto sensorial de la adiciéon de
prebidticos en bebidas de frutas y vegetales. Sin embargo, estudios realizados en néctares de
papaya con oligofructosa han mostrado los analisis de preferencia que los néctares con adicién
de oligofructosa e inulina son valorados tanto en sabor como en aceptabilidad en igual medida
que aquellos néctares que contienen solamente azucar (Braga et al., 2015). Adicionalmente en
otras bebidas no lacteas como batidos de frutas que contiene Bifidobacterium lactis HNO19 y
fructooliogosacdridos han demostrado que contribuyen al perfil sensorial, la composicién
nutricional del batido y posiblemente cambian sus propiedades fisicoquimicas a través de la
reduccion de la actividad del agua (Tymczyszyn et al., 2011). También se ha reportado que los
prebidticos pueden proporcionar atributos en la textura final del producto (Martins et al., 2013).

e Agentes protectores en la microencapsulacion
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Se ha sugerido a los prebidticos como agentes protectores en la microencapsulacion de
probidticos (Montes, 2013). La microencapsulacién ofrece el potencial de reducir los efectos
adversos sobre la viabilidad de los probidticos en los alimentos y los efectos gastrointestinales
en el huésped, asi como durante el procesamiento, almacenamiento y consumo (Manojlovi et
al., 2010).

e Sustitutivos de sacarosa.

La sacarosa, que usualmente se usa como edulcorante en bebidas de jugos de frutas, puede
ser parcialmente sustituida con FOS sin afectar significativamente la calidad global (Renuka et
al., 2009).

1.3. Compuestos bioactivos de los zumos citricos

Los citricos son alimentos de gran interés en la poblacion humana, no solo por sus
caracteristicas organolépticas sino también por su aporte de azlcares, micronutrientes y otras
sustancias bioactivas, las cuales tienen un impacto significativo en la prevencién de ciertas
enfermedades y son indispensables a largo plazo para nuestra salud (Martinez-Navarrete et al.,
2008).

1.3.1 Compuestos fendlicos

Son un numeroso grupo de compuestos ampliamente distribuidos en la naturaleza
(Martinez-Valverde et al., 2000). Se tratan de sustancias con al menos un anillo aromatico
(benceno) con uno o mas grupos hidroxilo, incluyendo derivados funcionales (Martinez de Toda,
2010). Existen dos grandes grupos de compuestos fendlicos: los acidos fendlicos (benzoicos y
cindmicos) y los flavonoides (flavonoles, antocianos y taninos). Se diferencian estructuralmente
en que los acidos fendlicos tienen un Unico anillo, mientras que los flavonoides estan formados
por dos anillos fendlicos unidos por una cadena de tres atomos de carbono (Martinez de Toda,
2010).

1.3.2 Flavonoides

Es el grupo mas grande de fenoles. Poseen un gran niumero de efectos bioldgicos tales como
inhibicidn de las enzimas clave en la respiracion mitocondrial, proteccidon ante enfermedades
coronarias, accién antiinflamatoria, antimicrobiana y antioxidante, que ayuda en la reduccion
del riesgo de padecer cancer (Gil-lzquierdo et al., 2002).

Se clasifican principalmente en seis grupos: flavonoles, flavonas, flavanonas, isoflavonas,
antocianinas y flavanoles (Peterson y Dwyer, 1998). Las flavanonas se encuentran de manera
abundante en los citricos y les confieren su caracteristico sabor (Macheix et al., 1990). Se pueden
encontrar en formas de aglicona, como la naringenina, que es un compuesto importante en los
citricos, o en forma de glucdsido. Los glucésidos pueden tener dos formas, neohesperidésidos y
rutinésidos (Macheix et al., 1990; Gionfrido et al., 1996):

. Neohesperiddsidos: a este grupo pertenecen compuestos como la naringina,
neohesperidina, poncirina y neoeriocitrina. Confieren sabor amargo (Tripoli et al.,2007).
. Rutindsidos: a este grupo pertenecen la hesperidina, narirutina y didimina. No

tienen sabor (Tripoli et al., 2007).
1.3.3 VitaminaAyC

Las vitaminas son un grupo heterogéneo de compuestos organicos esenciales para el
desarrollo de la vida animal. La mayoria de las vitaminas no son capaces de ser sintetizadas en
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el cuerpo de los animales. Existen en cantidades muy pequefias dentro de las materias
alimenticias de origen animal y vegetal. Son requeridas en cantidades traza y generalmente la
carencia de alguna vitamina en la dieta provoca diferentes signos morfoldgicos y fisioldgicos por
deficiencia (Hernandez y Sastre,1999).

Seguln su solubilidad, las vitaminas pueden dividirse en liposolubles e hidrosolubles. Las
vitaminas liposolubles son absorbidas en presencia de grasas en el tracto gastrointestinal y
pueden ser almacenadas en caso de un consumirse de manera excesiva a las demandas
metabdlicas del organismo, incluso pudiendo llegar a provocar hipervitaminosis. Dentro de las
vitaminas liposolubles del fruto de la naranja podemos destacar la vitamina A. Las vitaminas
hidrosolubles, como la vitamina C, son aquellas que son solubles en agua y, en consecuencia, no
son almacenadas en cantidades significativas, sino que se expulsan del organismo a través de la
orina. Es necesario un aporte regular de vitaminas hidrosolubles para evitar el agotamiento de
las reservas corporales (Pamplona, 2003). Cabe destacar las elevadas concentraciones de
vitamina C presentes en la naranja.

e Vitamina A: Es esencial para el crecimiento y salud normal. En caso de carencia de esta
vitamina en la alimentacién, aparecen enfermedades de las mucosas, alteraciones de las
glandulas sebdceas y gastricas que tienen como resultado inhibicién del crecimiento y un riesgo
elevado de infeccion. En el proceso visual la vitamina A actua en forma de retinal, que constituye
un cofactor del pigmento rodopsina. También actlan como antioxidantes y secuestrantes de
radicales en caso de estrés oxidativo (Baltes, 2006).

e Vitamina C: Es la vitamina mayoritaria en la naranja. Una naranja de tamano medio
aporta 82 mg de vitamina C, siendo 60 mg la ingesta recomendada al dia para este nutriente
(EFSA). Los compuestos con actividad de vitamina C son el acido ascérbico y el acido
dehidroascérbico.

A nivel celular, dependiendo de las condiciones del medio puede actuar como agente
reductor, interviniendo como fuente de electrones para que se produzca la reduccion del
oxigeno; o como agente protector antioxidante para mantener el estado reducido de los iones,
hierro y cobre. Ademas, evita la oxidacidn de tetrahidrofolatos, asi como la formacién de
nitrosaminas carcinégenas, mediante la reduccidn de nitritos, lo que le podria conferir cierto
papel protector frente al desarrollo de ciertos tumores (Vazquez-Martinez et al., 2005). Su
carencia suele provocar un reblandecimiento de las estructuras de colageno, que dan como
resultado frecuentes hemorragias (escorbuto) (Vazquez-Martinez et al., 2005). También es
efectiva en la prevencién y tratamiento de la arteriosclerosis (Gey et al., 1993; Wills, 1985).

1.3.4 Carotenoides

Son los compuestos responsables de la gran mayoria de las pigmentaciones amarillas,
naranjas o rojas presentes en los alimentos vegetales. La estructura quimica base de los
carotenoides es el licopeno. Este consiste en una cadena larga de 8 unidades de isopreno, un
sistema conjugado de dobles enlaces el cual es el grupo croméforo responsable del color. La
ciclacion del licopeno en un extremo conduce al y-caroteno, mientras que la ciclacion en ambos
extremos produce el B-caroteno. Otros isdmeros del B-caroteno (a y ecaroteno) sélo difieren en
la posicidn de los dobles enlaces en las unidades ciclicas terminales (Lock, 1997).

Se conocen alrededor de 600 compuestos de esta familia, que se pueden dividir en dos
grupos: los carotenos, que son hidrocarburos, y las xantofilas, sus derivados oxigenados.
También estan los apocarotenoides, que son de tamafio menor y estan formados por la ruptura
de los carotenoides tipicos. En cuanto a su identificacion, los carotenoides poseen un espectro
de regidn visible muy caracteristico entre 400 y 500 nm (Robinson et al., 1991).
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Los carotenoides son muy sensibles a la oxidacién debido a la presencia de numerosos
dobles enlaces en su estructura, la cual provoca en todos los casos una pérdida de color. De los
carotenoides conocidos, solamente alrededor del 10% tienen valor como vitamina A, de los mas
comunes, como el licopeno, zeaxantina y luteina no tienen valor como vitamina A, aunque son
muy importantes como pigmentos y pueden tener también actividad como antioxidantes
(Robinson et al, 1991). Ademas del B-caroteno, los mas importantes entre ellos son el a-
caroteno y la B-criptoxantina.

El B-caroteno es precursor de la vitamina A. Se trata de pigmentos vegetales de color
amarillo o naranja que, una vez ingeridos, se transforman en el higado y en el intestino delgado
en vitamina A. Son componentes antioxidantes que han sido relacionados con una disminucion
de riesgo de padecer cancer (Navarro et al., 2008) y otras enfermedades degenerativas
(Meléndez-Martinez et al., 2004).

1.3.5 Actividad antioxidante

Los antioxidantes son sustancias quimicas que se caracterizan por impedir o retrasar la
oxidacion de diversas sustancias principalmente de los acidos grasos. Estas reacciones de
oxidacion se producen tanto en los alimentos como en el organismo humano, en el cual puede
provocar alteraciones fisiolégicas importantes. Ademas, los antioxidantes facilitan el uso
fisiolégico del oxigeno por parte de las mitocondrias celulares, lo cual ayuda a reducir los efectos
del estrés oxidativo y la falta de oxigeno, formando complejos que mitigan las reacciones
productoras de radicales oxidantes y, por tanto, desempefiando una funcién fundamental en la
prevencion de las enfermedades crdnicas no trasmisibles (Zamora, 2007).

Se clasifican en dos sistemas principales los cuales actian tanto en el espacio intracelular
como en el extracelular:

e Enddgenos: constituyen la primera linea de defensa antioxidante y previenen el
dafio oxidativo interaccionando directamente con los radicales del oxigeno.

e Exdgenos: Esta formado por los nutrientes basicos que ingerimos a través de la
dieta, que ayudan a los mecanismos de defensa internos contra todas las oxidaciones
no deseadas, ya sea actuando como antioxidantes por si solos o haciendo de cofactores
de los sistemas antioxidantes endégenos (Diplock, 1998; Lozano et al., 2005). A través
de la dieta también obtenemos sustancias fitoquimicas, son compuestos procedentes
del reino vegetal que juegan un papel importante en el mantenimiento del equilibrio
redox y en disminuir la incidencia del dafio producido por los radicales libres, en la
actualidad se consideran altamente beneficiosos para la salud (Ugartondo, 2009).

1.4. Digestion in vitro

1.4.1 Definicion, usos y consenso

Se han propuesto muchos métodos diferentes para la cuantificacién de elementos
biodisponibles, siendo los métodos in vivo los mas fiables (Promchan y Shiowatana, 2005). Sin
embargo, requieren mucho tiempo, son costosos, complejos y producen resultados variables
dificiles de comparar. Es por ello por lo que hoy en dia los métodos in vitro estan siendo
ampliamente utilizados, ya que son rapidos, seguros y no tienen las restricciones éticas de los
métodos in vivo (Parada y Aguilera, 2007).
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Los modelos in vitro se basan en la fisiologia humana y son métodos simples y relativamente
baratos para estudiar la estabilidad de los componentes de los alimentos durante la digestion,
la micelarizacién, el transporte intestinal y el metabolismo con la finalidad de predecir la
biodisponibilidad a partir del alimento. Sin embargo, aunque son utiles para el estudio de
procesos pre-absorptivos, su validez para predecir biodisponibilidad debe ser verificada en
situaciones in vivo, ya que los resultados in vitro no siempre explican de forma completa las
respuestas in vivo (Olmedilla, 2015).

La digestibilidad in vitro de la muestra se evalué mediante el método de digestion in vitro
estandarizado apto para alimentos (COST INFOGEST) propuesto por Minekus et al. (2018) para
asi permitir demostrar la validez del método para predecir la bioaccesibilidad y/o
biodisponibilidad en humanos (Olmedilla, 2015).

1.4.2 Porcentaje de digestibilidad

Segun la FAQ, la digestibilidad es una forma de medir el aprovechamiento de un alimento,
es decir, la facilidad con la que es convertido en el aparato digestivo en sustancias Utiles para la
nutricién. Comprende dos procesos, la digestion que corresponde a la hidrélisis de las moléculas
complejas de los alimentos, y la absorcidon de pequenas moléculas en el intestino.

La digestibilidad permite estimar la proporcion de nutrientes presentes en el alimento, que
tienen potencial de ser absorbidos por el tracto digestivo (Church y Pond, 1987). Calcular la
digestibilidad de los alimentos es fundamental para establecer su valor nutritivo (Bochi-Brum et
al., 1999).

Aunque las determinaciones de la digestibilidad in vivo son consideradas las mas exactas,
este es un proceso laborioso y costoso que requiere el empleo de altas cantidades de alimento,
uso de alta mano de obray la disposicion de instalaciones para su cuidado (Broderick, 1994; Van
Soest et al., 1975). Por lo tanto, se han propuesto distintos métodos alternativos, entre ellos los
procedimientos in vitro para la estimacion de la digestibilidad (Bochi-Brum et al., 1999).

1.4.3 Bioaccesibilidad

El concepto de bioaccesibilidad se puede definir como la cantidad o fraccién que se libera
de la matriz alimentaria en el tracto gastrointestinal y se vuelve disponible para la absorcion
(Heaney, 2001). Esta definicion también incluye las transformaciones digestivas de los alimentos
en material listo para la asimilacién, la absorcidén/asimilacion en las células del epitelio intestinal
y, por ultimo, el metabolismo intestinal y hepatico. Normalmente, la bioaccesibilidad se evalta
mediante procedimientos de digestidn in vitro, generalmente simulando la digestién gastrica y
del intestino delgado, a veces seguida de la captacion de células Caco-2 (Courraud et al., 2013).

La bioaccesibilidad debe distinguirse del término biodisponibilidad, que es la fraccién de
nutrientes o alimentos componentes que han sido digeridos, asimilados y luego absorbidos
eficientemente in vivo en el cuerpo (Fernandez-Garcia et al.,2009).

El término "bioaccesibilidad" es un concepto clave para determinar la eficiencia nutricional
de los alimentos y las férmulas alimentarias desarrolladas con el objetivo de mejorar la salud
humana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

En este trabajo se pretende estudiar el efecto de la adicidn de diferentes concentraciones
de maltodextrina resistente a zumo de naranja con y sin pulpa, sobre sus principales compuestos
bioactivos y su bioaccesibilidad.

2.2 Objetivos especificos

e Recopilar informacion acerca de la pasteurizacién de zumos citricos y su efecto en los
compuestos bioactivos mayoritarios, metodologias de determinacién de compuestos
bioactivos y su bioaccesibilidad.

e Determinar pardmetros de control del zumo como son pH y sélidos solubles.

e Determinar vitamina C, acido ascérbico, carotenoides totales, fenoles totales y actividad
antioxidante en los zumos pasteurizados.

e Determinar el porcentaje de digestibilidad y la bioaccesibilidad de la vitamina C, acido
ascoérbico, carotenoides totales, fenoles totales y actividad antioxidante de los zumos
pasteurizados mediante digestion in vitro.

e Evaluar el efecto de la pulpa del zumo y la concentracién de maltodextrina resistente sobre
los compuestos bioactivos mayoritarios y su bioaccesibilidad.
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3. PLAN DE TRABAJO

El plan de trabajo y tareas especificas para conseguir los objetivos planteados son:

Revisién bibliografica.
Recepcidn y clasificaciéon de los zumos pasteurizados por la empresa.
Determinacidn de los pardmetros de control del zumo como son pH y sélidos solubles.

Determinacidon de vitamina C, acido ascérbico, carotenoides totales, fenoles totales y
actividad antioxidante en los zumos pasteurizados.

Disefio, planificacion y realizacién de la digestion in vitro de los zumos pasteurizados.

Determinacidon de vitamina C, acido ascérbico, carotenoides totales, fenoles totales y
actividad antioxidante en los digestos obtenidos.

Desarrollo de los resultados y discusion.

Propuesta de conclusiones y recomendaciones.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Obtencion de los zumos de naranja

Se obtuvo zumo de naranja exprimido con y sin pulpa previamente pasteurizado de la
empresa Refresco Iberia S.A.U. procedente de Valencia. Las concentraciones de maltodextrina
resistente (MDR) (Fibersol-2®, ADM/Matsutani, Decatur, IL, USA) en las muestras fueron de 0,
2.5,5y 7,5 % respectivamente.

Las muestras de zumo sin pulpa fueron nombradas como OJWP “Oranje Juice Without Pulp”
y las de zumo con pulpa como OJP "Orange Juice with Pulp” junto con el porcentaje total de
MDR presente en cada muestra. El nimero total de muestras son OJP, OJP2.5, OJP5, OJP7.5,
OJWPO, OJWP2.5, OJWP5 y OJWP7.5.

4.2. Determinacion de pH y grados Brix

Como parametro de control se determind el pH y los grados Brix de los zumos obtenidos. El
pH de las muestras de zumo se determind con un pH-metro (Crison MultiMeter MM 41, Crison,
Espafia) con un electrodo de contacto. Previamente, el equipo fue calibrado con soluciones
tampon (pH 7,0 y 4,0) a 202C de temperatura. Los analisis se realizaron por triplicado.

La determinacion de los grados Brix se realizé mediante la medida del indice de refraccion
de las muestras. Los grados Brix se determinaron por triplicado en muestra con un refractémetro
digital (PAL-1, ATAGO, Japdn) a temperatura ambiente.

4.3 Determinacion de acido ascorbico (AA) y Vitamina C

La determinacién de AA y vitamina C se realizd por cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), segun Igual et al., (2010). Para ello se utilizé un equipo HPLC (Jasco, Italia) y una columna
Zorbax SB-C18 de 5 um (4,6 x 25 mm).

En primer lugar, para la determinacidn de AA, se siguié la metodologia descrita por Xu et al.
(2008). Para ello se tomd 1 g de muestra al que se afiadieron 9 mL de acido oxalico al 0,1% (p/v).
La mezcla se dejo en reposo durante 3 minutos a temperatura ambiente y después se filtré a
través de un filtro de membrana de 0,45 um de tamafio de poro. Como fase mavil se utilizé acido
oxalico 0,1% (p/v) con un flujo de 1mL/min a 25 C. Se inyectaron 20 uL de muestra por
duplicado y se midié la absorbancia a 243 nm de longitud de onda. El compuesto fue identificado
y cuantificado usando acido ascérbico (Panreac) como patrén.

El procedimiento empleado para el andlisis de la vitamina C fue mediante la reduccién del
acido dehidroascérbico (DHAA) a AA usando el reactivo DL-ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)
como agente reductor, de acuerdo con Sanchez-Mata et al. (2000) y Sdnchez-Moreno et al.
(2003) Se tomaron 0,5 g de muestra al que se le afiadieron 2 mL de una disolucién de DTT (20
g/L). La mezcla se dejé reaccionar durante 2 horas en oscuridad y a temperatura ambiente para
lograr la reduccién del DHAA a AA. Una vez finalizado este tiempo, se tratd la mezcla como en
el caso de la determinacion de AA, tomando 1 g de este contenido y afiadiendo 9 mL de acido
oxalico 0,1% y siguiendo el protocolo presentado anteriormente. De esta forma, se obtuvo el
contenido de vitamina C de las muestras y, por diferencia con el contendido de AA, se obtuvo el
valor de DHAA. Los resultados se expresaron como mg/100 g.
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4.4 Determinacion de fenoles totales

La determinacién de los fenoles totales presentes en los productos de pomelo se llevd a
cabo utilizando el ensayo Folin-Ciocalteu seglin Benzie y Strain (1999) y adaptado por Selvendran
y Ryden (1990).

Para la extraccién de los fenoles totales se siguié la metodologia descrita por Tomas-
Barberdn et al. (2001). Para ello se pesaron 35 g de muestra y se le afiadié 40 mL de metanol
puro, 10 mL de HCI 6N y NaF 2mM. La mezcla se homogeneizé con un Ultraturrax (T25, Janke &
kunkel) durante 5 minutos y se centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos a 49C (Selecta
Medifriger-BL). A continuacién, se tomaron 250 uL del sobrenadante, se afiadieron 15 mL de
agua bidestilada y 1,25 mL de reactivo FolinCiocalteu (Sigma-Aldrich) y se dejoé reposar 8
minutos. Una vez transcurrido este tiempo, se adicionaron 3,75 mL de de una disolucién de
carbonato de sodio 7,5% (p/v) y se llevd a un volumen de 25 mL con agua bidestilada. Se
mantuvo en oscuridad a temperatura ambiente durante 2 horas y se midié la absorbancia a 765
nm con un espectrofotémetro UV visible (Thermo Electron Corporation, Estados Unidos). Los
analisis se realizaron por triplicado.

Para cuantificar los fenoles totales se prepararon disoluciones de diferentes
concentraciones de acido galico (Sigma-Aldrich) que se utilizd como patron. A partir de la recta
de calibrado, elaborada con dichas concentraciones y las absorbancias obtenidas de las
disoluciones del patrén, se obtuvo la concentracion de acido gdlico que tenian las muestras
analizadas. Los resultados se expresaron como mg de acido galico / 100 g.

4.5. Determinacién de carotenoides totales

La determinacidon de carotenoides totales presentes en las muestras se llevd a cabo
mediante espectrofotometria, segin el método AOAC (1996).

Para la extraccion de los carotenoides totales se siguid la metodologia descrita por Olives
et al., (2006). Se tomaron 5 g de muestra y se agitaron junto a una mezcla de hexano-acetona-
etanol (50:25:25, v/v/v) en oscuridad durante 30 minutos. Trascurrido el tiempo, se afiadieron
15 mL de agua destilada. Se tomaron 4 mL de la parte superior correspondiente a la fase hexano
y se trasvaso a la cubeta para ser medida. Los andlisis se realizaron por triplicado.

Para la medida de la absorbancia a 446 nm se utilizd un espectrofotdmetro UV-visible
(Thermo Electron Corporation, Estados Unidos). Los resultados se expresaron como mg/100 g.

4.6. Determinacion de la actividad antioxidante

El potencial antioxidante total de las muestras de pomelo se midié usando el método del
DPPH (Puunpponen-Pimia et al., 2003) basado en la capacidad de los antioxidantes para captar
radicales libres. EI DPPH (2,2- diphenyl-1-picrylhydrazhyl) es un radical libre que puede
reaccionar directamente con los antioxidantes (Smith et al., 1987; Jiménez et al., 1998; Koleva
et al., 2002). Para evaluar la actividad antioxidante de compuestos especificos o extractos, éstos
deberdn reaccionar con el radical estable en disolucidon de metanol. La reduccién a DPPH-H es
controlada gracias a la disminucidn de su absorbancia a la longitud de onda caracteristica en un
tiempo determinado de reaccidén. En la forma radical, el DPPH absorbe a 515 nm, pero al ser
reducido con un antioxidante o especies radicales, la absorbancia desaparece.

La muestra fue diluida en la proporcién muestra:metanol adecuada en cada caso y se
centrifugd a 10.000 rpm durante 10 minutos a 49C. Para el andlisis de las muestras se tomd 0,1
mL del sobrenadante y se introdujo en una cubeta a la que se afiadieron 3,9 mL de DPPH (0,0030
g/L). Se midié la absorbancia a 515 nm en un espectofotometro UV-visible (Thermo Electron
Corporation, Estados Unidos) a intervalos de 0,15 minutos hasta que la reaccién se estabilizo.
Los andlisis se realizaron por triplicado.
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Los resultados se expresaron en % DPPH segun la ecuacion 1

A

co ntrol

— Amuestra) 100 (1)

control

%DPPH = (

donde:
Acontrol = absorbancia de control (absorbancia de la muestra a tiempo 0)

Amuestra = absorbancia de la muestra cuando el tiempo se ha estabilizado

4.7 Digestion in vitro de los zumos

La digestibilidad in vitro de la muestra se evalué mediante el método de digestion in vitro
estandarizado apto para alimentos (COST INFOGEST) propuesto por Minekus et al.,2018.

El protocolo de digestidn se resume en la Figura 2, donde se han seguido las 4 fases: fase
oral, formada por la mezcla de la muestra y simulacién de liquido salival (SSF) (1:1) con amilasa
a pH 7 durante 2 min; fase gastrica, se mezcld el bolo oral y el fluido géastrico simulado (SGF)
(1:1) con pepsina a pH 3 durante 2 h; fase intestinal, mezclar el quimo gastrico y el liquido
intestinal simulado (SIF) (1:1) con enzimas a pH 7 durante 2 h; y filtracidn, centrifugar a 4500
rpm durante 30 min y luego filtrar a través de un 1 um membrana de fibra de vidrio.

Muestras de
zumo de naranja
0,25,5,75 RMD

h 4

FASE ORAL:
Mezclar 1:1SSF +
amilasa, 2 min pH

FASE GASTRICA:
Mezclar 1:1 SGF +
pepsina, 2h pH 3

¥

FASE INTESTINAL:
Mezclar 1:1SIF +
enzimas, 2hpH7

v Muestras sin digerir
. MSD: 0, 2.5, 5, 7.5
FILTRACION:

Centrifugar 4500 rpm, 30 min |
Filtrar 1 um Muestras digeridas
MD:0,2.5,5,7,5

Figura 2: Diagrama de flujo método de digestion in vitro. SSF SGF SIF son Fluido Salivar Simulado, Fluido
Gdstrico Simulado, Fluido Intestinal Simulado respectivamente.

La digestibilidad in vitro (DIV) (%) se calculé como la diferencia entre la masa inicial y la masa
no digerida dividido por el valor inicial de masa y multiplicado por 100 (Batista et al., 2017). Los
analisis se realizaron por triplicado.
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A las muestras digeridas se les determind el contenido en AA, vitamina C, fenoles totales,
carotenoides totales y actividad antioxidante segun se ha descrito en los apartados anteriores.

4.8. Analisis estadisticos

Para el estudio estadistico de los resultados obtenidos se realiz6 un analisis estadistico
mediante ANOVA para evaluar la significacion de los factores en estudio. Para ello, se utilizé el
paguete estadistico Statgraphics Centuridn XVII (StaticalGrafics Corp., Orkrille, USA). Se utilizd
el nivel de confianza del 95% y cuando se observaron diferencias significativas, se analizaron las
diferencias entre los niveles mediante el analisis de contraste multiple de rango LSD. Ademas,
se realizaron correlaciones de Pearson con un nivel de confianza del 95% con el mismo paquete
estadistico.
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5. RESULTADOS.

5.1. Efecto de la adicién de MDR en los compuestos bioactivos y la

actividad antioxidante

Se evaluaron para cada muestra pH y 2Brix como parametros basicos de control (Tabla 4).
Ademas, se encuentran relacionados con la estabilidad de compuestos bioactivos en productos
derivados de plantas (Sanchez-Moreno et al.,2003). En el zumo de naranja, los sélidos solubles
son principalmente azlcares que, con el contenido de acido citrico, determinan el equilibrio
caracteristico de dulzura y acidez que hacen que el zumo de naranja sea atractivo para los
consumidores (Wibowo et al., 2015).

Los valores obtenidos para las muestras control OJPO y OJWPO coincidieron con los
reportados por otros autores (Sanchez-Moreno et al., 2003; Wibowo et al.,2015; Mennah-
Govela y Bornhorst, 2017).

El aumento de las concentraciones de MDR provoco un aumento significativo (p<0,05) en
los 2Brix de todas las muestras; otros estudios similares, reportaron que la adicidon de fibra
prebidtica condujo a un aumento de los 2Brix en bebidas de frutas, lo cual se muestra en
concordancia con los resultados obtenidos (lgual et al.,2019; Pimentel et al.,2015). También se
puede observar que, la presencia de pulpa reduce ligeramente los 2Brix de las muestras. La MDR,
al ser una fibra soluble en matrices acuosas, aumentara la concentracion de sélidos solubles
totales en el zumo, mientras que la pulpa de naranja, al tratarse de una fibra insoluble, reducira
ligeramente el valor de grados Brix. Por tanto, los prebidticos van mas alld de sus propiedades
funcionales aportando al dulzor, la textura y la sensacidon en boca y se han propuesto como
sustitutos del azdcar (Priya, 2020; Singla y Chakkaravarthi, 2017).

Las diferencias observadas en los valores de pH aunque significativas algunas de ellas son
muy pequefias (Tabla 1). Por lo tanto, las muestras fueron similares en cuanto al pH de estas.

Tabla 4: Valores medios (y desviacion estdndar) de pH 'y ©Brix para zumo de naranja pasteurizado

Muestra 2Brix pH

0OJPO 11,5 (0,2)8 3,64 (0,02)°

0JP2,5 13,8 (0,2)¢ 3,63 (0,02)°

OJP5 16,6 (0,2)¢ 3,62 (0,02)kc
0OJP7,5 18,4 (0,2) 3,64 (0,02)°

OJWPO 11,2 (0,2)" 3,62 (0,02)¢

OJWP2,5 13,6 (0,2)f 3,66 (0,02)®

OJWP5 16,4 (0,2)¢ 3,66 (0,02)?

OJWP7,5 18,2 (0,2)° 3,59 (0,02)¢

La letra indicada en superindice dentro de las columnas hace referencia a los grupos
homogeéneos establecidos por ANOVA (p<0,05).

En la Tabla 5 se muestran los valores medios y desviaciones estandar de los compuestos
bioactivos analizados en todos los zumos. Se obtuvieron valores significativamente mayores
(p<0,05) de carotenoides totales (CT) en las muestras con presencia de pulpa, probablemente
porque el contenido de CT es mayor en la pulpa que en el zumo de naranja. La adicion de
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maltodextrina resistente (MDR) protegié de manera significativa (p < 0,05) a los zumos ante la
pasteurizacién de la degradacion de CT. Ademds, mayores concentraciones de MDR en el zumo
de naranja mostraron significativamente (p < 0,05) mayores valores de CT tanto en los zumos
OJP como OJWP. Existen estudios que indican, que el tratamiento térmico y mecanico de los
alimentos puede aumentar la biodisponibilidad de los carotenoides al favorecer su liberacién de
la matriz, esto se debe a que el procesamiento contribuye a la rotura de paredes celulares,
organulos intracelulares, asociaciones proteina-carotenoide y al incremento en la digestibilidad
del alimento (Ornelas-Paz et al., 2008; Canene-Adams y Erdman Jr, 2009; Yahia y Ornelas-Paz,
2010). Sin embargo, si bien el procesamiento puede favorecer la absorcion de carotenoides, es
importante controlar la temperatura, tiempo y otras condiciones, ya que tratamientos muy
severos pueden producir pérdidas excesivas de carotenoides (Rodriguez-Amaya, 1997; Van
Jaarsveld et al., 2006; Gibson, Perlas y Hotz, 2007; Maiani et al., 2009) . Los resultados obtenidos
sugieren que la presencia de MDR realiza un papel protector frente a la degradacién de los
carotenoides durante su pasteurizacion. Estudios similares en zumos de naranjas, reportaron un
menor contenido de CT en productos frescos, homogeneizados a alta presién y zumos de
naranja pasteurizados. (Stinco et al., 2020; Velazquez-Estrada et al., 2013). También se
obtuvieron valores de CT mas bajos en zumos de naranja comerciales almacenados a
temperatura ambiente, fria y congelada (Sanchez-Moreno et al., 2003) y en una mezcla de
zumos de fruta de naranja, pifa y kiwi. (Rodriguez-Roque et al., 2021). La evaluacién de los
carotenoides en los productos citricos es dificil debido a su complejo perfil de carotenoides y a
la acidez inherente de estos productos (Melendez-Martinez et al., 2007; Melendez-Martinez et
al., 2008), esto puede explicar los diferentes resultados obtenidos en distintos estudios
realizados.

Tabla 5. Promedios (y desviaciones estdndar) del contenido en carotenoides totales (CT), dcido ascdrbico (AA),
Vitamina C, fenoles totales (FT) y la actividad antioxidante de los zumos estudiados.

CT AA Vitamina C FT AC
Muestra  (mgpcaroteno/100g  (Mgaa/100g de  (Mguitaminac/100g  (Mgeae/100g de  (mgre/100g de
de zumo) Zumo) de zumo) zZumo) zZumo)
0JPO 4,19 (0,02)e 4,54 (0,13)° 4,88 (0,05) 50,4 (0,4)® 51,88 (1,9)¢
0JP2,5 4,54 (0,04)° 4,69 (0,05)¢ 5,02 (0,12) 53,65 (0,4)° 52,02 (2,4)°
0JP5 4,76 (0,01)° 4,6 (0,00)% 4,97 (0,03)b 55,29 (0,5)° 53,1 (0,4)«
0JP7,5 5 (0,08)° 4,66 (0,02)% 5,53 (0,02) 56,71 (0,3)? 54,06 (0,6)
OJWPO 3,25 (0,02)8 4,71 (0,04)¢ 4,85 (0,02)¢ 49,01 (0,9)f 53,07 (0,6)«
0JWP2,5 3,57 (0,00) 4,83 (0,05) 51 (0,10)° 51,64 (0,9)¢ 53,33 (0,1)«
OJWP5 3,86 (0,02)° 5 (0,00)° 4,98 (0,01)b<d 53,8 (0,17)° 55,65 (0,3)"
OJWP7,5 4,36 (0,08)¢ 5,17 (0,02) 4,95 (0,09)b 53,77 (0,4)° 57,01 (1,2)?

La Tetra indicada en superindice dentro de las columnas hace referencia a [0S grupos
homogeéneos establecidos por ANOVA (p<0,05).

El contenido en AAy vitamina C de las muestras OJPO y OJWPO fueron ligeramente inferiores
a los obtenidos por otros autores en naranja fresca y zumo pasteurizado (Aschoff et al., 2015).
El contenido de compuestos bioactivos en los zumos de frutas esta influenciado por muchos
aspectos, como el sistema de postcosecha, cultivo o procesamiento. Por lo tanto, puede resultar
dificil encontrar rangos similares de compuestos bioactivos, ya que muchos aspectos influyen
en su cuantificacion. El contenido en AA y vitamina C de las muestras con presencia de MDR fue
significativamente (p < 0,05) mayor en comparaciéon con aquellas muestras control OJPO y
OJWPO. La adicion de pulpa en los zumos no afectd de manera significativa al contenido de AA
y vitamina C (p > 0,05). El aumento de la concentracidon de MDR no presenté efecto significativo
en los valores de AA para OJP, aunque, si supuso un aumento significativo (p < 0,05) al aumentar
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el % de MDR en OJWP. Las muestras de zumo de naranja OJP presentaron menores
concentraciones de AA, y mayores valores de vitamina C que OJWP. Los valores de vitamina C
fueron maximos para OJP7,5, sin embargo, no se encontré ningln efecto significativo en la
adiciéon de MDR para el resto de muestras OJP. Para las muestras OJWP, la adicién de MDR en
diferentes concentraciones no provocé diferencia significativa en los valores de vitamina C (p >
0,05). Tal y como sugieren Rodriguez-Roque et al., (2013) la pulpa de naranja podria interactuar
con la MDR para aumentar la proteccién de la vitamina C contra enzimas oxidativas cuando se
altera la matriz alimentaria por tratamiento térmico, en este caso la pasteurizacion. La adicion
de MDR parece ejercer un efecto protector sobre la vitamina C. Acorde a nuestros resultados,
un estudio similar sobre el efecto de fibras prebidticas en jugo de acerola tratado térmicamente
demostré que los prebidticos pueden ejercer una funcion protectora sobre la vitamina C (Alves
Filho et al.,2018).

En cuanto a la concentracidn de fenoles totales (FT), las muestras sin presencia de pulpa
registraron menores valores que aquellas muestras con pulpa. Estos resultados coinciden con
De Ancos et al., (2017) que determinaron que la pulpa de naranja tenia una concentracién de FT
1,6 veces mayor que el zumo de naranja; por lo tanto, podemos decir que la presencia de pulpa
aporta al zumo de naranja un mayor contenido en FT. Un estudio sobre los componentes
bioactivos en zumo de pomelo reportd valores similares de FT (Igual et al. 2009) sin embargo,
otro estudio realizado por Rodriguez-Roque et al., (2015) en zumo de fruta a partir de naranja,
kiwi, pifia y mango obtuvo menores concentraciones de FT. El efecto del procesamiento sobre
la concentracion de FT depende del tipo de alimento, su matriz alimentaria y la naturaleza de
los compuestos fendlicos en los alimentos, asi como la intensidad y duracién del tratamiento
térmico (Chandrasekara et al., 2012); esto puede explicar la variacidn de los valores obtenidos
en los diferentes estudios. La presencia de MDR protegié durante la pasteurizacion de manera
significativa (p<0,05) la degradacién de los FT, ademas, se observaron diferencias significativas
entre las muestras en funcién del % de MDR, excepto en el caso de OJWP7,5. A mayor % MDR
en el zumo de naranja, el contenido de FT fue mayor.

La actividad antioxidante (AC) de las muestras sin pulpa fue superior a la de las muestras
con pulpa. En ambos casos la adicion de MDR provocd una mayor actividad antioxidante en las
muestras después de la pasteurizacidn. Sin embargo, unicamente OJWP7,5 mostré diferencias
significativas con el resto de las muestras (p < 0,05). Agregar fibras prebiéticas, como MDR,
podria desempefiar un papel clave en la preservacion de los compuestos bioactivos. Un estudio
informd que la adicidn de inulina (prebidtico) al jugo de acerola mostraba un efecto protector
en la conservacién compuestos bioactivos (vitamina Cy FT) después del procesamiento térmico,
lo que conduce a una AC mas alta (Alves Filho et al., 2018). Podemos sugerir que, la MDR ayuda
a mantener en mayor medida la concentracién de la mayoria de los compuestos bioactivos, por
tanto, su actividad antioxidante también se vera positivamente afectada (Liu,2003). Para poder
establecer las relaciones entre los compuestos bioactivos analizados y la actividad antioxidante
se obtuvieron los coeficientes de correlacién de Pearson. AA mostré la mayor contribucion
positiva significativa a la actividad antioxidante presentando un coeficiente de 0.7310 (p < 0,05).
En los zumos de frutas, estd ampliamente aceptada la relacién del AC principalmente con el
contenido de AAy TP (Sanchez-Moreno et al., 2003; Xu et al. ,2008; Igual et al., 2016).

5.2 Efecto de la MDR en la digestibilidad in vitro y la bioaccesibilidad de

los compuestos bioactivos:

En la figura 3 se muestran los valores medios y las deviaciones estandar del porcentaje de
digestibilidad in vitro (IVD) de los zumos estudiados. Todas las muestras de zumo de naranja
presentaron un alto % de IVD ya que el zumo de naranja tiene una matriz acuosa con
monosacaridos (glucosay fructosa) y disacaridos (sacarosa) (Wibowo et al., 2015) que son faciles
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de digerir. Aunque la adicion de MDR al zumo de naranja cambid ligeramente su digestibilidad,
especialmente cuando se aplicaron dosis mas altas de MDR, no se observa una tendencia clara.
OJWPS tuvo el % de IVD significativamente mds bajo (p < 0,05) mientras que OJWP7,5 tuvo una
digestibilidad significativamente mayor (p < 0,05). Ademas, a pesar de no ejercer un efecto
significativo (p > 0,05), la pulpa de naranja redujo levemente la digestibilidad del zumo de
naranja, debido a que las muestras de OJP presentaron menor % de IVD que OJWP. Esto podria
deberse, a que la pulpa de naranja es una fibra insoluble que normalmente contiene grandes
cantidades de polisacaridos de la pared celular (Schalow et al., 2018), lo que podria presentar
una digestibilidad dificil en comparacidn con los jugos de naranja sin pulpa.

7,5

%MDR

Figura 3: Valores medios y desviacion estdandar del % de IVD de zumo de naranja pasteurizado (OJP y OJWP)
con 0, 2.5,5y 7.5 %$MDR. Las letras indican los grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (p <0,05). OJP, zumo
de naranja con pulpa; OJWP, zumo de naranja sin pulpa.

La bioaccesibilidad de CT obtenida para todas las muestras se puede observar en la Figura
4. Sus valores se encuentran en el mismo rango que las reportadas en otros estudios elaborados
en zumos de naranja (Rodriguez-Roque et al., 2013; Stinco et al., 2020). La adicidn de pulpa de
naranja al jugo de naranja disminuyd significativamente la bioaccesibilidad de CT (p <0,05). Los
resultados obtenidos son comparables con los obtenidos en otros estudios similares (Rodriguez-
Roque et al.,2021), que sugirieron que la bioaccesibilidad y la tasa de absorcién de los
carotenoides se ve afectada negativamente por la presencia de fibra. Ademads, estos datos se
muestran en concordancia con ciertos estudios realizados sobre el efecto negativo de diferentes
fibras en la bioaccesibilidad y absorcidn de carotenoides (Pasquier et al., 1996; Canene-Adams
y Erdman Jr, 2009) y como la presencia de pulpa reduce el % de bioaccesibilidad de estos. Otros
estudios que sugieren que la pectina citrica intrinseca puede tener un fuerte efecto inhibidor en
la absorcion del B-caroteno (Yonekura y Nagao, 2007; Aschoff et al., 2015). Esto también podria
explicar por qué la adicion de MDR al jugo de naranja disminuyé moderadamente (p<0,05) la
bioaccesibilidad de TC en comparacién con las muestras de control, aunque el aumento de las
concentraciones de MDR no provocaron un efecto mas fuerte (p> 0,05).
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Figura 4 Valores medios y desviacion estandar del % de bioaccesibilidad de carotenoides totales (CT) del zumo
de naranja pasteurizado (OJP y OJWP) con 0, 2,5, 5y 7,5 %MDR. Las letras indican los grupos homogéneos
establecidos por el ANOVA (p <0,05). OJP, zumo de naranja con pulpa; OJWP, zumo de naranja sin pulpa.

La bioaccesibilidad de los FT (Figura 5) fue ligeramente mayor (p<0,05) para las muestras
OJWP en comparacién con OJP, lo que sugieres que la pulpa de naranja, a pesar de incluir
hesperidina al zumo de naranja (Iglesias-Carres et al., 2019), disminuye la liberacién de fenoles
de las matrices alimentarias. Algunos estudios similares en bebidas de frutas afirman que la
interaccion de los fenoles con la fibra alimentaria en la digestién in vitro puede llegar a reducir
la solubilidad y biodisponibilidad de estos. (Argyri et al., 2006; Saura-Calixto et al., 2007;
Schallow et al., 2018). Por otro lado, la presencia de MDR mejord significativamente su
bioaccesibilidad, sin embargo, la adicion de diferentes concentraciones de MDR no tuvo efectos
significativos (p>0,05). Factores como el pH bajo y la accidn enzimatica de la digestion géstrica
podria hidrolizar algunas sustancias fendlicas unidas a proteinas y carbohidratos de la matriz
alimentaria, lo cual puede aumentar la concentracion de estos compuestos bioactivos (Saura-
Calixto et al., 2007). El efecto de la fibra en la bioaccesibilidad de los fenoles estda mas
relacionado a la capacidad de solubilizacién de la fibra en la matriz alimentaria; la pulpa del zumo
de naranja, al ser insoluble, reducira los valores de bioaccesibilidad, sin embargo, la adicion de
MDR (soluble) la mejora.

Se sabe que el procesamiento cambia algunos aspectos fisicoquimicos de los compuestos
fendlicos y, por lo tanto, también puede modificar (aumentar o reducir) la bioaccesibilidad de
estos compuestos. En un estudio realizado por Rodriguez-Roque et al., (2014) sobre el efecto
de diferentes tratamientos en los compuestos bioactivos, el procesamiento tuvo una influencia
variable en la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos en bebidas a base de fruta. La
bioaccesibilidad mas baja de compuestos fendlicos se encontré en bebidas tratadas
térmicamente. Podemos concluir que, la adicion de MDR realiza un papel protector en los
compuestos fendlicos frente a los tratamientos térmicos.

Diferencias entre estos resultados y aquellos obtenido en la presente investigacion podria
explicarse por el hecho de que los constituyentes fendlicos pueden mostrar antagonistas o
interacciones sinérgicas entre ellos o con otras sustancias, dependiendo de la matriz alimentaria
(Rice-Evans et al., 1997).
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Figura 5 Valores medios y desviacion estandar del % de bioaccesibilidad de fenoles totales (FT) del zumo de
naranja pasteurizado (OJP y OJWP) con 0, 2,5, 5y 7,5 %$MDR. Las letras indican los grupos homogéneos establecidos
por el ANOVA (p <0,05). OJP, zumo de naranja con pulpa; OJWP, zumo de naranja sin pulpa.

La figura 6 muestra los valores medios y desviaciones estandar de la bioaccesibilidad de AA
(a) y vitamina C (b). En cuanto a la bioaccesibilidad del AA (Figura 5a), todas las muestras OJP
presentaron valores de bioaccesibilidad significativamente mayor (p<0,05) de AA en
comparacion con OJWP. Los resultados sugieren que la presencia de pulpa en el zumo de naranja
realiza un papel protector frente a la degradacion del AA. En las frutas y verduras, la fibra y otros
compuestos como flavonas y taninos son capaces de quelar metales e impedir la oxidacién del
AA, favoreciendo su absorcidn. (Clemetson, 1989). La presencia de MDR apenas tuvo diferencias
significativas con las muestras control tanto para OJP como para OJWP, sin embargo, cabe
destacar un aumento en la bioaccesibilidad de AA para OJP5 en relacidn con el resto de
muestras. Pese a la existencia de una diferencia notable entre las muestras con y sin pulpa en la
bioaccesibilidad de AA, los niveles de bioaccesibilidad de vitamina C se mantienen similares
entre OJP y OJWP. Otros estudios similares, sugieren que la continua reaccién de degradacion
oxidativa del acido ascorbico a otras formas oxidadas, como como acido dehidroascorbico,
también presenta actividad bioldgica como vitamina C (Rusell, 2004). Rodriguez-Roque et al.
(2013) afirma que, el pH alcalino y algunos factores inherentes a la digestion gastrointestinal in
vitro, como la temperatura, el oxigeno, la luz y la actividad enzimatica mejoran la oxidacién de
la vitamina C o la formacién de complejos con otros componentes. Este puede ser el motivo por
el cual los valores de bioaccesibilidad de vitamina C fueron mayores que los de AA. (lgual et al.,
2009).

Todas las muestras de OJP y OJWP mostraron resultados comparables de vitamina C (Figura
5b) con aquellos reportados por De Ancos et al., (2017), que estudio la influencia de los cultivos
de naranja y mandarina postcosecha en la vitamina C, durante la digestion in vitro. Sin embargo,
otros estudios basados en bebidas a base de frutas reportaron menores % de bioaccesibilidad
de la vitamina C. (Rodriguez-Roque et al., 2013; Rodriguez-Roque et al., 2015; Ugur et al.,2020).
Esto puede ser debido a que la matriz y el procesamiento afectan a la bioaccesibilidad de la
vitamina C y los compuestos fendlicos en las bebidas a base de zumo de frutas. (Rodriguez-
Roque et al., 2015). Excepto para las muestras control donde OJWP obtuvo una mayor
bioaccesibilidad de vitamina C que OJP (p<0,05), el resto de muestras de zumo de naranja con
pulpa OJP mostraron una mayor bioaccesibilidad que las muestras sin pulpa OJWP. Esto sugiere
que la adiciéon de MDR en el zumo de naranja puede llegar a interactuar con la pulpa de la
naranja y aumentar la concentracién de DHAA durante la digestion in vitro. La adicién de MDR
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aumento significativamente la bioaccesibilidad de la vitamina C en OJP, especialmente cuanto
mayor son las concentraciones de MDR (OJP7,5), sin embargo, no se encontraron efectos
significativos (p>0,05) para las muestras OJWP. Estudios similares realizados con inulina han
demostrado una mejora en la bioaccesibilidad de la vitamina C en el zumo de acerola (Alves Filho
etal. 2018).
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Figura 6: (a) Valores medios y desviacion estandar del % de bioaccesibilidad del dcido ascorbico (AA) del zumo
de naranja pasteurizado (OJPy OJWP) con 0, 2,5, 5y 7,5 %MDR. (b) Valores medios y desviacion estandar del % de
bioaccesibilidad de la vitamina C del zumo de naranja pasteurizado (OJP y OJWP) con O, 2,5, 5y 7,5 %$MDR .Las
letras indican los grupos homogéneos establecidos por el ANOVA (p <0,05). OJP, zumo de naranja con pulpa; OJWP,
zumo de naranja sin pulpa.

La Figura 6, muestra los valores medios y la desviacidon estandar de la AC después de la
digestion gastrointestinal in vitro de los zumos de naranja pasteurizados. Los valores de AC
oscilaron entre 19.0 + 1.2 y 21.0 + 0.7. OJWPO mostré los valores mas altos de AC (p<0,05)
mientras que OJPO los mas bajos (p<0,05), probablemente a causa del efecto provocado por la
presencia de pulpa en la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos. La adicién de MDR
también provoco un ligero descenso (p<0,05) en los valores de AC, principalmente a mayores
concentraciones de MDR, tanto OJP7,5 como OJWP7,5 obtuvieron los valores mas bajos de AC.

T ——
20 -l

15

10

AC (mg TE/100g)

%MDR

Figura 7: Valores medios y desviacién estandar de la actividad antioxidante (AC) del zumo de naranja
pasteurizado (OJP y OJWP) con 0, 2,5, 5y 7,5 %MDR .Las letras indican los grupos homogéneos establecidos por el
ANOVA (p <0,05). OJP, zumo de naranja con pulpa; OJWP, zumo de naranja sin pulpa.
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La actividad antioxidante en zumos de frutas depende de la composicidn y concentracion
de sus antioxidantes, como vitaminas, fenoles y carotenoides (Liu, 2003; Sadecka et al., 2014).
Aungque la adiciéon de MDR al zumo de naranja mostré un ligero efecto significativo (p<0,05) al
disminuir la bioaccesibilidad de algunos compuestos bioactivos, la cantidad total de compuestos
bioactivos que permanecieron disponibles para ser absorbidos en el intestino humano fueron
mayores que los de las muestras control OJPO y OJWPO. Las muestras a las que se le afiadié MDR
antes de la digestién in vitro, mostraron un mayor contenido de compuestos bioactivos, en
términos absolutos, que las muestras de control.
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6.CONCLUSIONES:

La adicion de MDR antes del proceso de pasteurizacidon del zumo de naranja realizdé un efecto
protector en los compuestos bioactivos estudiados, TP, TC, AA, Vitamina C, asi como AC.
Ademas, este efecto fue mayor para concentraciones de MDR mas altas. Por otro lado, el zumo
de naranja con pulpa presenté valores significativamente mas altos de compuestos bioactivos;
la pulpa de naranja puede ser un factor clave en las propiedades antioxidantes del zumo de
naranja pasteurizado.

En relacidn con la bioaccesibilidad, la adicién de RMD mejoré la bioaccesibilidad de TP y Vitamina
C, pero disminuyd la bioaccesibilidad de TC y AA. El valor de AC de las muestras después de la
digestion gastrointestinal se redujo ligeramente mediante la adicion de RMD.

Este estudio muestra que la MDR podria tener aplicaciones interesantes en el campo de la
tecnologia alimentaria ya que genera beneficios relacionados con la salud. Ademads de las
propiedades prebidticas de la MDR, también desarrolla otra funcién protectora en los
compuestos que promueven la salud, de la degradacion causada por el tratamiento térmico, que
es el medio mas comun para preservar zumos de fruta. Seria interesante el desarrollo de
estudios para conocer la evolucion y estabilidad de los compuestos bioactivos en presencia de
MDR durante el almacenamiento.
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