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IMPACTO DE LA LIOFILIZACION EN LA BIOACCESIBILIDAD DE LOS FENOLES, CAROTENOIDES
Y VITAMINA C DE PRODUCTOS DE NARANJA

Resumen

Las industrias de transformaciéon de alimentos, como por ejemplo la industria de elaboracién de
productos de naranja, generan grandes cantidades de residuos que son derivados principalmente a la
alimentacién animal o al compostaje. Sin embargo, debido a su contenido en compuestos bioactivos y
propiedades antioxidantes podria ser interesante utilizar este subproducto como ingrediente para la
obtencidn de nuevos alimentos. De esta manera se obtendria un rendimiento de estos subproductos
y se conseguiria reducir la generacidon de residuos contaminantes. Por otra parte, el caracter
perecedero de estos residuos hace necesaria su conservacion mediante tecnologias de secado, como
la liofilizacion. En el empleo de esta técnica es habitual la incorporacién de biopolimeros de alto peso
molecular para estabilizar el producto. En este sentido, el objetivo de este trabajo fue estudiar la
influencia de la liofilizacién en el contenido de los fenoles, carotenoides y vitamina C del puré de
naranja y su coproducto, asi como en su bioaccesibilidad. Se trabajard con dos condiciones de
temperatura de bandeja del liofilizador 30 y 502C, y se adicionara goma arabiga (5%) y fibra de bambu
(1%), segun proporciones optimizadas en estudios previos. Se analizaran los compuestos bioactivos
mayoritarios en la naranja (por cromatografia liquida de alta resolucion -HPLC- y espectrofotometria
UV-visible), asi como la actividad antioxidante (método FRAP, basado en la capacidad de reduccion
férrica, y método DPPH, basado en la captacidn de radicales libres) antes y después de la liofilizacion.
Finalmente se realizaran digestiones in vitro para evaluar la bioaccesibilidad.

Los resultados obtenidos mostraron que el coproducto del puré de naranja presentd valores
significativamente mas altos de compuestos bioactivos y mayor actividad antioxidante que el puré
formulado con goma arabiga y fibra de bambu. La adicién de biopolimeros no afecté ni al contenido
en fitoquimicos ni a la actividad antioxidante del coproducto. La liofilizacidon disminuyd los fenoles
totales (entre 11-30%) y los carotenoides (entre 14-59%) de los productos, independientemente de las
condiciones del proceso. Sin embargo, la actividad antioxidante no se vio afectada, por lo que ésta
parece estar mas relacionada con la vitamina C, que fue la que resulté mas estable.

En relacion a la digestion in vitro de las muestras, el puré de naranja formulado con biopolimeros
presentd mayor bioaccesibilidad en todos los compuestos bioactivos estudiados que el coproducto.
De esta manera, aunque el coproducto presentd mads fitoquimicos, éstos resultaron ser menos
absorbibles, debido a la distinta composiciéon y naturaleza quimica de los compuestos fendlicos,
vitamina Cy carotenoides en la piel y en la pulpa de la naranja.

Palabras clave: coproducto, bioactivos, actividad antioxidante, digestidon in vitro, liofilizacién,
bioaccesibilidad.
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IMPACT OF FREEZE-DRIEDNESS ON THE BIOACCESSIBILITY OF PHENOLS, CAROTENOIDS
AND VITAMIN C OF ORANGE PRODUCTS

Abstract

Food processing industries, such as the orange processing industry, generate large amounts of waste
that are mainly derived for animal feed or composting. However, due to its content in bioactive
compounds and antioxidant properties, it could be interesting to use this by-product as an ingredient
for the production of new food products. In this way, a yield could be obtained from these by-products
and the generation of polluting waste could be reduced. On the other hand, the perishable nature of
this waste makes it necessary to preserve it by means of drying technologies, such as freeze-drying. In
the use of this technique, it is common to incorporate high molecular weight biopolymers to stabilize
the product. In this context, the aim of this work was to study the influence of freeze-drying on the
content of phenols, carotenoids and vitamin C in orange puree and its co-product, as well as on its
bioaccessibility. Two freeze-dryer tray temperature conditions will be used, 30 and 509C, and gum
arabic (5%) and bamboo fibre (1%) will be added, according to proportions optimized in previous
studies. The majority of bioactive compounds in the orange will be analyzed (by high performance
liguid chromatography -HPLC- and UV-visible spectrophotometry), as well as the antioxidant activity
(FRAP method, based on the ferric reduction capacity, and DPPH method, based on the free radical
scavenging) before and after freeze-drying. Finally, in vitro digestions will be carried out to evaluate
their bioaccessibility.

The results obtained showed that the co-product of the orange puree presented significantly higher
values of bioactive compounds and higher antioxidant activity than the puree formulated with gum
arabic and bamboo fiber. The addition of biopolymers did not affect either the phytochemical content
or the antioxidant activity of the co-product. Freeze-drying decreased the total phenols (between 11-
30%) and carotenoids (between 14-59%) of the products, independently on the process conditions.
However, antioxidant activity was not affected, so it seems to be more related to vitamin C, which was
the most stable.

In relation to the in vitro digestion of the samples, the orange puree formulated with biopolymers
presented higher bioaccessibility in all the bioactive compounds studied than the co-product. Thus,
although the co-product had more phytochemicals, they were less absorbable, due to the different
composition and chemical nature of phenolic compounds, vitamin C and carotenoids in the peel and
pulp of the orange.

Key words: co-product, bioactives, antioxidant activity, in vitro digestion, freeze-drying,
bioaccessibility.
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IMPACTE DE LA LIOFILITZACIO EN LA BIOACCESIBILITAT DELS FENOLS, CAROTENOIDES |
VITAMINA C DE PRODUCTES DE TARONJA

Resum

Les industries de transformacio d'aliments, com per exemple la industria d'elaboracié de productes de
taronja, generen grans quantitats de residus que sén derivats principalment a |'alimentacidé animal o
al compostatge. No obstant aix0, a causa del seu contingut en compostos bioactius i propietats
antioxidants podria ser interessant utilitzar aquest subproducte com a ingredient per a I'obtencié de
nous aliments. D'aquesta manera s'obtindria un rendiment d'aquests subproductes i s'aconseguiria
reduir la generacié de residus contaminants. D'altra banda, el caracter perible d'aquests residus fa
necessaria la seua conservacié mitjancant tecnologies d'assecat, com la liofilitzacié. En I'Us d'aquesta
técnica és habitual la incorporacié de biopolimers d'alt pes molecular per a estabilitzar el producte. En
aquest sentit, I'objectiu d'aquest treball va ser estudiar la influéncia de la liofilitzacié en el contingut
dels fenols, carotenoides i vitamina C del puré de taronja i la seua coproducte, aixi com en la seua
bioaccesibilitat. Es treballara amb dues condicions de temperatura de safata del liofilitzador 30 50 °C,
i s'addicionara goma arabiga (5%) i fibra de bambu (1%), segons proporcions optimitzades en estudis
previs. S'analitzaran els compostos bioactius majoritaris en la taronja (per cromatografia liquida d'alta
resolucid -HPLC- i espectrofotometria UV-visible), aixi com I'activitat antioxidant (metode FRAP, basat
en la capacitat de reduccid ferrica, i metode DPPH, basat en la captacié de radicals lliures) abans i
després de la liofilitzacid. Finalment es realitzaran digestions in vitro per a avaluar la bioaccesibilitat.

Els resultats obtinguts van mostrar que el coproducte del puré de taronja va presentar valors
significativament més alts de compostos bioactius i major activitat antioxidant que el puré formulat
amb goma arabiga i fibra de bambu. L'addicid de biopolimers no va afectar ni al contingut en
fitoquimics ni a I'activitat antioxidant del coproducte. La liofilitzacié va disminuir els fenols totals (entre
11-30%) i els carotenoides (entre 14-59%) dels productes, independentment de les condicions del
procés. No obstant aix0 |'activitat antioxidant no es veu afectada, per la qual cosa aquesta sembla estar
més relacionada amb la vitamina C, que va ser la que va resultar més estable.

Enrelacio a la digestid in vitro de les mostres, el puré de taronja formulat amb biopolimers va presentar
major bioaccesibilitat en tots els compostos bioactius estudiats que el coproducte. D'aquesta manera,
encara que el coproducte va presentar més fitoquimics, aquests van resultar ser menys absorbibles, a
causa de la diferente composicidon i naturaleza quimica dels compostos fenolics, vitamina C i
carotenoides en la pell i en la polpa de la taronja.

Paraules clau: coproducte, bioactiu, activitat antioxidant, digestié in vitro, bioaccesibilitat.
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1.INTRODUCCION

1.1 Relevancia del consumo de las frutas y verduras

La evolucién de los hdbitos alimenticios ha ido variando a través del tiempo, pero siempre con el
criterio basico de mantener la salud. En los ultimos afios existe un interés creciente, tanto por parte
de los consumidores como de las industrias de alimentos y de los investigadores, en como los
alimentos pueden ayudar a mantener la salud de nuestro organismo. Cada vez esta mas aceptado el
papel que la dieta tiene en la prevencidn y tratamiento de numerosas enfermedades.

El riesgo de enfermedades crdnicas, como pueden ser las cardiovasculares y algunos tipos de cancer,
se puede reducir mediante el consumo frecuente de frutas y verduras (OMS, 2013). Dado que son
componentes esenciales de una dieta saludable, hay estudios que recomiendan como obijetivo
poblacional la ingesta de 400 g diarios de ambos grupos alimenticios, no solo para prevenir estos tipos
de enfermedades sino también para mitigar varias carencias de micronutrientes (OMS/FAQ, 2003).

Esta proteccidn atribuida a las frutas y verduras se debe a su contenido en compuestos bioactivos,
como los fitoquimicos y diversas vitaminas y minerales (Silva et al., 2015). Por ejemplo, las vitaminas
C vy E, tienen propiedades antioxidantes que protegen las células de los agentes cancerigenos, vy la
vitamina C particularmente puede incrementar la absorcién de calcio mineral esencial para la salud
Oseay dental (FAO, 2003). Ademas, estos alimentos son una fuente rica de fibra alimentaria y todo un
cumulo de sustancias no nutrientes beneficiosas, como fitoesteroles, flavonoides y otros antioxidantes
(OMS, 2019).

En Espafia, segun el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacién (MAPA) en 2020, el sector citricola
esperaba una cosecha de 6,93 millones de toneladas de frutos. Aproximadamente el 55% de estos
citricos los constituye la naranja, cuya cantidad procesada por la industria representa un gran
porcentaje del total. Como fuente principal de nutrientes y sustancias no nutritivas que aporta esta
fruta (Tabla 1), cabe destacar el acido ascdrbico o vitamina C, que junto a los folatos, contribuyen a la
formacién normal de las células sanguineas. Ademas, proporciona carotenoides con actividad
provitaminica A (principalmente B-criptoxantina) y luteina y zeaxantina. En su composicién presenta
también 4cidos organicos, como el acido malico y citrico, y cantidades importantes de acidos
hidroxicindmicos, ferulico, caféicos y p-cumarico, destacando su actividad antioxidante. Ademas, la
naranja es rica en flavonoides siendo los mas conocidos la hespiridina, neoshespiridina y naringina
(Fundacioén Espafiola de la Nutricion, FEN, 2020).



Tabla 1. Composicién nutricional y funcional de la naranja (Moreiras et al., 2013).

Por 100 g de .. Por 100 g de ‘2
porcién Por racion porcién Por racion
comestible (225 g) comestible (225 g)
Energia (Kcal) 42 69 Potasio (mg) 200 329
Proteinas (g) 0,8 1,3 Fésforo (mg) 28
Llpldo:g';otales Tr Tr Selenio (png) 1 1,6
Hidratos de 8,6 14,1 Tiamina (mg) 0,1 0,16
carbono (g)
Fibra (g) 2 3,3 Riboflavina (mg) 0,03 0,05
Agua (g) 88,6 146 Vitamina B6 (mg) 0,06 0,10
Calcio (mg) 36 59,1 Folatos (ug) 37 60,8
Hierro (mg) 0,3 0,5 Vitamina B12 0 0
(ng)
Yodo (ug) 2 3,3 Vitamina C (mg) 50 82,1
. Vitamina A: Eq.
Magnesio (mg) 12 19,7 Retinol (1g) 40 65,7
Zinc (mg) 0,18 0,3 Vitamina D (ug) 0 0
Sodio (mg) 3 49 Vitamina E (mg). 0,2 0,3

*Tr: Trazas; 0: Virtualmente ausente en el alimento.

En lo referente al zumo de naranja, se ha observado que contiene menos fibra y tiene menores
cantidades de vitaminas y minerales que la naranja entera, por lo que la FEN (2020) recomienda tomar
la fruta fresca entera. Es por ello que resulta interesante tener como objeto de estudio el puré de
naranja, no solo para valorar el posible aprovechamiento de esta materia, sino también para
caracterizar su funcionalidad.

Por otra parte, en la actualidad la industria de alimentos estd incrementando el uso de materias
primas, tanto por la globalizacidon de las mismas como por las nuevas tendencias de consumo. Esto
ocasiona que las industrias agroalimentarias tengan cada dia mas problemas con el manejo y
aprovechamiento de los subproductos, término que se tiende a utilizar cada dia menos, usandose mas
el de los coproductos.

A partir de la obtencién industrial de zumo de naranja se generan diversos coproductos de esta fruta.
Los coproductos de citricos, son aquellos obtenidos directamente de las industrias procesadoras de
zumos y de las piezas retiradas del mercado. El coproducto por excelencia de la industria de los zumos
citricos esta constituido fundamentalmente por tres fracciones: (i) pulpa que contiene residuos del
zumo, (ii) las células que lo contienen y (iii) la piel o corteza (Figura 1). Por un lado, la pulpa extraida
puede utilizarse para la preparacion de concentrados, pulpas, néctares y jugos. En cambio, por otro
lado estd la piel, que respresenta aproximadamente del 45-60% del peso, y es considerada como
material de desecho. Esto genera grandes cantidades de residuos (Cordova et al., 2020) a partir de los
cuales se pueden obtener compuestos bioactivos que tienen efectos beneficiosos sobre la salud, tales
como la fibra dietética, vitaminas (principalmente vitamina C), minerales, compuestos polifendlicos,
carotenoides y aceites esenciales (Chedea et al.,, 2010; Ahmed et al.,, 2017). Asimismo, se ha
demostrado que estos subproductos citricos son fuentes ricas de sustancias antioxidantes y se ha
propuesto utilizarlos en la industria como antioxidantes naturales. Asi, el flavedo contiene compuestos
con importantes aplicaciones en la industria de alimentos como son los aceites esenciales y los



terpenos, de enorme aplicacion en la industria quimica (Chafer et al., 2000), por su parte los
carotenoides del flavedo pueden ser utilizados como pigmentos naturales para la mejora de la
coloracién de los zumos simples y concentrados, mientras que el albedo contiene celulosa, pectinas y
diversos flavonoides (Aleson-Carbonell et al., 2002).

« Pigmentos (carotenoides,
= Flavedo polifenolesy xantofilas)
* Aceites esenciales (D-limoneno)

— Piel

(pectina y celulosa)

——— Alvedo {. Carbohidratos insolubles

=———— Pulpa
Semillas

Figura 1. Partes de una naranja y compuestos bioactivos del subproducto (Arozarena, 2021).

Ademas, la piel de naranja tiene una configuracion altamente porosa que puede ser utilizada para la
incorporacién de biopolimeros y bioactivos (Andamay y Acosta, 2020).

En este sentido, para contrarestar la problemdtica del gran volumen producido por esta industria, cada
dia es mayor el nimero de empresas y grupos de investigacion que tratan de obtener un rendimiento
de estos coproductos y reducir la generaciéon de residuos contaminantes (Picon, 2013). Hasta la fecha,
las principales vias de aprovechamiento de los coproductos son sobre la alimentacién o
suplementacion de bovinos (Triana et al., 2014). Recientemente se ha comprobado también su uso
para el aislamiento de ingredientes funcionales y para la obtencién de alimentos con un valor
nutricional afiadido (Gracia y Albisu, 2004). Es por ello que la posible integracidon de estos productos
como ingredientes en nuevas formulaciones de alimentos o como nueva materia prima en el disefio
de nuevos productos seria una solucion a la actual problematica medioambiental (Picon, 2013), y la
posibilidad de aprovechar y satisfacer las necesidades de los consumidores con todos los beneficios
que dichos subproductos pueden aportar. También se debe tener en cuenta que los coproductos son
materias primas muy heterogéneas, ya que estan formadas por distintos tejidos, cada uno con muy
distinta composicién quimica, lo que hace muy dificil controlar también su procesamiento. No
obstante, hay un gran interés en su posible aprovechamiento y uso potencial para contribuir a una
alimentacién saludable y sostenible.

1.2 Compuestos bioactivos de la naranja

Los compuestos bioactivos se definen como los componentes de los alimentos que influyen en las
actividades celulares vy fisiolégicas obteniendo, tras su ingesta, un efecto beneficioso para la salud.
Normalmente, estos compuestos estan en cantidades muy pequeias en los alimentos que
consumimos como parte de nuestra dieta habitual y, en casi todos los casos, provienen de fuentes
alimentarias vegetales. En general, sus efectos saludables se centran en la prevencién de las



enfermedades no transmisibles (Martinez de Victoria, 2015). El reconocimiento de los componentes
fisiolégicamente activos en los frutos citricos, como la naranja, y su contribucién a la salud humana, se
ha convertido en un area de investigacidn en crecimiento.

Las sustancias antioxidantes son un grupo especifico de compuestos con propiedades comunes, que
se caracterizan por ser capaces de neutralizar la accién oxidante de los radicales libres mediante la
liberacion y captacion de electrones en nuestra sangre. La accidn oxidante de los radicales produce
alteraciones fisioldgicas importantes que son desencadenantes de diversas enfermedades (Zamora,
2007; Avello y Suwalsky, 2006). Estos son moléculas muy reactivas e inestables de alta energia con
electrones desapareados que tienden a reaccionar con otros compuestos buscando un electrén para
emparejarse con él (Hernandez, 2004). En determinadas circunstancias, la producciéon de estas
moléculas puede aumentar de forma descontrolada, situacién conocida como estrés oxidativo,
existiendo evidencias que sugieren una relacion entre el estrés oxidativo y el origen de numerosas
enfermedades, como la artritis reumatoidea (Desmarchelier y Ciccia, 1998). Conociendo los efectos
negativos provocados por los radicales libres, podemos entender mejor la funcién y efecto que tienen
los antioxidantes en la salud. Por ejemplo, la vitamina E (tocoferol) actia como antioxidante natural
reaccionando con los radicales libres que se generan en la fase lipidica, protegiendo a los lipidos de las
membranas (Vega et al., 2005). Ademas, se ha relacionado una menor incidencia de enfermedades
degenerativas y cronicas en aquellas personas que han iniciado un incremento en el consumo de frutas
y vegetales, debido al alto contenido de varios antioxidantes presentes en estos alimentos (Keith et
al., 2001; Evans, 2000).

La vitamina C o acido ascérbico es una sustancia hidrosoluble con una gran capacidad antioxidante,
que participa en el desarrollo de los tejidos conectivos, el metabolismo de lipidos y vitaminas, las
sintesis de hormonas y neurotransmisores, la funcion inmune y en la cicatrizacién de heridas (Grosso
etal., 2013). La funcién principal mds conocida de esta vitamina es la prevencion del escorbuto (Bastias
y Cepero, 2016), junto a la asociacién con la prevencién de la gripe y el constipado (Stern, 2005). En la
actualidad, su efecto beneficioso se ha vinculado con tratamientos para la prevencion o el retraso del
cancer, mas con enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas, debido a que estas patologias
presentan un componente oxidativo en su origen de propagacion (Mardones, 2020). Ademas de
contrarestrar la inflamacién y el dafio oxidativo del sistema nervioso (Grosso et al., 2013), contribuye
a la erradicacion de enfermedades por deficiencia de hierro (Jiménez et al., 2019). El 4cido ascérbico
al no ser producido por los humanos se ha de incorporar a través de los alimentos, siendo su
biodisponibilidad elevada cuando es ingerida en agua o leche y disminuyendo por la degradacion que
sufre durante los procesos de digestion (Kondo et al., 2012; Cilla et al., 2012).

Los carotenoides son pigmentos liposolubles de origen vegetal cuya principal actividad en las plantas
es la fotoproteccion del sisteman fotosintético. En el organismo humano destaca, entre otras, la
actividad provitaminica A (Beltran et al., 2012), siendo el B-caroteno, de entre los que poseen dicha
capacidad, el que por su estructura tiene un mejor rendimiento en retinol o vitamina A (Rao y Rao,
2007). Estos pigmentos proporcionan a frutas y verduras colores amarillos, anaranjados y rojizos
debido a la presencia de un cromdéforo en su molécula. La gran importancia nutricional de estos
pigmentos ha radicado en el hecho de que algunos poseen la actividad provitaminica A, pero se ha
puesto de manifiesto que la relevancia de estos va mas allad, demostrando un papel importante en la
prevencion de diversas enfermedades degenerativas (Meléndez-Martinez et al., 2004). Se ha
observado que los carotenoides actian como potenciadores positivos de la respuesta inmune (Olson,
1999) y han suscitado interés debido a que hay estudios que demuestran su actividad antioxidante, y
con ello la capacidad de disminuir los efectos adversos de especies reactivas como las del oxigeno y el
nitrogeno, y la fotoproteccion de tejidos, como el epitelial y ocular (Chew y Park, 2004; Sthal y Sies,



2007). Asi mismo, un gran nimero de estudios epidemioldgicos observacionales, han demostrado
consistentemente que las personas que comen mas frutas y verduras ricas en carotenoides y las
personas que tienen niveles séricos mas altos de B-caroteno, tienen menos riesgo de paceder cancer,
especialmente de pulmén (Vitale et al., 2010).

Las sustancias que reciben el nombre de compuestos fendlicos, polifenoles o fenilpropanoides son
productos secundarios sintetizados por las plantas que contienen un grupo fenol, un anillo aromatico
con un grupo hidroxilo (Isaza, 2007). Quimicamente, estos compuestos son un grupo muy diverso que
comprende fenoles simples, acidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, taninos (condensados e
hidrolizables), ligninas y lignanos (Quifiones, 2016). En gran parte los polifenoles son responsables de
las caracteristicas sensoriales de los productos hortofruticolas, como el color, la astringencia, el sabor
y el aroma (Gomez-Romero et al., 2010). Este grupo de metabolitos son muy interesantes gracias a su
marcada accion antioxidante y como moléculas beneficiosas hacia la salud humana (Martin, 2018).
Como consecuencia de su accién antioxidante, se ha demostrado que los compuestos fendlicos poseen
propiedades antimutagénicas, anticancerigenas, antiinflamatorias y anticoagulantes (Souyoul et al.,
2018). Recientemente los investigadores recomiendan el consumo de una dieta rica en alimentos con
altos contenidos de polifenoles, ya que, pueden tener efectos benéficos sobre patologias
cardiovasculares, virales e incluso antineopldsicas (Tomas-Barberan, 2003).

1.3 Liofilizacién

La liofilizacién es un tipo de secado de amplio interés para el procesado de productos bioldgicos,
farmacedticos y alimenticios, especialmente termosensibles, reduciendo la humedad de los alimentos
sin someterlos a altas temperaturas y evitando en gran medida el dafio de los compuestos termolabiles
(Grau, 2015). Ademas, por la alta reduccién en la actividad del agua, permite obtener productos
estables microbioldgicamente.

Consta de las siguientes etapas: congelacidon, secado primario y secundario. La congelacion, a la que
se somete el producto, debe ser rapida a fin de obtener pequefios cristales de hielo, los cuales son
sublimados a bajas presiones con el secado primario (Barbosa-Canovas y Vega, 2000), para
posteriormente pasar al secado secundario, aumentando la temperatura para evaporar el agua
fuertemente ligada (Bofidn et al., 2020). Es una técnica que permite obtener productos en polvo de
facil manejo y de alta calidad sensorial, nutritiva y funcional (Egas, 2019). Autores como Bofion et al.,
(2020) han demostrado que se obtienen mayores porcentajes de retencién tanto en capacidad
antioxidante como de compuestos fendlicos aplicando el tratamiento de liofilizacion respecto a otras
técnicas de secado, debido tanto a la baja temperatura de procesado como a la ausencia de oxigeno
durante el mismo, lo que minimiza las reacciones de degradacién. Sin embargo, la principal desventaja
de esta técnica son los altos costos que conlleva el uso de bajas presiones y los largos periodos de
tratamiento (Barbosa-Canovas y Vega, 2000). En este sentido, para optimizar las condiciones del
proceso de liofilizacidn una alternativa interesante es aumentar la temperatura del proceso sin que la
calidad del producto obtenido se vea comprometida, lo cual tiene gran importancia econémica, sino
también para obtener un producto con menos humedad. Este calor aportado se consigue fijando una
temperatura a las bandejas del liofilizador. Egas-Astudillo et al., (2020) comprobd que aumentar la
temperatura de las bandejas del liofilizador a 402C para obtener un producto de pomelo tipo snack,
acortd considerablemente el tiempo del proceso (en un 57,5%), no afectando al color ni al contenido
de vitamina C del producto.



Con el objetivo de promover el consumo de fruta entre la poblacién hay un continuo interés en el
desarrollo de nuevos productos de fruta seguros y saludables. En este sentido, una opcién podria ser
elaborar un snack a partir de la liofilizacidn del puré de naranja y de su coproducto.

Ademas este producto podria triturarse y el polvo obtenido podria incorporarse en la formulacién de
zumos, infusiones, postres, helados, entre otros, con las ventajas de estabilidad y de logistica que
supone el almacenamiento. Pero este proceso es complicado al aplicarlo en alimentos con un alto
contenido en azuUcares y acidos como son las frutas (Egas, 2019), que confieren al producto
deshidratado una estructura pegajosa y con una elevada higroscopicidad. Para paliar el problema vy
mejorar el rendimiento del proceso y la calidad del producto obtenido, se hace necesaria la adicidn de
biopolimeros de alto peso molecular con un efecto encapsulante, antihumectante y antiapelmazante,
como la goma arabiga (Krishnan et al., 2005; Lépez et al., 2006).

La goma ardbiga procede del arbol de la Acacia (Acacia Senegal) y es un heteropolisacarido fibroso
gue el arbol produce por exudacidon natural para cerrar sus heridas. Resulta muy eficaz para la
encapsulacién de compuestos ya que es muy soluble en agua y presenta una baja viscosidad en
disoluciéon (Egas et al., 2014; Said et al., 2019). Ademas, tiene una gran capacidad de retencion de
sustancias volatiles y protege de la oxidacion (Gabas et al., 2007).

Por otra parte, existe un interés por parte de la industria alimentaria en aumentar el contenido de
fibras en los alimentos, ya que numerosos estudios han demostrado los efectos beneficiosos del
consumo de fibra en la proteccién contra enfermedades relacionadas con el corazdn, regulacion de la
absorcién de glucosa y secrecion de insulina y prevencion de enfermedades intestinales (Mckee y
Latner, 2000).

La fibra de bambu procede de la subfamilia Bambusoideae y se extrae de la planta conocida como
bambl. Sus constituyentes principales son la celulosa, hemicelulosa y lignina, junto a otros
compuestos no estructurales como son la pectina, sales orgdnicas, cerasy sales nitrogenadas (Quintero
y Gonzalez, 2006; Majeed et al., 2013). Esta fibra se estd utilizando para mejorar la estabilidad en los
alimentos ademas de conferirles algunas de las caracteristicas beneficiosas propias de las fibras (Colin-
Henrior et al., 2009), contribuyendo a la prevencidn de enfermedades crdnicas (Ramirez y Pacheco,
2009).

Asimismo, los biopolimeros pueden actuar como agentes de encapsulacion, ayudando a prevenir la
degradacion de algunos compuestos bioactivos durante el procesado y almacenamiento (Rascon et al.,
2011). No obstante, la funcionalidad de los diferentes biopolimeros puede afectar, en mayor o menor
medida, a que dichos compuestos bioactivos sean liberados durante la digestion para ser absorbidos
por el organismo.

1.4 Bioaccesibilidad y digestién

Durante la digestion, los alimentos estdn sujetos a una serie de procesos que condicionan su llegada a
la circulacion sistematica, ya que un compuesto bioactivo solo puede ejercer beneficios para la salud
si permanece disponible para su absorcion después de que hayan tenido lugar todas las fases
involucradas en el proceso de digestidn gastrointestinal (Rocha, 2013).

El proceso digestivo consiste en una serie de etapas enzimaticas, descritas a continuacién, que
producen la hidrdlisis de los componentes mayoritarios del alimento (grasas, hidratos de carbono y
proteinas) con la consiguiente liberacidon de numerosos nutrientes (Ng et al., 2009). La bioaccesibilidad
se ha definido como la fraccién de un compuesto que se libera de su matriz alimentaria dentro del
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tracto gastrointestinal y, por lo tanto, se vuelve disponible para la absorcion intestinal (Etcheverry et
al., 2012). La bioaccesibilidad puede ser medida mediante la simulacién in vitro de las etapas de
digestion en el tracto gastrointestinal, mediante una serie de tratamientos utilizando enzimas
caracteristicas de cada etapa del proceso de digestidn, adecuando las condiciones de temperatura y
pH (Quesada, 2018).

La masticacién es la primera fuerza mecdnica con la que comienza la etapa oral, siendo esta la forma
gue contribuye en mayor grado a desestructurar la matriz alimentaria. Este proceso también sirve para
mezclar el alimento con la saliva conformando el bolo alimenticio. El fluido salival contiene a-amilasa,
que es la enzima encargada de iniciar la hidrdlisis de los carbohidratos, durante el breve tiempo de
residencia que permanece en la boca. Tras la deglucidon, el bajo pH del estdmago inactivara esta
enzima.

Aparato digestivo
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Figura 2. Estructuras y procesos del sistema digestivo (Winslow, 2019).

Posteriormente, |la etapa gastrica se inicia con la llegada del bolo alimenticio al estémago. Se secreta
el fluido gastrico, que contiene el acido clorhidrico como principal agente que provoca la bajada del
pH. Asimismo, el jugo gastrico incluye la pepsina, la principal enzima que se encarga de la protedlisis
parcial de las proteinas. Por su parte, las paredes del estdmago contribuyen a la homogeneizacién del
contenido gastrico, resultando en el quimo. A medida que avanza esta etapa, el tamafio de particula
del quimo disminuye de forma progresiva. Una vez el quimo ha alcanzado un tamafio de particula lo
suficientemente pequefio, el piloro se contrae y permite el paso a través de él. Es por eso por lo que
el vaciado gastrico es un proceso progresivo que puede durar hasta 2 horas en funcién del alimento
ingerido.



Por Ultimo, la etapa intestinal es la mas compleja. A medida que el contenido gdstrico pasa al duodeno
se va alcalinizando, gracias a la secrecién pancreatica, conformando el quilo. El pancreas secreta su
jugo, que contiene bicarbonato siendo el principal agente responsable del aumento del pH de forma
abrupta. Este jugo contiene la pancreatina, una mezcla de enzima hidroliticas que incluye proteasas
(tripsina y quimiotripsina), amilasas (a-amilasa) y lipasa (junto con co-lipasa). Las sales biliares, por
otro lado, son secretadas por la vesicula biliar, y son el principal agente emulgente en esta etapa. Esta
accién surfactante es también necesaria a la hora de la absorcidn de los productos de la lipdlisis, ya
que se encarga de englobarlos formando una micela y transportarlos a través del medio acuoso, como
es el fluido intestinal, hasta presentarlos a las células de la pared intestinal (enterocitos) que los
absorben. Ademds, estas células se encargan de absorber los monosacaridos y aminoacidos, los
productos de la glicélisis y la protedlisis a través de mecanismos mds sencillos. A lo largo de la etapa
intestinal, los movimientos peristdlticos hacen avanzar el quilo por el duodeno, ileon y yeyuno, hasta
llegar al colon. En este ultimo tramo, se da la metabolizacidon de los productos de la digestion no
absorbidos, como fibras o restos de péptidos, por parte de los microorganismos que conforman la
microbiota.



2. OBJETIVOS

El presente estudio se enmarca dentro de un Proyecto cuyo objetivo es investigar la valorizacién del
coproducto de la industria del procesado de la naranja para ofrecerlo como un ingrediente alimentario
natural, versatil, de alta calidad y estable. En este sentido, este trabajo tiene como objetivo general
estudiar la influencia de la liofilizacidén en la bioaccesibilidad de los principales compuestos bioactivos
(fenoles, carotenoides y vitamina C) de productos de naranja, concretamente del puré de naranjay de
su coproducto. En este ultimo, también se estudiara el efecto de la adicion de biopolimeros (goma
arabiga y fibra de bambu) como coadyuvantes tecnoldgicos en la estabilidad de los compuestos
bioactivos durante el procesado y la digestion.

Para lograr este objetivo general, se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

- Caracterizacion de los compuestos bioactivos mayoritarios (vitamina C, carotenoides y fenoles
totales) y de la actividad antioxidante del puré de naranja y su coproducto.

- Estudio del efecto de la temperatura de liofilizacion (30 y 502C) en los compuestos bioactivos
y actividad antioxidante del puré de naranja y su coproducto.

- Estudio de la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos tras el proceso de digestién in
vitro, del puré de naranja y del coproducto, antes y después de liofilizar.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materias primas

En este estudio se utilizaron naranjas dulces (Citrus x sinensis var. ‘Navel orange’). Estas fueron
compradas en un supermercado de la ciudad de Valencia. En la compra se seleccionaron piezas lo mas
homogéneas posibles, teniendo en cuenta aspectos visuales como tamafo, color, firmeza y ausencia
de dafios en la piel. Los biopolimeros utilizados en el proceso como antiapelmazantes,
antihumectantes y encapsulantes fueron fibra de bambu (FB) (VITACELO, Rosenberg, Alemania) y
goma arabiga (GA) (Scharlab, Sentmenat, Espafia).

3.2 Metodologia
3.2.1 Preparacién de las muestras

Primero, se lavaron las naranjas individualmente con agua y un estropajo, retirando asi cualquier
impureza que se pudiese encontrar en la superficie. Las naranjas se pelaron con un equipo especifico
para ello (Orange peel INOX, Pelamatic, 220V 50W, Espafia) retirando, mediante dos pasadas de la
cuchilla, toda la corteza. Tras realizar esta operacidon se obtuvo, por una parte, las naranjas
completamente peladas y, por otra parte, el coproducto, formado por el albedo y el flavedo.

3.2.1.1 Obtencién de las muestras a partir del puré de naranja

El puré se obtuvo triturando las naranjas completamente peladas con un robot de cocina (Thermomix
TM21, Vorwerk, Espafia). Se introdujeron tandas de 1 kg cortadas en 6 trozos para facilitar el proceso,
durante 40 segundos a velocidad 4 y, de nuevo, 40 segundos a velocidad 9. En cada tanda de
trituracion, se afiadid GAy FB en proporciones de 5y 1 g /100 g de puré de naranja, respectivamente.
Las cantidades utilizadas se seleccionaron tomando en cuenta los resultados optimizados de estudios
previos (Agudelo et al., 2017). Una vez se obtuvo el puré de naranja formulado con biopolimeros (PBp),
se mezclaron todas las tandas en la Thermomix durante 10 minutos a velocidad 3, para conseguir asi
un producto mas homogéneo.

3.2.1.2 Obtencién de las muestras a partir del coproducto de naranja

Por otra parte, el coproducto se dividid en dos partes iguales para hacer distintas formulaciones: el
coproducto (Cop) y el coproducto con biopolimeros (CopBp).

A cada parte se le afiadieron 150 mL de agua por cada 500 g de coproducto. Para el Cop no fue
necesario anadir nada mas. En cambio, para la formulacién del CopBp, se anadieron primero los
biopolimeros al agua, en la misma proporcidn que en el puré, 5 g de GA/100 g de puré de naranjay 1
g de FB/100 g de puré de naranja. Seguidamente, ambos productos por separado se homogeneizaron
en una picadora emulsionadora (Eurofred, Espafia) (Figural).
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Figura 3. Coproducto con biopolimeros.

De los tres productos de estudio (PBp, Cop y CopBp), se guardaron 100 g en tarros de cristal en
refrigeracion a 42C (Liebherr, ProfilLine, Alemania) para realizar los correspondientes analisis que se
describen a continuacidn.

Por otra parte, para posteriormente realizar el proceso de digestion in vitro (explicado en el punto
3.2.2) se congelaron a -45°C (Liebherr, LGT 2325, Alemania) en tarros de cristal 400 g.

Por ultimo, de la cantidad restante de puré y coproductos, se aprovechd para realizar el andlisis de
humedad (detallado en el punto 3.2.3.1).

Para reconocer las muestras de forma mas sencilla se utilizé la siguiente nomenclatura a lo largo de
este trabajo (Tabla 2):

Tabla 2. Nomenclatura utilizada para las muestras.

PRODUCTOS
Puré con Coproducto con
. , Coproducto . .
biopolimeros (Cop) biopolimeros
(PBp) (CopBp)
Control (fresco, F) PBp-F Cop-F CopBp-F
Liofilizacion a PBp-L30 Cop-L30 CopBp-L30
302C/26h (L30) P P Pep
Liofilizacion a PBp-L50 Cop-L50 CopBp-L50
502C/19h (L50) P P pBp

3.2.1.3 Obtencion de los productos liofilizados

Para la obtencién de los productos liofilizados, las distintas muestras se congelaron durante 6 dias a
-459C (Liebherr, LGT 2325, Alemania) en bandejas de aluminio con 1 cm de espesor. Se prepararon un
total de 18 bandejas (6 de cada producto). La liofilizacidn (Liofilizados TelstarLioalfa-6, Espafia) se
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realizé con las siguientes condiciones de acuerdo a estudios previos (Egas-Astudillo et al., 2020; Silva-
Espinoza et al., 2020): presién 0,084 mBar, -482C de temperatura en el condensador y a dos
temperaturas de bandeja: 302C y 502C. La duracidon del proceso fue de 26 y 19 horas respectivamente
(Figura 2).

Figura 4. Liofilizador TelstarLioalfa-6, Espafia, con las muestras en bandejas, listas para liofilizar.

Tras la liofilizacion las diferentes muestras obtenidas se trituraron (Thermomix TM21, Vorwerk,
Espaia) durante 20 segundos a velocidad 5 (Figura 3). Las muestras en polvo se guardaron en bolsas
herméticas, dentro de tarros de cristal en refrigeracion a 42C (Liebherr, ProfilLine, Alemania).

Figura 5. Muestras de coproductos liofilizados antes (A) y después (B) de ser trituradas,
respectivamente.
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Todas las muestras asi obtenidas fueron analizadas antes y después de liofilizar en cuanto a sus
compuestos bioactivos y actividad antioxidante, tal y como se describe a continuacidon. Algunas de ellas
se sometieron a un proceso de digestion in vitro y se analizaron después del mismo.

3.2.2 Digestién in vitro

La digestidn in vitro se realizé mediante la metodologia propuesta por Miller et al., (1981), con algunas
adaptaciones. El procedimiento se llevé acabo PBp-F y Cop-F, PBp-L50 y Cop-L50, y PBp-L30. Se
hicieron 3 repeticiones por muestra en cada una de las etapas del proceso: digestién oral, gastrica e
intestinal. La digestidn se realizd en una cdmara de temperatura controlada (Nlve, test cabinet TK 120,
Turquia) para asegurar que las muestras estuviesen a 372C (temperatura corporal aproximada) y en
agitacién (agitador orbital Ovan, Espafia) a 120 oscilaciones por minuto.

3.2.2.1 Fase oral

En esta fase es importante simular los fluidos que se encuentran en la boca, la saliva, que es la principal
responsable de la formacion del bolo alimenticio gracias a la enzima a-amilasa (Hernandez y Aranzazu,
2012). Tanto a las muestras frescas como liofilizadas se les adiciond una disolucidon de 130 mg de a-
amilasa/100 mL de CaCl,, ImM a pH 7, en proporcién 250 uL/1 g de sdlidos totales (Sigma-Aldrich,
Alemania) (Huang et al., 2014). Las muestras fueron incubadas (Nve, test cabinet TK 120, Turquia) a
372C durante 10 minutos en constante oscilacién, tal y como se ha descrito.

3.2.2.2 Fase gastrica

Concluida la fase oral, el pH de la muestra se ajustdé a 2 con HCl 2M (Sigma Aldrich, Alemania).
Seguidamente se adicionaron 0,1 g de pepsina de origen porcino (Sigma Aldrich, Alemania), enzima
que inicia la digestion de las proteinas (Sanvodal et al., 2008). La mezcla se mantuvo durante 2 horas
a 372Cy en constante oscilacion (Figura 4).

Figura 6. Muestras durante la fase gdstrica dentro de la cdmara de temperatura controlada.
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3.2.2.3 Fase intestinal

En esta ultima etapa, se traspasaron 20 mL del digesto gastrico a una probeta, en la cual se introdujo
una membrana de didlisis (Sigma-Aldrich, Alemania), con un tamano de poro de 14000 daltons, rellena
con 25 mL de NaHCOs; 0,5N. Las muestras se dializaron dentro de la cdmara a 372C en continua
oscilacion (Figura 5). Una vez que la muestra alcanzé pH 5 (tras 20 minutos aproximadamente) se
adicionaron 5 mL de una mezcla de pancreatina (4 g/L, Sigma-Aldrich, Alemania) y extracto de bilis (25
g/L, Sigma-Aldrich, Alemania) en NaHCO; 0,5N y agua destilada, y se continud la incubacién durante 2
horas, o hasta que la muestra alcanzase pH 7.

Figura 7. Muestras durante la fase intestinal dentro de la cdmara de temperatura controlada.

Acabada la digestion intestinal, se guardé el contenido del interior de la membrana (Figura 6) en vasos
estériles y se congeld (Liebherr, LGT 2325, Alemania) a -452C para ser analizados. La solucién obtenida
del interior de la membrana representa la parte absorbida por el organismo que pasa a la sangre.

Figura 8. Membrana de didlisis tras finalizar la fase de digestion intestinal.
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3.2.3 Determinaciones analiticas

Tanto a la materia prima inicial, que llamaremos muestras control o frescas, como a los liofilizados y
los digestos obtenidos en la etapa intestinal, se les analizaron el acido ascérbico, la vitamina C, los
carotenoides totales, los fenoles totales y la actividad antioxidante. En todos los métodos, las muestras
se analizaron por triplicado. Se calculd la media y la desviacidn estandar. Con fines comparativos, todos
los resultados se expresaron referidos a 100 g de muestra fresca (mf).

3.2.3.1 Humedad

La humedad (xw) de las muestras frescas se analizé segun el método gravimétrico de secado en estufa
para alimentos en azucares 934.06 (AOAC, 2000).

En el caso de la muestras liofilizadas, el analisis de x se realizé mediante el método de valoracién
volumétrica de Karl Fischer (Mettler Toledo, Espafia). Los resultados, en ambos procedimientos, fueron
expresados en g de agua/100 g de muestra.

3.2.3.2 Vitamina C

Para la extraccidén del acido ascérbico (AA) y la vitamina C (VC) se empleé como disolvente una
disolucién de acido oxdlico en agua. Se mezcld 1 g de la muestra fresca 0 0,5 g de producto liofilizado
con 9 mL de disolucidn de acido oxalico al 0,1% en agua (p/v), se dejo reposar en oscuridad y
temperatura ambiente durante 3 minutos. Después se filtré en viales de HPLC con filtros de nylon de
0,45 pum. Finalmente se analiz6 el contenido en AA por HPLC segun Xu et al. (2008). Para la
determinacion de VC se tomaron 1 g de muestra fresca o 0,5 g de producto liofilizado, y se sometié a
la reduccién del acido dehidroascorbico (DHAA) a AA empleando el reactivo DTT (DL-ditiotreitol)
(Sigma-Aldrich, Alemania) segun Sanchez-Mata et al. (2000) y Sanchez-Moreno et al. (2003). A
continuacién, la VC se determindé también por HPLC segun Xu et al. (2008). La diferencia entre los
valores obtenidos de VCy AA se contabilizaron como DHAA. El HPLC empleado (Jasco, Italia) consta de
una bomba ternaria (Jasco PU-1580 HPLC pumb), un generador de gradiente (LG-1580-02 Ternary
Gradiente Unit) y un detector UV-visible (MD-1510) con un intervalo de medida de longitud de onda
entre 190 y 650 nm. El equipo contiene un desgasificador incorporado y un inyector automatico. Se
utilizé una columna Zorbax SSBC18 de 5 um, 4,6 x 25 mm (Espafia). La VC fue identificada por su tiempo
de retencién y cuantificada por integracidn de las areas de los picos obtenidos de los cromatogramas
usando el acido ascérbico como patrén (Panreac, Espaia). Los resultados se expresaron como mg de
VC/100 g mf.

3.2.3.3 Carotenoides totales

Para la determinacioén de carotenoides totales (CT) se comenzé realizando una extraccién (Barba et al.,
2006) con el disolvente hexanoa:acetona:etanol (50:25:25, v/v), (VRM, Espafia). Se tomaron 1 g de
muestra fresca o0 0,15 g de muestra liofilizada junto con 9 mL del disolvente de extraccién y se dejé en
agitacién magnética durante 30 minutos, en oscuridad y a temperatura ambiente. A continuacion, se
centrifugd (GYROZEN 123GR, Korea) 10 minutos a 10000 rpm a una temperatura de 4°C. Los
carotenoides totales se cuantificaron por espectrofotometria (Thermo Electron Corporation, USA),
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siguiendo la metodologia AOAC (1996). Se midid la absorbancia a 446 nm que corresponde a B-
caroteno. Los resultados se expresaron en mg de B-caroteno/100 g de mf.

3.2.3.4 Fenoles totales

Los compuestos fendlicos (FT) se extrajeron en las mismas condiciones y proporciones que para los
carotenoides totales (punto 3.2.3.3) pero empleando metanol:agua (70:30, v/v) como disolvente.

Una vez se obtuvo el extracto, se siguid el ensayo Folin-Ciocalteu segun Benzie y Strain (1999); y
Selvendrany Ryden (1990) para la cuantificacién de fenoles. Se midié la absorbancia a 765 nm (Thermo
Electron Corporation, USA). Los resultados se expresaron en mg de acido galico/100 g mf.

3.2.3.5 Actividad antioxidante

A partir de la extraccién realizada para fenoles (en el apartado 3.2.3.4), se determind la actividad
antioxidante de los productos mediante dos métodos, FRAP y DPPH.

i) Método FRAP.

Se siguid la metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996); Pulido et al. (2000) y
Thaipong et al. (2006). EI método se basa en la reaccién que mide la reduccién del
complejo férrico-2,4,6,tripiridil-s-triazina (TPTZ), en la cual el hierro férrico (Fe** - TPTZ) se
reduce a idn ferroso a bajo pH, causando la formaciéon de un completo ferroso-
tripiridiltriazina coloreado (Fe?* - TPTZ), que absorbe a una longitud de onda de 593 nm
(Valenzuela, 2015) (Thermo Electron Corporation, USA). Los resultados se expresaron en
mmol de Trolox/100 g mf, usando una curva de calibracion de Trolox (Sigma-Aldrich,
Alemania) de 0-250 mg TE/1000 g.

i) Método DPPH.

En la realizacién del método DPPH se siguié la metodologia propuesta por Brand-Williams
et al. (1995); Puupponen-Pimia et al. (2003) y Sanchez-Moreno et al. (2003). Este
procedimiento se basa en la reduccidn del radical DPPHe a DPPH-H.

Con el espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, USA) se midid la absorbancia a
515 nm, a tiempo O y tras 15 minutos. Para expresar los resultados como mmol de
Trolox/100 g mf, se necesitd calcular el porcentaje de DPPH con la Ecuacion 1, y se empled
una curva de calibracion de Trolox (Sigma-Aldrich, Alemania) de 0-250 mg TE/1000 g.

DPPH(%) _ A control—A muestra x 100 (EC. 1)

A control

Siendo:
A control: Absorbancia a tiempo 0.

A muestra: Absorbancia de las muestras después de 15 minutos.
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3.2.4 Célculo de la bioaccesibilidad

Para el calculo de la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos en las muestras, se empleé la
Ecuacidn 2 (Silva-Espinoza, 2021).

Concentraciéon de bioactivos del digesto intestinal interno

Bioaccesibilidad (%) = x 100 (Ec. 2)

Concentracion de bioactivos de la muestra inicial

3.2.5 Andlisis estadistico

Para conocer la existencia de diferencias significativas entre las diferentes muestras, se realizaron
analisis de varianza simple (ANOVA) y multifactorial (MANOVA), usando el test HSD de Tukey para
establecer diferencias significativas entre muestras con un nivel de confianza del 95% (p<0,05).
Ademas, se realizaron correlaciones de Pearson entre la actividad antioxidante y los compuestos
bioactivos con un nivel de confianza del 95%. Para ello se utilizé el programa Statgraphics Centurion
XVIIl bajo licencia de la Universitat Politecnica de Valencia.
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4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacién quimica de los productos. Efectos de la liofilizacion y de la adicidn
de biopolimeros en los compuestos bioactivos y en la actividad antioxidante

En la Tabla 3 se presenta el contenido de xw, en g de agua/100g de muestra, de todas las muestras
estudiadas, antes y después de ser liofilizadas a las dos temperaturas de trabajo 30 y 502C.

La muestra PBp-F presentd unos valores de x,, de 82,71 g de agua/100 g de producto, similares a los
encontrados por otros autores para la misma fruta (Moreiras et al., 2013). Por otra parte, los
coproductos frescos, con y sin biopolimeros, presentaron valores de x, significativamente (p<0,05)
menores que el puré. Los valores Cop-F fueron inferiores a los encontrados en bibliografia para la piel
de la naranja, con un contenido de 72,5 g de agua/100 g de piel (USDA, 2019).

El secado por liofilizacion permitié disminuir la humedad de las muestras hasta valores de 1-2,8 g de
agua/100 g, dependiendo de la temperatura de bandeja y del tiempo del proceso. Estos valores son
del orden de los sugeridos por otros autores para alimentos liofilizados de calidad (Barbosa-Canovas
et Vega, 2000). Se observé también que el proceso de liofilizacién a 502C/19h proporciond productos
con un porcentaje de humedad significativamente menor (p<0,05) que las procesadas a 302C/26h, no
observandose diferencias significativas (p>0,05) entre las muestras de PBp y los coproductos
liofilizados a la misma temperatura.

Tabla 3. Valores medios * desviacion estdandar de la humedad de las muestras (g de agua/100g).

Liofilizado 302C/26h Liofilizado 502C/19h
M F F
uestra resco (F) (L30) (L50)
PBp 82,71+ 0,05* 2,8+0,1% 1,4+0,1*
Cop 53,07 + 0,08 2,4+£0,2% 1,1+0,1*
CopBp 49,64 + 0,08 2,7+0,0% 1,5+0,0*

Por columnas para cada tratamiento (control o fresco, liofilizado a 302C/26h y a 50°C/19h) diferentes
letras en superindices (a-b) indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05). Por filas, para
cada muestra diferentes letras en superindices (x-z) indican diferencias significativas debidas a las
condiciones del proceso de liofilizacion (p<0,05).

En la Figura 9 se presentan los resultados obtenidos del andlisis de FT de los distintos productos. El
contenido en fenoles totales de PBp-F fue de 76 mg acido galico/100 g mf, del orden de lo obtenido en
otros estudios de naranja (Klimczak et al.,, 2007). En general, los coproductos, Cop y CopBp,
presentaron un mayor contenido en FT (p<0,05) que PBp. Estudios de Escobedo-Avellaneda et al.,
(2014) también han mostrado que el mayor contenido en FT de la naranja se encuentra en la fraccidon
del albedo. Los mismos autores afirman que en el zumo abundan los fenoles ligados, mientras que en
la pulpa, albedo y flavedo destacan los fenoles libres.

Para evaluar el efecto del proceso de liofilizacidn a las dos temperaturas estudiadas sobre el contenido
en FT, se calculé el % de pérdida de estos compuestos bioactivos en los productos liofilizados respecto
a los respectivos productos control o frescos, sin liofilizar. Asi se observo que el proceso de liofilizacion,
en general, a 302C/26h ocasioné menos pérdidas en los compuestos fendlicos que a 502C/19h. En
concreto, en las muestras PBp se produjo una disminucién del 31% de PBp-L50 (p<0,05) respecto a
PBp-F, sin observarse diferencias significativas (p>0,05) entre PBp-F y su liofilizado a 302C/26h. Sobre
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los coproductos podemos observar que en ambos casos las diferencias entre las condiciones del
tratamiento de liofilizacién causaron diferencias significativas (p<0,05) en FT. Al liofilizar a 302C se
cuantificaron pérdidas del orden de 19% para Cop-L30 y del 11% para CopBp-L30. En cuanto al
procesado a 509C, las pérdidas cuantificadas fueron del orden del 29% y 33%, para Cop-L50 y CopBp-
50, respectivamente. La adicién de biopolimeros no afectd significativamente (p>0,05) al contenido en
FT de los coproductos.
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Figura 9. Contenido en fenoles totales (mg dcido gdlico (GAE)/100g mf) en las diferentes muestras
analizadas: puré de naranja con biopolimeros (PBp), coproducto (Cop) y coproducto con biopolimeros
(CopBp), segun el procesado al que se sometieron: productos control o frescos (F), liofilizados a
302C/26h (L30), liofilizados a 50°C/19h (L50). Las letras diferentes (a-c) indican para cada producto
diferencias significativas entre los tratamientos realizados (p<0,05). Las letras mayusculas diferentes
(X-Z) indican diferencias significativas entre los tres productos de estudio (p<0,05). Las letras
minusculas diferentes (x-z) indican diferencias significativas entre los coproductos debidas a la adicion
de biopolimeros (p<0,05).

Estos resultados concuerdan con los estudios de otros investigadores como Mejia-Meza et al., (2008),
que también observaron pérdidas en compuestos fendlicos de arandanos liofilizados trabajando a
209C durante un tiempo de secado de 72h.

En general los compuestos fendlicos estan compuestos por dos anillos bencénicos y uno heterociclico
con oxigeno formando un nucleo fenil-2-benzopirona, que se unen entre si formando largas cadenas
polifendlicas (Dergal, 2005). El aumento de temperatura podria desencadenar la ruptura entre los
enlaces de los grupos y la consecuente formacién de otras sustancias fendlicas (Hayat et al., 2010). Sin
embargo, parece ser que existe cierta controversia en las conclusiones obtenidas por distintos autores
en relacidn al efecto de la temperatura en el contenido en compuestos fendlicos de las frutas. La
estabilidad de los mismos va a depender de su composicion y estructura quimica. Asi, la diferente
composicidn de flavonoides entre el puré y el coproducto hace que a 302C, en un caso, la estabilidad
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de los FT no se vea comprometida y sin embargo si disminuyen en el coproducto. Los flavonoides
mayoritarios, en el caso de las naranjas, son las flavanonas glucosiladas hesperidina, que representa el
50% de los compuestos fendlicos totales, y estd especialmente ubicada en la piel, la didimina y la
narirutina (Escobedo-Avellaneda et al., 2014). Las flavanonas agliconas aparecen de forma reducida
(naringenina o hesperetina), en ocasiones es resultado de procesos de hidrdlisis glucosidica que tienen
lugar durante la transformacién de los citricos. La flavona diosmina y las flavonas polimetoxiladas
sinensetina, nobiletina y tangeretina se encuentran en mucha menor cantidad en el exocarpio,
presentan una concentracion prdacticamente residual en las membranas del endocarpio y
especialmente reducida en el zumo de naranja (Marqués, 2020). Estudios de Escobedo-Avellaneda et
al., (2014) cuantificaron hesperidina y didimina en todas las fracciones de naranja, mientras que
nobiletina solo en ambos componentes de la piel (flavedo y albedo), y sinensetina y auranetina solo
en el flavedo. Es decir, el albedo fue la principal fuente de flavanonas glicosiladas y el flavedo de
flavonas metoxiladas. Resultados similares fueron descritos por Xu et al., (2008).

Por otra parte, la disminucidon de FT ocasionada por el secado por liofilizacién, también puede ser
debida a que la ruptura de la estructura celular producida durante la congelacidon de las muestras
debido a la formacién de cristales de hielo, aunque podria facilitar la extraccién de los mismos, también
puede facilitar la liberacién de enzimas oxidativas que al no ser inactivadas posteriormente, al no
alcanzarse elevadas temperaturas durante la liofilizacion, pueden degradar los compuestos fendlicos.
Algunos estudios con naranja han descrito la diferente sensibilidad de los compuestos fendlicos frente
a factores de degradacidon como la temperatura, la luz o la accién de enzimas de la misma dependiendo
de su composicién (Garau et al., 2007).

El contenido de VC presente en los productos, expresado como la suma de AA (forma reducida de V()
y de DHAA (forma oxidada de VC, también con accién vitaminica), se contempla en la Figura 10. Los
valores fueron similares a los publicados por USDA (2011) para piel y pulpa de naranja. Como puede
observarse, los coproductos presentaron significativamente (p<0,05) mas VC que el puré. Ademas, las
muestras de PBp presentaron mayor contenido de AA que de DHAA, al contrario que los coproductos,
donde predomind el DHAA. En este sentido, autores como Sir Elkhatim et al., (2018) mencionan que el
contenido en VC es mayor en la cadscara de diferentes frutos citricos, como el limén, la naranja y el
pomelo, que en la pulpa. Galindo (2019) comprobd también que el contenido en VC era mayor en el
flavedo y albedo que en las partes internas de la variedad de naranja Valencia-Late (en el puré de
naranja 53,4 mg VC/100 g y en el coproducto, formado por flavedo y albedo, 149 mg VC/100 g).

La adicién de biopolimeros no afecté (p>0,05) al contenido ni de VC ni de AA de los coproductos.

En cuanto al efecto de la liofilizacion, no parece afectar (p>0,05) al contenido de AA ni VC del puré, sin
embargo, en los coproductos se observé un aumento (p<0,05) con el procesado. En el caso de los Cop,
Cop-L30 presentd un aumento en VC del orden de 6,46% y de 3,5% en Cop-L50, respecto a Cop-F. De
manera similar, en el caso de las muestras CopBp, CopBp-L30 presentd un aumento del 10,56% vy
CopBp-L50 del 8,6%, respecto a CopBp-F. Este aumento del contenido en VC podria justificarse
asumiendo una mayor facilidad de extraccion de los compuestos en los productos liofilizados,
asociados a su mayor porosidad (Silva-Espinoza et al., 2021).
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Figura 10. Contenido en vitamina C, dcido ascérbico (AA) y dcido dehidroascorbico (DHAA) (mg VC/100
g mf), en los diferentes productos analizados. La nomenclatura de las muestras: puré de naranja con
biopolimeros control o fresco (PBp-F), puré con biopolimeros liofilizado a 302C/26h (PBp-L30), puré con
biopolimeros liofilizado a 50°C/19h (PBp-L50), coproducto control o fresco (Cop-F), coproducto
liofilizado a 30°C/26h (Cop-L30), coproducto liofilizado a 50°C/19h (Cop-L50), coproducto con
biopolimeros control o fresco (CopBp-F), coproducto con biopolimeros liofilizado a 302C/26h (CopBp-
L30) y coproducto con biopolimeros liofilizado a 50°C/19h (CopBp-L50). Para cada producto las letras
diferentes (a-c) indican diferencias significativas entre los tratamientos realizados (p<0,05). Las letras
mayusculas diferentes (X-Z) indican diferencias significativas entre los tres productos de estudio
(p<0,05). Las letras minusculas diferentes (x-z) indican diferencias significativas entre los coproductos
debidas a la adicion de biopolimeros (p<0,05).

La Figura 11 presenta la concentracion de CT de las muestras estudiadas. El contenido obtenido fue
similar al reportado por Xu et al. (2008) para frutos citricos. Se puede observar cdmo los coproductos
presentaron mayor contenido en carotenoides (p<0,05) que el puré, coincidiendo con autores como
Carmona et al., (2007) que reportan en sus estudios un mayor contenido de los carotenoides totales
en el flavedo respecto a la pulpa.

Respecto al tratamiento de las muestras, en general los productos liofilizados presentaron menor
contenido (p<0,05) en CT que las respectivas muestras control, y no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) entre las diferentes temperaturas de liofilizacion empleadas. La inestabilidad de
los carotenoides se debe al hecho de que son compuestos altamente insaturados, degraddandose
fundamentalmente debido a procesos oxidativos. Otros factores como la temperatura, la luz o el pH
también pueden producir importantes cambios cualitativos en estos compuestos debido a reacciones
de isomerizacidn (Meléndez-Martinez et al., 2004). Otros estudios también ponen de manifiesto la
inestabilidad de los carotenoides frente a la liofilizacion (Silva-Espinoza et al., 2021). La liofilizacion
produjo mas pérdidas en CT del puré que en los coproductos. Asi en el puré se produjo una disminucién
(p<0,05) de CT del 57% y 59% en PBp-L30 y PBp-L50.
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Figura 11. Contenido en carotenoides totales (mg B8-Caroteno/100 g mf) en las diferentes muestras
analizadas: puré de naranja con biopolimeros (PBp), coproducto (Cop) y coproducto con biopolimeros
(CopBp), segun el procesado al que se sometieron: productos control o frescos (F), liofilizados a
302C/26h (L30) y liofilizados a 502C/19h (L50). Las letras diferentes (a-c) indican para cada producto
diferencias significativas entre los tratamientos realizados (p<0,05). Las letras mayusculas diferentes
(X-Z) indican diferencias significativas entre los tres productos de estudio (p<0,05). Las letras
minusculas diferentes (x-z) indican las diferencias significativas entre los coproductos debidas a la
adicion de biopolimeros (p<0,05).

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) en CT de los coproductos respecto a la adiciéon de
biopolimeros. En el caso de CopBp, al liofilizar las muestras, CopBp-L30 sufrié una pérdida (p<0,05) de
CT del 14% y CopBp-L50 del 18%. En las muestras de Cop se produce tras liofilizar un descenso
significativo (p<0,05) del orden de 27% y 28% para Cop-L30 y Cop-L50, respectivamente.

El efecto de la temperatura y el procesado sobre el contenido en carotenoides genera diversidad de
opiniones entre los investigadores. Fratianni et al. (2010) evaluaron la degradacion de carotenoides en
zumo de naranja en diferentes condiciones tiempo/temperatura y concluyé que la luteina y los
carotenoides con actividad provitamina A fueron estables a temperaturas de 60 a 702C, pero a partir
de 85°C, se produjeron pérdidas por degradacion del 50%. En ese mismo estudio, el procesado
industrial (extraccion y pasteurizacidn) resultd en una reduccién total del contenido de carotenoides
del zumo de naranja. Por otra parte, Wagner y Warthesen (1995) evaluaron la estabilidad de o y -
caroteno en zanahoria liofilizada encapsulada en diferentes tipos de almidén hidrolizado,
comprobando que la degradacién de los carotenos estudiados como consecuencia del
almacenamiento a temperaturas comprendidas entre 37 y 652C, se debia fundamentalmente a
procesos de autooxidacion debido a la presencia de la enzima lipoxigenasa. En este sentido, las
pérdidas observadas en CT en nuestro trabajo pueden ser mas debidas a oxidaciones producidas
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durante el procesado de las muestras, efecto de la luz, enzimas, etc, que a la temperatura de
liofilizacién empleada.

En la Figura 12 se muestra la actividad antioxidante de las muestras analizada mediante el método
FRAP. Los valores de actividad antioxidante de las distintas fracciones de naranja son atribuidos
principalmente a los compuestos hidréfilos como fenoles totales, flavonoides y vitamina C (Escobedo-
Avellaneda et al., 2014). Sin embargo, dentro de éstos, existe cierta controversia en cuanto a que
compuestos fitoquimicos aportan mayor actividad antioxidante. Algunos autores afirman que, en los
citricos, el compuesto bioactivo con mds actividad antioxidante generalmente es la vitamina C
(Sanchez-Moreno et al., 2003; Xu et al., 2008; Igual et al., 2016), mientras que otros estudios afirman
que es consecuencia de los fenoles (Bahorun et al., 2004; Franke et al., 2004). De cualquier manera, la
actividad antioxidante viene determinada por interacciones antagonistas o sinergistas entre las
diferentes sustancias que muestran esta actividad (Palomino et al., 2009), asi como por el modo de
accion concreto de cada una de ellas, por lo que no hay un acuerdo en el mejor método para su andlisis,
aconsejandose por lo tanto combinar mas de uno para evaluar de manera correcta la capacidad
antioxidante de una muestra (Pérez-Jiménez et al., 2008). Los métodos mas cominmente usados son
la reduccion de metales (FRAP) y la captacion de radicales generados a partir de ciertas moléculas
orgdnicas (DPPH).
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Figura 12. Actividad antioxidante (mmol Trolox/100g mf) medida mediante el método FRAP de las
diferentes muestras analizadas: puré de naranja con biopolimeros (PBp), coproducto (Cop) y
coproducto con biopolimeros (CopBp), segtin el procesado al que se sometieron: productos control o
frescos (F), liofilizados a 30°C/26h (L30) y liofilizados a 50°C/19h (L50). Las letras diferentes (a-c)
indican para cada producto diferencias significativas entre los tratamientos realizados (p<0,05). Las
letras mayusculas diferentes (X-Z) indican diferencias significativas entre los tres productos de estudio
(p<0,05). Las letras minusculas diferentes (x-z) indican las diferencias significativas entre los
coproductos debidas a la adicion de biopolimeros (p<0,05).
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En general, la actividad antioxidante medida por el método FRAP, es mayor (p<0,05) para los
coproductos que para el PBp. Algunos estudios han reportado el efecto antioxidante de la fibra
dietética presente en los citricos y ubicada de manera mayoritaria en la piel. En este sentido, el efecto
antioxidante de la pectina parece estar relacionado con la mejora de las enzimas enddgenas y con la
eliminacion de radicales libres (Zou et al., 2016). Por su parte la lignina tiene estructura polifendlica,
su alta estabilidad térmica ha sido estudiada con el objetivo de convertirla en posible aditivo para
mejorar la estabilidad a la termo-oxidacién de distintos polimeros sintéticos (Eugenio et al., 2021).

Para cada producto, no se observaron diferencias significativas (p>0,05) por efecto de la liofilizacion.
Aunque se observaron ligeras pérdidas de actividad antioxidante en los coproductos debido al
procesado, relacionadas con la evolucidon seguida por los compuestos fendlicos y carotenoides.
Tampoco se observé en la actividad antioxidante de los coproductos ningun efecto (p>0,05) de la
adicion de biopolimeros.

El grado de conservacién de los compuestos bioactivos estudiados, de las muestras después de la
liofilizacidn, especialmente la estabilidad observada en la VC puede ser responsable de la elevada
actividad antioxidante de las muestras. Se ha observado una estrecha correlacién de VCy FT con la
actividad antioxidante determinada por el ensayo FRAP en zumo de naranja (Gardner et al., 2000). La
habilidad de los compuestos fendlicos y de la VC para donar atomos de hidrégeno de los grupos
hidroxilo esta relaciona con su capacidad de reduccién (Scott, 1997).

La Figura 13 muestra la actividad antioxidante analizada mediante el método DPPH. Analizando los
resultados del efecto de la liofilizacién en la actividad antioxidante con el método DPPH en cada
muestra, PBp, Cop y CopBp, se obtuvieron tendencias similares a las observadas con el método FRAP,
no observandose un impacto significativo (p>0,05) del procesado. Sin embargo, aqui el ANOVA no
establecié diferencias significativas (p>0,05) entre productos, tampoco se vio efecto (p>0,05) de la
adicion de biopolimeros en los coproductos.

De nuevo la ligera disminucion (p>0,05) observada en la actividad de eliminacidn de radicales libres
DPPH- después de la liofilizacidn, puede estar relacionado principalmente con la pérdida de CT. En este
sentido, los carotenoides tales como B-caroteno, criptoxantina, luteina o zeaxantina presentes en las
naranjas, han demostrado tener una mejor capacidad de captacidn del radical DPPH- que de actuar
como reductores del ién Fe3* a Fe?* en el método FRAP (Liu et al., 2008).
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Figura 13. Actividad antioxidante (mmol Trolox/100 g mf) medida mediante el método DPPH de las
diferentes muestras analizadas: puré de naranja con biopolimeros (PBp), coproducto (Cop) y
coproducto con biopolimeros (CopBp), segun el procesado al que se sometieron: productos control o
frescos (F), liofilizados a 302C/26h (L30), liofilizados a 50°C/19h (L50). Las letras diferentes (a-c) indican
para cada producto diferencias significativas entre los tratamientos realizados (p<0,05). Letras
mayusculas diferentes (X-Z) indican diferencias significativas entre los tres productos de estudio
(p<0,05). Letras minusculas diferentes (x-z) indican las diferencias significativas entre los coproductos
debidas a la adicion de biopolimeros (p<0,05).

Para tratar de explicar la relacion entre la actividad antioxidante de las muestras y los compuestos
bioactivos analizados en este trabajo, se realizaron analisis estadisticos de correlacién de Pearson
(Tabla 4). El coeficiente de correlacién de Pearson es un indice que mide el grado de variacion entre
distintas variables relacionadas linealmente. El intervalo de variacién de este coeficiente es de -1 a +1
y mide la fuerza de relacién lineal entre las variables.

Tabla 4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre las actividades antioxidantes medidas por cada
método FRAP y DPPH y los compuesto analizados en las muestras.

FT VC AA CcT
FRAP 0,8184* 0,8240* 0,8807* 0,5911*
DPPH 0,2081 0,0666 0,0857 0,2200

* Correlaciones estadisticamente significativas (nivel de confianza 95%).

Todos los compuestos bioactivos se correlacionaron de manera significativa con la actividad
antioxidante analizada por el método FRAP, siendo AA, VCy CT los que obtuvieron un coeficiente mas
alto. Con el método DPPH el compuesto que mejor se relacioné fue CT.
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4.2 Digestion de las muestras y bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos

Las propiedades biolégicas de las sustancias bioactivas dependen de su bioaccesibilidad y su
biodisponibilidad. Una parte de estas sustancias se libera de la matriz del alimento en la parte superior
del tracto gastrointestinal por solubilizacidon directa en los fluidos intestinales en condiciones
fisioldgicas (379C, pH 1-7,5) y/o por la accion de las enzimas digestivas, de manera que la hidrdlisis
enzimatica de proteinas, carbohidratos y lipidos favorece la liberacién de los fitoquimicos de la matriz
alimentaria. Estas sustancias bioactivas bioaccesibles se absorben parcialmente a través de la mucosa
del intestino delgado. Otra parte de los antioxidantes ingeridos (la parte no bioaccesible) pasan sin
disolverse y sin alterarse a través del intestino superior en asociacién con la fibra dietética y llegan al
colon, donde pueden fermentarse por la accidon de enzimas bacterianas (Andersson et al., 1996).

Puesto que en estudios anteriores (Silva-Espinoza et al., 2021) se ha visto que las etapas de digestion
oral y gastrica afectan poco a los compuestos estudiados en este trabajo, sélo se ha analizado el
contenido de la etapa intestinal, concretamente los bioactivos que pasan a través de la membrana de
didlisis, lo que hace referencia a la parte de los compuestos que se absorbe en el intestino delgado. Tal
y como se ha comentado en Material y Métodos (apartado 3.2.2) se realizé la digestion in vitro de las
muestras del PBp (PBp-F, PBp-L30 y PBp-L50) y del Cop (Cop-F y Cop-L50). Debido al gran volumen de
trabajo que suponia realizar la digestion in vitro de todas las muestras, se decidio elegir las citadas para
estudiar el efecto de la liofilizacion en el puré y en el coproducto, dado que la adicién de biopolimeros
no ha supuesto una mejora sustancial en los compuesto bioactivos del coproducto de naranja.

A partir de los valores obtenidos para el contenido en FT, VC, AA, DHAA y CT analizados tras la etapa
de digestidn intestinal interna (Tabla 5) y la cantidad presente en las muestras no digeridas, se calculé
la bioaccesibilidad (Ec. 2) de dichos compuestos en las diferentes muestras (Tabla 6), asi como la
estimacion de la actividad antioxidante de cada producto que finalmente tiene efecto en el cuerpo
(Tabla 7). En general, los resultados obtenidos para la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos y
la actividad antioxidante de PBp-F fueron comparables a los obtenidos en anteriores estudios para el
puré de naranja (Silva-Espinoza et al., 2021).

Tabla 5. Contenido en fenoles totales (TF, mg GAE/100g mf), vitamina C (VC, mg VC/100g mf), dcido
ascorbico (AA, mg VC/100g mf), dcido dehidroascdrbico (DHAA, mg/100g mf) y carotenoides totales
(CT, mg 8-Caroteno/100g mf) de las muestras.

Muestra FT VC AA DHAA CcT
PBp-F 26+2° 16+8° 13,2+0,3" 3,2° 0,116 + 0,002 ®
PBp-L30 44+04° 2,5+04° 2,3+0,6° 0,2° 0,015+ 0,005 ®
PBp-L50 3,8+0,3° 1,19+0,05° 0,65+0,03° 0,5° 0,02+0,01°
Cop-F 37+4° nd nd nd 0,134+ 0,007 ®
Cop-L50 59+0,7° nd nd nd 0,02+0,01°

*nd: No detectado; Por columnas para cada compuesto las letras diferentes en superindice (a-b)
indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).
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Tabla 6. Porcentaje de bioaccesibilidad (%) de los compuestos bioactivos en las muestras.

Muestra FT VvC AA DHAA CcT
PBp-F 34,24 24,38 24,16 25,33 3,93
PBp-L30 6,82 3,85 4,46 1,46 1,21
PBp-L50 7,30 1,74 1,17 4,18 1,31
Cop-F 17,75 - - - 2,23
Cop-L50 3,99 - - - 0,49

Enrelacién a FT, puede observarse un mayor contenido (p<0,05) en los digestos de las muestras control
o frescas PBp-F y Cop-F que, en los digestos de los productos liofilizados, no observdndose diferencias
significativas (p>0,05) entre éstos Ultimos. Ello queda reflejado en el menor % de bioaccesibilidad de
los productos liofilizados (Tabla 6). Para entender la disminucién de FT en el digesto intestinal hay que
considerar, por una parte, que el pH alcalino de la fase intestinal provoca que los compuestos fendlicos
sufran distintas reacciones quimicas, principalmente oxidacién y polimerizacién, favoreciendo la
formacién de otros compuestos fendlicos derivados (como las chalconas) que no pueden absorberse
debido a su baja solubilidad y a su alto peso molecular (Rodriguez-Roque et al., 2013a). Por otra parte,
se ha descrito como las interacciones entre los compuestos fendlicos y otros constituyentes de la
naranja (minerales, fibra) pueden favorecer la formacion de complejos incapaces de atravesar la
membrana de dialisis (Rodriguez-Roque et al., 2013b).

La muestra PBp-F fue la que mas porcentaje de bioaccesibilidad presentd. A pesar de que los
coproductos presentaron mayor contenido en FT, su bioaccesibilidad fue menor. Esto puede ser
debido a, que como ya se ha comentado anteriormente, la distinta composicidn y naturaleza quimica
de los FT en la piel y en la pulpa de la naranja. Asi, los flavonoides glicosilados, que son mas abundantes
en la piel de la naranja, son mas dificiles de absorber que los que tienen estructura de aglicona, ya que
para ello la parte azucarada (glicésido) adherida al esqueleto del flavonoide debe ser previamente
eliminada (Palafox-Carlos et al., 2011).

También hay que considerar que en la piel de la naranja hay mayor cantidad de fibra dietética, que se
une a los fenoles e impide que se absorban a través de las paredes del intestino. El complejo fibra-
fenoles pasa al intestino grueso, donde son degradados por la microbiota intestinal a acidos fendlicos
simples que pueden ser absorbidos por el sistema circulatorio o ejercer su efecto beneficioso sirviendo
de sustrato de fermentacidén para la microbiota intestinal. En este proceso se producen finalmente
distintos compuestos (acetato, propionato y butirato, amoniaco, gases, H2, CO2, aminas, fenoles),
energia y biomasa (Saura-Calixto, 2011). Este mecanismo hace posible una funcion que es esencial
para el ecosistema intestinal: el mantenimiento de la microbiota del colon y la mejora del sistema
inmunolégico (Cummings et al., 1991).

En cuanto la VC (AA + DHAA), se observé una menor bioaccesibilidad que para FT, siendo la muestra
PBp-F, la mas (p<0,05) bioaccesible. Estos resultados en los digestos intestinales muestran la
inestabilidad de la vitamina C respecto a las condiciones intestinales, como el pH alcalino y la accién
de las enzimas propias de esta etapa (Silva-Espinoza et al., 2021). Otros factores como la temperatura,
la agitacion y el oxigeno pueden propiciar también la oxidacién de la vitamina C (Rodriguez-Roque,
2014). En este sentido, esto podria explicar que no se detectara VC en los digestos intestinales de los
coproductos. Puesto que en esta muestra la VC se encuentra de manera mayoritaria en su forma
oxidada (DHAA), se encuentra mucho mas susceptible a oxidarse a formas no activas de vitamina (2,3-
acido dicetoguldnico) al pH basico de la digestion intestinal (Aschoff et al., 2015).
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Sobre el contenido de CT en los digestos intestinales, se puede observar que las muestras con mayores
valores (p<0,05) son Cop-F y PBp-F, respecto a los productos liofilizados. Estas muestras también
fueron las mds bioaccesibles (p<0,05). Los resultados obtenidos son comparables con los obtenidos en
otros estudios con zumo de naranja (Rodriguez-Roque et al.,, 2015), que sugirieron que la
bioaccesibilidad y la tasa de absorciéon de los carotenoides se ve afectada negativamente por la
presencia de fibra. Otros estudios sugieren que la pectina citrica intrinseca puede tener un fuerte
efecto inhibidor en la absorcidn del B-caroteno y de otros compuestos liposolubles de la dieta (Aschoff
et al., 2015). Ademas, los datos tanto de contenido en carotenoides como de los digestos y de la
bioaccesibilidad son lo mas bajos en comparacién con el resto de bioactivos, esto es asi debido a que
estos compuestos son moléculas altamente susceptibles a la oxidacién debido a los numerosos dobles
enlaces de su estructura quimica. Otros autores también observaron la inestabilidad de los
carotenoides durante la digestidon, sobre todo durante la fase gastrica; las condiciones acidas de esta
fase provocan cambios estructurales, asi como reacciones de oxidacion (Mun y McClements, 2017).
Por otra parte, su absorcidon también se ve dificultada por el hecho de que se trata de sustancias que
tienen baja capacidad para liberarse de la matriz alimentaria y de solubilizarse, ya que, al ser
compuestos muy hidrofébicos, resulta dificil su dispersién en el medio acuoso del tracto digestivo
(Fernandez et al., 2009).

Las muestras que mayor (p<0,05) actividad antioxidante presentaron en los digestos intestinales
fueron PBp-F y Cop-F (Tabla 7), en concordancia con lo observado en cuanto al contenido en
compuestos bioactivos de los digestos de estas muestras. Dado que el concepto de bioaccesibilidad
solo se aplica a los compuestos bioactivos, se puede utilizar la misma ecuacién (Ec. 2) para obtener
una estimacion del porcentaje de actividad antioxidante proporcionada por cada producto que
produzca su efecto a nivel corporal. La disminucion de la capacidad antioxidante medida por ambos
métodos en la etapa intestinal podria deberse a la accion ya comentada de las enzimas y del pH
durante esta etapa sobre la estructura quimica de algunos compuestos bioactivos (Bouayed et al.,
2011). El cambio de algunas estructuras quimicas y/o la formacién de complejos con otras sustancias
presentes en las muestras ya comentadas, puede suponer una disminuciéon, no solo de la
concentracidn, sino también de la actividad antioxidante de dichos compuestos.

Tabla 7. Actividad antioxidante de las muestras digeridas analizadas mediante el método FRAP y DPPH
(mmol Trolox/100g mf) y estimacion de la actividad antioxidante (% AAQ) de las muestras.

mmol o mmol o
Muestra Trolox/100g mf (/;:::; Trolox/100g mf (f):‘:'_cl))

(FRAP) (DPPH)
PBp-F 0,133+£0,04° 19,30 0,076 £ 0,002° 27,32
PBp-L30 0,02+0,01° 3,30 0,007 £ 0,002° 2,31
PBp-L50 0,0102 + 0,0003° 1,50 0,0025 * 0,0004 ® 0,92
Cop-F 0,112 £ 0,006° 7,58 0,090 £ 0,008° 7,77
Cop-L50 0,021 +0,003° 2,22 0,015 +0,001° 6,33

Por columnas para cada andlisis de la actividad antioxidante (FRAP y DPPH) las letras diferentes en
superindice (a-b) indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).
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5. CONCLUSIONES

El coproducto del puré de naranja presentd valores significativamente mds altos de compuestos
bioactivos: fenoles totales, vitamina C (principalmente en forma de &acido dehidroascdrbico)
carotenoides totales y mayor actividad antioxidante que el puré de naranja formulado con goma
arabiga y fibra de bambu.

La adicidn de biopolimeros, cuya incorporacidn es necesaria para facilitar el proceso y estabilizar al
coproducto deshidratado, no afectd ni al contenido en fitoquimicos ni a su actividad antioxidante.

La liofilizacién disminuyé los fenoles totales y los carotenoides del puré y los coproductos,
independientemente de las condiciones del proceso (temperatura de la bandeja del liofilizador 30 y
502C, tiempo 26 y 19 h, respectivamente). Sin embargo, la actividad antioxidante no se vio afectada,
por lo que ésta parece estar mas relacionada con la vitamina C, que fue la que resulté mds estable.

En este sentido, los resultados obtenidos permiten proponer a la liofilizacién como técnica para
obtener productos de naranja con un contenido en vitamina C y actividad antioxidante adecuados,
trabajando a 502C, para acortar el tiempo de secado.

En relacién a la digestion in vitro de las muestras, el puré de naranja formulado con biopolimeros
presentd mayor bioaccesibilidad en todos los compuestos bioactivos estudiados que el coproducto.
Aunque el coproducto presentd mas fitoquimicos, éstos resultaron ser menos absorbibles, debido a la
distinta composicién y naturaleza quimica de los compuestos fendlicos, vitamina C y carotenoides en
la piel y en la pulpa de la naranja. Ademas, la fibra presente mayoritariamente en la piel de la naranja
podria ejercer un efecto inhibidor sobre la absorcién de los fenoles y carotenoides. Estos compuestos
bioactivos unidos a la fibra pasarian al intestino grueso, donde actuarian como prebidticos, sirviendo
de sustrato para la microbiota intestinal.

El puré de naranja formulado con goma ardbiga y fibra de bambd liofilizado ha mostrado un excelente
aporte funcional, permitiendo ofrecer al consumidor un producto de alta calidad en un formato tipo
snack, estable y de facil consumo, alternativo al consumo de fruta tradicional.

Por su parte, la preciada composicion del coproducto permitiria su reintroducciéon en la cadena
alimentaria humana como ingrediente para la produccién de alimentos funcionales, lo que mejoraria
la eficiencia de las industrias de procesado de naranja fomentando una economia circular al convertir
los residuos en recursos.
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