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RESUMEN:

Como resultado de las diferentes actividades de la industria agroalimentaria, se genera
una gran cantidad de residuos organicos que deben ser gestionados de manera adecuada ya
gue impactan negativamente sobre el medio ambiente. Cada vez mas, se busca una
revaloracion de estos desechos para encontrar los beneficios que pueden aportar a los seres
vivos. Con relacién a la produccién de naranjas, algunas industrias de transformacién reutilizan
los residuos provenientes de esta fruta obteniendo productos destinados al consumo animal,
sin plantear la posibilidad de extraer compuestos bioactivos o utilizarlos de manera que se
puedan emplear como ingredientes funcionales en alimentacién humana saludable. Para
poder encontrar su mejor uso, y con la intencién de aplicarlo en forma de polvo por la mayor
facilidad de manejo y mayor vida util, se ha buscado tenerlo, previamente, debidamente
caracterizado. La composicion de estos coproductos, compuestos principalmente por piel, en
el caso de la industria de las conservas, y piel, segmentos y zumo, en el caso de la industria de
extracciéon de zumo, es similar pero no igual y por eso se ha realizado una comparacion entre
ambos, ya que la diferente composicion podria dar lugar a productos en polvo con diferentes
propiedades y, por tanto, con distintos usos. En este sentido, en este trabajo se ha realizado un
anadlisis proximal de los coproductos del zumo y del puré de naranja determinando la
humedad, azlcares totales, proteinas, cenizas, grasas y fibra dietética total, soluble e
insoluble. Ademas, se ha analizado el contenido en vitamina C, hesperidina y narirutina, viendo
también como afecta la adicién de goma arabiga (GA) y almiddn esterificado con acido octenil
succinico (OSA) a su estabilidad. Los resultados han mostrado que ambos coproductos son
similares en macrocomponentes pero el proveniente del zumo es mas rico en compuestos
bioactivos. Los biopolimeros afiadidos no parecen ejercer un claro efecto protector sobre estos
compuestos.

Palabras clave: alimentacion humana, composicidén, bioactivos, industria, residuos,
coproductos, naranjas, goma arabiga, almidones esterificados con acido octenil succinico
(OSA).



Diferéncia composicional dels coproductes del suc i el puré de taronja.
RESUM:

Com a resultat de les diferents activitats de la industria agroalimentaria, es genera una
gran quantitat de residus organics que han de ser gestionats de manera adequada ja que
impacten negativament sobre el medi ambient. Cada vegada més, es busca una revaloracié
d’aquestes rebutjos per a trobar el beneficis que poden aportar als éssers vius. En relacié amb
la produccion de taronges, algunes industries de transformacion reutilitzen els residus
provinents d’aquesta fruia obtenint productes destinats al consum anmal, sense plantejar la
possibilitat d’extraure compostos bioactius o utilizar-los de manera que es puguin emprar com
a ingredients funcinals en alimentacidn humana saludable. Per a poder trobar el seu millor Us, i
amb la intencidn d’aplicar-lo en forma de pols per la major facilitat de maneig i major vida util,
s’ha buscat tenir-ho, préviament, degudament caracteritzat. La composicién d’aquests
coproductes, compostos principalmente per pell, en el cas de la industria de les conserves, i
pell, segments i suc, en el cas de la industria d’extraccié de suc, és similar pero no igual i per
aixo s’ha realitzat una comparacié entre tots dos, ja que la diferente composicié pot donar lloc
a productes en pols amb diferents propietats y per tant diferents usos. En aquest sentit, en
aquet treball s’ha realitzat un analisi proximal dels dos coproductes determinant la humitat,
sucres totals, proteines, cendres, greixos i fibra dietética total, soluble i insoluble. A més, s’ha
analitzat el contingut en vitamina C, hesperidina i narirutina, veient també com afecten en
aquests |'addiccié de goma ardbiga (GA) i almidon esterificat amb acid octenil succinic (OSA).
Els resultats han mostrat que tots dos coproductes son similars en macrocomponents pero el
provinent del suc és més ric en compostos bioactius. Els biopolimers afegits no semblen exercir
un clar efecte protector sobre aquests compostos.

Paraules clau: alimentacion humana, composicidn, bioactivos, industria, residus, coproductes,
taronges, goma arabiga, almidons esterificats amb acid octenil succinic (OSA).



Compositional difference of co-products of orange juice and orange puree
ABSTRACT:

As a result of the different activities of the agri-food industry, a large amount of
organic waste is generated, which must be properly managed as it has a negative impact on
the environment. Increasingly, a re-evaluation of this waste is being sought in order to find the
benefits it can bring to living beings. In relation to the production of oranges, some processing
industries reuse the waste from this fruit to obtain products for animal consumption, without
considering the possibility of extracting bioactive compounds or using them as functional
ingredients in healthy human food. In order to find the best use for them, and with the
intention of applying them in powder form because they are easier to handle and have a
longer useful life, we have sought to have them duly characterised beforehand. The
composition of these co-products, composed mainly of peel, in the case of the canning
industry, and peel, segments and juice, in the case of the juice extraction industry, is similar
but not the same, which is why a comparison has been made between the two, as the
different composition could give rise to powdered products with different properties and
therefore different uses. In this sense, in this work, a proximal analysis of the two co-products
has been carried out, determining the moisture, total sugars, proteins, ashes, fats and soluble
and insoluble dietary fibre. In addition, the content of vitamin C, hesperidin and narirutin to
see how the adiction of gum arabic (GA) and esterified starch with octenyl succinic acid (OSA)
affect its stability. The results have shown that both co-products are similar in
macrocomponents but the one from the juice is richer in bioactive compounds. The added
biopolymers do not appear to exert a clear protective effect on these compounds.

Key words: human food, composition, bioactives, industry, residues, co-products,
oranges, arabic gum, esterified starches with octenyl succinic acid (OSA).
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minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras
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FIGURA 5. Contenido de hesperidina (HES) de las diferentes formulaciones del coproducto del
zumo (CoZ) y del puré (CoP) de naranja liofilizados, referido a la muestra sin diluir, sin
biopolimeros y antes de liofilizar. Segun se describe en la metodologia, GA1 y GA2: muestras
con goma arabiga afiadida; OSA: muestra con almidén OSA afiadido. Para cada coproducto,
letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras
(p<0,05). Para cada muestra, la linea horizontal indica el contenido medio en la misma muestra
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FIGURA 6. Contenido de narirutina (NAT) de las diferentes formulaciones del coproducto del
zumo (CoZ) y del puré (CoP) de naranja liofilizados, referido a la muestra sin diluir, sin
biopolimeros y antes de liofilizar. Segun se describe en la metodologia, GA1 y GA2: muestras
con goma arabiga afiadida; OSA: muestra con almidén OSA afiadido. Para cada coproducto,
letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras
(p<0,05). Para cada muestra, la linea horizontal indica el contenido medio en la misma muestra
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1. Introduccion

Las frutas y las verduras son componentes esenciales de una dieta saludable, y un
consumo diario suficiente podria contribuir a la prevenciéon de enfermedades importantes. Un
informe de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentaciéon y la Agricultura (FAO) recomienda como objetivo poblacional la ingesta de
un minimo de 400 g diarios de frutas y verduras (WHO, 2021). El consumo de frutas en la dieta
mediterranea se presenta como una de las mejores vias para obtener las vitaminas y los
minerales necesarios para el correcto funcionamiento del organismo. Ademds, aportan
sustancias no nutrientes beneficiosas, como fitoesteroles, flavonoides y otros compuestos
bioactivos con propiedades antioxidantes, entre otras (Martinez-Navarrete, Camacho Vidal, &
Martinez-Lahuerta, 2008).

Enfocandonos dentro del sector de los citricos, una de las mayores producciones en estos
ultimos afos, la de naranjas, a escala mundial ha generado una cifra de 54,3 millones de
toneladas en 2018/2019, de la cual el 12% corresponde a la Unidn Europea. En la superficie
citricola cultivada en Espafia, el naranjo ocupa el 48% del total de las hectdreas citricolas,
siendo Valencia la region productora con mas superficie citricola acaparando el 56,2% del total
nacional (Valencia Fruits, 2019). Estudios recientes evidencian que se ha experimentado una
subida importante en la produccién de dicha fruta desde principios de 2020 debido a la mayor
demanda de alimentos sanos y nutritivos, por parte de los consumidores, en respuesta a la
propagacion de la COVID-19 (FAOQ, 2021).

Del total de la produccién mundial de naranjas, el 20 % se vende como frutos enteros,
mientras que el resto se usa para hacer productos de cuarta gama, conservas, jaleas, zumos,
néctares y otros productos procesados (FAO, 2020). Esta forma de consumo, aumenta su
disponibilidad a lo largo del afio y permite aprovechar los excedentes de produccidén que, por
diversos motivos, no pueden ser absorbidos por el mercado de consumo en fresco (Borrego,
Angulo, Costaber, & Jodral, 1996; Elez-Martinez, Aguilo-Aguayo, & Martin-Belloso, 2006; Wu-
Ng, Benlloch-Tinoco, Garcia-Martinez, & Martinez-Navarrete, 2013). En cualquier caso,
aproximadamente el 50% de peso total del fruto se convierte en residuo y por tanto hay que
buscarle una alternativa que nos permita rentabilizar esa pérdida de producto siguiendo el
principio de la economia circular (Parlamento europeo, 2021). Estos residuos que se generan,
piel, en la industria de las conservas, y piel, segmentos y zumo, en el caso de la industria de
zumo, tiene una interesante composicion nutricional y potencial valor funcional, lo que sugiere
su aplicacion como coproducto en la industria de la alimentacion, pero también en la
farmacéutica o cosmética. De hecho, la gran popularidad de los citricos, especialmente la de la
naranja, se debe a sus caracteristicas dietético-saludables, las cuales encontramos también en
el coproducto. En este sentido, el coproducto implica un aporte importante de vitamina C,
sustancia hidrosoluble con una gran capacidad antioxidante, que el ser humano es incapaz de
sintetizar por si mismo y que es fundamental en la regulacidn de ciertas funciones vitales, a la
vez que juega un papel importante en la prevencion de la gripe y el resfriado, asi como en el
tratamiento de la enfermedad del escorbuto, entre otras enfermedades (Stern-Freifeld, 2008).
También aporta otros compuestos con capacidad antioxidante como son los fenoles,
mayormente hesperidina, y carotenoides. Los antioxidantes previenen o retardan la oxidacion
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mediante la eliminacién o neutralizacién de los radicales libres (Gavilanez, 2017). Estos son
atomos o grupos de atomos que cuando se presentan en un nivel elevado, pueden producir un
riesgo en el organismo, provocando enfermedades comunes tales como problemas cardiacos,
inflamaciones, cancer, problemas respiratorios e incluso un envejecimiento acelerado de las
células, entre otros (Pefia, 2016). Tampoco se debe olvidar la presencia de otra serie de
compuestos bioactivos presentes en la naranja y especialmente en su corteza, la fibra, que
también tiene efectos beneficiosos para la salud. Asi pues, la importancia de la presencia de la
fibra dietética en la dieta se fundamenta en la prevencidon de enfermedades crénicas, ya que
diversos estudios epidemioldgicos afirman que un alto consumo de fibra estd relacionado con
una menor incidencia de diabetes, hipertension arterial y obesidad (Jenkins, Jenkins, Wolever,
Collier, & Rao, 1987 ; AACC, 2001).

Relacionado con la situacion actual, la fitoterapia constituye una alternativa para el
tratamiento preventivo y sintomatico de la COVID-19, en la que el coproducto de la naranja
podria ser muy util debido a que los flavonoides presentes en la corteza del fruto citrico
muestran acciones como broncodilatador, inmunomodulador, antioxidante, diurético, entre
otras acciones beneficiosas. Se ha demostrado que la naranja dulce provoca reduccién de la
permeabilidad vascular y el edema, asi como inhibe la liberacion de medidores quimicos
broncoconstrictores. A parte, su asociacién con otras mezclas herbdceas potencia los
beneficios curativos de estos contra el virus (Morales Pérez, y otros, 2020).

En este sentido, viendo todos los beneficios que este coproducto puede aportar, seria
interesante proponer su uso como ingrediente para la alimentacién humana. Con este fin,
parece adecuado pensar en un producto en polvo para su facil manejo y distribucion, mayor
estabilidad, versatilidad, menor volumen o peso y una reduccion del coste de transporte y
almacenamiento. Ademas, los productos en polvo ya gozan de gran popularidad en la industria
alimentaria para ser utilizados de forma sencilla y rdpida como aditivo, alifio o en Ia
formulacion de otros alimentos (Cug, y otros, 2013). En cualquier caso, sea cual sea el
procesado del coproducto para la obtencién del polvo, éste debe asegurar la maxima
retencién de los compuestos bioactivos.

La encapsulacion es una tecnologia que permite atrapar componentes sensibles en una
matriz, homogénea o heterogénea, para la preservacion o proteccion de numerosos
ingredientes comerciales, tanto en usos alimenticios, como farmacéuticos, quimicos vy
cosméticos (Lian, Hsiao, & Chou, 2003; Fuch, y otros, 2006; Shu, Yu, Zhao, & Liu, 2006;
Deladino, Anbinder, Navarro, & Martino, 2008; da Costa, y otros, 2011; Nazzaro, Orlando,
Fratianni, & Coppola, 2011). La industria alimentaria aplica la encapsulacién por varias razones:
para estabilizar el agente activo, para controlar la liberacion del material encapsulado
(velocidad y forma de liberacidn) y para separar componentes reactivos o incompatibles
(Dziezak, 1988). El objetivo de este proceso es proteger el componente activo de las
condiciones del medio (temperatura, luz, oxigeno, pH, enzimas, presencia de otros
compuestos), las cuales disminuyen su efecto beneficioso en el producto para el cual esta
dirigido (Dziezak, 1988; Shefer & Shefer, 2003; Pszezola, 2005; Chen, Remondetto, & Subirade,
2006). Las principales técnicas utilizadas en la encapsulacion son la atomizacion y la
liofilizacidon (Rezvankhah, Emam-Djomeh, & Askari, 2020). Para este trabajo se ha utilizado la
liofilizacidn, por ser una de las técnicas mas adecuada para la conservacion de compuestos
termolabiles, como son muchos de los compuestos bioactivos presentes en las frutas, y por su
alto rendimiento en productos de fruta (Silva-Espinoza, Ayed, Foster, Camacho, & Martinez-
Navarrete, 2020; Casanova, 2014). Entre los agentes encapsulantes encontramos diferentes
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biopolimeros que ayudan a proteger y transportar los compuestos activos que van dirigidos a
ejercer diferentes funciones especificas (Chen, Remondetto, & Subirade, 2006; Niebla, 2009).
En este proyecto se ha trabajado con dos de ellos, la goma ardbiga (GA) y el almiddn
esterificado con acido octenil succinico (OSA).

La goma arabiga es el exudado natural de la Acacia de Senegal. Se trata de una mezcla
compleja de proteina y un heteropolisacarido de alto peso molecular, de estructura muy
ramificada, con la cadena principal formada por uniones glicosidicas B-D-(1->3) de unidades de
D-galactopiranosa. Las cadenas laterales tienen una gran variedad de estructuras quimicas
formadas por D-galactopiranosa, L-ramnosa, L-arabinofuranosa y d4cido D-galacturdnico,
unidos a la cadena principal por enlaces B-(1 = 6) (Gabas, Telis, Sobral, & Telis-Romero, 2007;
Atgié, Garrigues, Chenneviere, Masbernat, & Roger, 2019) La GA, por sus caracteristicas
estructurales, presenta un cardcter anfifilico, lo que le permite absorber en superficies
lipofilicas y actuar como coloide protector. Es un agente emulsionante extremadamente
importante y cominmente empleado en la industria alimentaria, que mantiene su funcién
eficazmente en diferentes condiciones (bajo pH, alta fuerza idnica, etc.).

El almidén es un homopolisacdrido que consiste en un gran nimero de unidades de
glucosa que, unidas por enlaces glucosidicos, se estructuran como amilosa y amilopectina
(Anal & Singh, 2007; Niebla, 2009). El almidén esterificado con acido octenil succinico, almidén
OSA, se caracteriza por ser un polimero obtenido mediante modificaciones quimicas para
mejorar las propiedades quimicas, fisicoquimicas y funcionales del almidén nativo. La
estabilizacion mediante OSA consiste en la ganancia de elementos hidréfobos (grupos
octenilo) por parte de la molécula de almiddn, que es hidrofila por naturaleza y por tanto tiene
una alta afinidad por el agua y baja solubilidad, lo que limita su manipulacién (Doki¢,
Krstonosi¢, & Nikoli¢, 2012). Los granulos de almidon OSA en contacto con el agua, migran a la
interfase aire/agua formando una capa en la cual los grupos hidréfobos se orientan hacia el
aire mientras que el resto del almiddén se dispersa en el agua, reduciendo asi la tension
superficial, y por tanto mejorando la humectabilidad. Por esta razén los almidones OSA son
utilizados como emulsificantes y estabilizantes en muchos productos alimenticios, cosméticos
y en diferentes sistemas aceite-agua. Ademas, estos almidones se han utilizado ampliamente
para hacer microcdpsulas solidas que contienen compuestos hidrofdbicos: aceites esenciales,
aceites de pescado, aceites de plantas y aceites de la dieta (Sweedman, Tizzotti, Schafer, &
Gilbert, 2013). Este efecto encapsulante podria ayudar a proteger compuestos liposolubles
como son muchos de los compuestos fendlicos y carotenoides presentes en los coproductos
de la naranja.

2. Objetivos:

El objetivo de este trabajo es realizar una caracterizacion composicional del coproducto de
la naranja, haciendo una diferenciacién entre el coproducto proveniente del pelado de Ila
naranja y el de la obtencién de su zumo, en cuanto a humedad, azlcares totales, proteinas,
cenizas, grasas y fibra dietética total, soluble e insoluble. Como objetivo adicional se propone
estudiar la estabilidad de la vitamina C, hesperidina y narirutina de los coproductos, sin y con
la adicién de GA y OSA, frente al secado. Todo esto, con la finalidad de encontrar su mejor uso
y poderlos emplear como ingredientes funcionales en alimentacién humana saludable.



3. Materiales y métodos:

3.1. Materiales.

La materia prima de partida fue naranja (Citrus sinensis L. variedad Navel Lane Late)
comprada en un supermercado de Valencia. Previa utilizacién, se procedié a lavarla con agua
frotando suavemente con un estropajo limpio para eliminar cualquier rastro adherido a la
epidermis de éstas. Para las formulaciones involucradas en este estudio se utilizaron dos
biopolimeros: GA (Scharlab, Sentmenat, Espafia) y OSA (Nutriose FM10 ©, Roquette, Benifaio,
Espafia).

3.2 Metodologia.

3.2.1. Obtencidn de los coproductos y sus formulaciones.

Los coproductos del zumo de naranja (flavedo, albedo, celdillas y restos de zumo) y del
puré de naranja (flavedo y albedo) se obtuvieron después de exprimir (Exprimidor Lacor
menaje profesional S.L., GuipuUzcoa, Espafia) y pelar (Peladora Pelamatic S.L., Albalat de la
Ribera, Espafia) las naranjas de un mismo lote, respectivamente.

Con ambos coproductos se prepararon diferentes formulaciones: sin biopolimeros,
adicionando GA durante el emulsionado y afiadiendo GA u OSA después de haber preparado la
emulsion (Tabla 1).

Tabla 1. Formulaciones de los coproductos del zumo (CoZ) y del puré (CoP) obtenidos en este estudio.

Coproducto Biopolimero

Tipo de Formulacién zumo/puré (g) H,O (ml) GA/OSA (g)
CoZ/CoP 100 37,8 0
CoZGA1/CoPGA1M 100 37,8 7
CoZGA2/CoPGA2? 100 37,8 7
CoZOSA/CoPOSAP? 100 37,8 7

(1) Biopolimero afiadido en disolucién durante el emulsionado
(2) Biopolimero afiadido después de preparar la emulsién de coproducto con agua.

Los coproductos se trituraron y emulsionaron (Eurofred, Espafia) con agua, afiadida en
la minima cantidad que permitia una correcta trituracién del coproducto. El agua se adiciond
Unicamente con la intencidn de facilitar el proceso, puesto que el coproducto de la naranja no
contiene la suficiente cantidad de ésta para que al triturar se quede una mezcla
suficientemente homogénea. La trituracion se llevé a cabo durante 3 min por 1,5 kg de
muestra. Los coproductos del zumo y el puré con el agua afadida se llamaron CoZ y CoP,
respectivamente.

CoZGA1 y CoPGA1 se obtuvieron de la misma manera, pero disolviendo los 7 g de GA
en la minima cantidad de agua que permite su disolucién (21 mL), con ayuda de la agitacion
magnética. Esta mezcla se mantuvo durante 24 h en refrigeracién, afiadiendo posteriormente
los 16, 8 mL de agua restantes para formar la emulsion.



CoZGA2, CoPGA2, CoZOSA y CoPOSA se obtuvieron anadiendo los 7 g GA u OSA después
de haber preparado la emulsién inicial, es decir, una vez preparadas CoZ y CoP. La mezcla se
realizé con un robot Keenwood Chef (Gran Bretafia) durante 2 min a una velocidad 1.

Todas las muestras fueron vertidas en bandejas de aluminio de 7 x 10 cm hasta llegara 1
cm de espesor y se congelaron y almacenaron en un arcén congelador (Liebherr LGT 2325,
Alemania) a -45 2C, durante al menos 24h hasta su secado por liofilizacién.

3.2.2. Liofilizacion:

El secado se realizd en un liofilizador (Telstar LYOQUEST-55, Espafia). Las condiciones del
proceso fueron de -50 2C en el condensador, una presion de 0,05 mbar y con las bandejas
calefactadas a 50 2C durante 21 horas.

3.2.3. Analisis proximal.

A las muestras CoZ y CoP se les analizé el contenido de azlcares totales, proteinas, cenizas,
grasa y fibra, tal y como se describe a continuacién. A todas las muestras, sin y con
biopolimeros, se les analizé el contenido de agua, antes y después de la liofilizacién. Todos los
analisis se realizaron por triplicado. Todos los resultados se expresaron finalmente en g de
compuesto por 100 g de coproducto sin biopolimeros y antes de liofilizar.

3.2.3.1. Determinacion de la humedad:

El contenido de agua de las muestras antes de ser deshidratadas se determiné mediante el
método gravimétrico de doble pesada 934.06 (AOAC, 2000), para alimentos ricos en azUcares.
Las muestras se secaron en estufa (J.P. Selecta, Barcelona, Espafia) a 63 °C hasta peso
constante. Una vez secas, las muestras se dejaron en un desecador con base de silica gel hasta
gue alcanzaron la temperatura ambiente. Se empled una balanza de +*1 mg de precisién
(Mettler Toledo MS3035) para pesar los crisoles y su correspondiente tapa sin muestra, con la
muestra himeda y con la muestra seca.

Para la determinacion del contenido de agua de las muestras liofilizadas se utilizd el un
valorador automatico Karl Fisher (Mettler Toledo, Compact Coulometric Titrator C10S,
Worthington, USA).

3.2.3.2. Determinacion de aztcares totales.

El contenido de azlcares totales se determind por el método quimico de Bertrand, basado
en la reduccion del cobre. Para ello se parte de la muestra seca y se llevan a cabo diferentes
etapas. Una primera hidrélisis, para la que se pesaron 0,6 g de muestra liofilizada (Mettler
Toledo MS3035), provenientes tanto del CoP como del CoZ, se transfirieron a un matraz de
fondo redondo, se adicionaron 40 mL de agua y 2,8 mL de acido clorhidrico (HCl 37%), se
conectd al matraz un refrigerante de reflujo y se mantuvo durante 150 min sometido a
calentamiento directo. En la etapa de alcalinizacion, una vez se enfrié la solucién hidrolizada,
se agregaron 2 ml de alimina y se ajustd el pH hasta 8 con hidréxido de sodio 6N, se traslado a
un matraz aforado de 100 mL y se enrasd con agua. Finalmente se filtrd. Para la etapa de
reduccion, en un vaso de precipitados de 100 mL, se vertieron 5 mL de la solucidn filtrada, 10
mL de la solucidn Fehling A y 10 mL de solucién Fehling B. La disolucién se dejd hervir durante
tres minutos, manteniendo la boca del matraz tapada con un vidrio de reloj. Pasado este
tiempo se observé la aparicidn de oxido cuproso en el fondo del vaso de precipitado junto con
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un sobrenadante de color azul debido al exceso de cobre, se sacd el matraz de la placa
calefactora y se dejé enfriar en un bafio de hielo. Después se procedié al lavado del
precipitado, afiadiendo agua poco a poco y elimindndose el sobrenadante azul hasta que se
hizo transparente. A continuacion, se vertieron 30 mL de sulfato férrico sobre casa vaso de
precipitados con el poso. Cuando se disolvid el dxido cuproso aparecié un color verde claro. La
disolucién se pasd a un Erlenmeyer de 100 mL. Finalmente, la disolucién se valoré con una
soluciéon 0,1N de permanganato de potasio hasta que el color verde viré a rosa permaneciendo
al menos durante 20 segundos.

Cada ml de permanganato de potasio 0,1 N equivale a 6,355 mg de cobre. Una vez
calculados los mg de cobre se utilizé la Tabla de Bertrand para establecer la equivalencia en
azucares totales.

3.2.3.3. Determinacion de proteinas.

El contenido de proteinas se determind mediante el método Kjeldhal 955.04/90 (AOAC,
1990). Para ello, se pesd 1g de muestra liofilizada y se adicionaron 3g de catalizador (K2504 +
CuSO4 + Se en proporcidén 10:1:0,1). Paralelamente se prepard un blanco en un tubo de
digestion con 3 g de catalizador Unicamente. Se llevaron los tubos a la unidad de digestion y se
afiadidé bajo campana 10 mL de 4cido sulfurico (H,SO4 98%) y 5 mL de agua oxigenada de 30
volumenes. La disolucidn se digirié a 4202C durante 35-40 min. Con el catalizador utilizado, se
sabe que la muestra esta digerida porque los tubos presentan color verde esmeralda. El
digesto se diluyé en frio con 50 mL de agua destilada y se llevd a la unidad de destilacién. Se
adicionaron 50 mL aprox. de NaOH 10N y se destilé en corriente de vapor durante 4 min. El
destilado se recogidé sobre un Erlenmeyer que contenia 50 mL de 4cido boérico al 4% vy tres
gotas del indicador. El hidréoxido amodnico recogido en el Erlenmeyer se valoré con acido
sulfdrico 0.3N hasta que la solucidn viré de verde a violeta.

A partir de los datos obtenidos en la valoracion se calcularon los g de nitrégeno/100 g de
muestra (% Nitrégeno). El porcentaje de proteina se calculé multiplicando el % de nitrégeno
por el factor correspondiente al tipo de alimento, en el caso del coproducto de la naranja se
utilizo el factor 6,25 (Ecuacion 1).

% Proteinas = % Nitrogeno - (6,25) (1)
3.2.3.4. Determinacion de cenizas

Para la determinacion del contenido de cenizas se utilizd el método gravimétrico
942.05/90 (AOAC, 1990). Los crisoles de porcelana vacios con su tapa se introdujeron en la
mufla durante 2 horas, después se dejaron enfriar por debajo de 200 2C dentro de la mufla y
una vez se sacaron de la mufa se llevaron a un desecador hasta que alcancen la temperatura
ambiente. A continuacion, se pesaron en la balanza analitica. Una vez los crisoles fueron
identificados y pesados se introdujeron 2 g de muestra liofilizada dentro del crisol,
posteriormente se colocaron los crisoles en una placa calefactora con la tapa semiabierta y se
dejaron carbonizar durante 1-2 h. Posteriormente se introdujeron los crisoles con la muestra
carbonizada con la tapa semiabierta en el horno mufla, se llevé a 250 - 300 2C para que la
materia orgdnica se acabara de quemar y una vez cesé el desprendimiento de humos (30-45
min aproximadamente) se aumenté la temperatura hasta 550 2C y se mantuvo calcinando 8 h.
Después de este tiempo se dejaron enfriar los crisoles con las cenizas por debajo de 2002C
dentro de la mufla. Una vez se sacaron de la mufa se llevaron a un desecador hasta que
alcanzaron la temperatura ambiente. Se observé que las cenizas eran blancas y se procedid a
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pesar los crisoles con su tapa y la muestra calcinada en la balanza analitica. El contenido en
cenizas se calculd por diferencia de peso.

3.2.3.5. Determinacion de grasa.

Para el analisis de grasa se utilizé el método 920.39¢c (AOAC, 1990) o extraccién directa
Soxlet. Par ello, se pesaron 5 g de muestra liofilizada y se introdujeron en el interior de los
cartuchos de extraccidon. Una vez montado el equipo de extraccién y situados los cartuchos con
las muestras en la cdmara de extraccion, se adiciond el solvente éter de petrdleo a la cdmara
hasta que sifond, después se agregd mas solvente, en cantidad suficiente para llenar la mitad
de la cdmara, para garantizar que el volumen de disolvente permitia el correcto
funcionamiento del extractor. Se extrajo durante seis horas, regulando la ebullicién de forma
gue se produzca una sifonada cada cuatro minutos, después se recuperé el disolvente en un
rotavapor, se elimind el disolvente residual manteniendo el matraz en estufa a 1052C durante
media hora, o a 752C durante hora y media, se enfrié el matraz en desecador y se pesd en
balanza analitica. El porcentaje de grasa se calcula segin a ecuacion 2.

%Grasa=P;—;lP- 100 (2)

Siendo P = peso del matraz (g), P1 = peso del matraz con la grasa extraida (g) y Pm = peso
de la muestra (g)

3.2.3.6. Determinacion de la fibra.

El contenido en fibra dietética total (FDT) y sus fracciones soluble (FDS) e insoluble (FDI) se
analizaron mediante el método enzimatico gravimétrico (Prosky, Asp, Schweizer, DeVries, &
Furda, 1988). Estos analisis se realizaron en el laboratorio Tacsa S.L.U (Catarroja, Valencia).

3.2.4. Analisis de compuestos bioactivos.

A todas las muestras antes y después de su liofilizacion se les analizé el contenido en
vitamina C (VC), hesperidina (HES), narirutina (NAT). Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado.

3.2.4.1. Analisis de vitamina C.

La VC tiene dos formas activas que son el acido ascorbico (AA) y el acido dehidroascorbico
(DHAA).

El analisis del contenido en AA se llevd a cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucidon (HPLC) conectado a un detector DAD (Jasco, Italia), una columna KromaPhase 100
C18 5um (250x4,6mm) (Scharlaw, Spain) y las siguientes condiciones cromatrograficas: 10 uL
de volumen de inyeccidn, velocidad de flujo de ImL/min y acido oxalico al 0,1% como fase
movil. La identificacion se realizé a una longitud de onda de 243 nm (Xu, Liu, Chen, Ye, & Ma,
2008).

Para la extraccién del AA, se tomd 1 g de cada muestra antes de ser liofilizada 0 0,5 gramos
de cada una de las muestras liofilizadas, se le afiadieron 9 ml de acido oxalico al 0,1%, se
homogenizaron manualmente y se dejaron reposar durante 3 minutos en la oscuridad. A
continuacién, se filtraron (filtros de membrana de 0,45 um) antes de ser inyectadas en el
HPLC.



Por otro lado, para la determinacién del contenido total de VC (AA+DHAA) se realizd la
reduccion del DHAA a AA tomando 0,5 gramos de cada muestra antes de liofilizar o 0,075
gramos de cada muestra liofilizada, se le afiadieron 2 ml de disolucion DTT (20g/L) y se
homogeneizaron manualmente. Estas mezclas se mantuvieron 2 horas en oscuridad y a
temperatura ambiente. Se tomd 1 g de las mezclas anteriores, se le afnadieron 9 ml de acido
oxdlico al 0,1%, se homogenizaron manualmente y se dejaron reposar durante 3 minutos en la
oscuridad. A continuacién, se filtraron (filtros de membrana de 0,45 um) antes de ser
inyectadas en el HPLC (Sanchez-Moreno, Plaza, De Ancos, & Cano, 2003).

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

3.2.4.2. Andlisis de hesperidina y narirutina.

El analisis de HES y NAT también se llevd a cabo mediante HPLC con el mismo equipo
mencionado anteriormente y una columna SpeedCore C18 2,6 um (Jasco, ltalia), a una
longitud de onda de 284 nm, 10 pL de volumen de inyeccidn, velocidad de flujo de ImL/miny
fase movil con gradiente de agua y metanol grado HPLC. La extraccidon se realizé con
dimetilsufoxido (DMSO, Scharlau, Espafia) grado HPLC en la que se tomd 1 g de cada muestra
antes de ser liofilizada o 0,075 gramos de cada muestra liofilizada a las que seguidamente se
les afladid 1 ml de agua bidestilada y 2 ml de DMSO. Se mantuvieron en agitacidon
magnéticamente durante 10 minutos a 780 rpm (agitador, Jeio Tech, Corea) y posteriormente
se centrifugaron a 4200 rpm durante 10 minutos a 42C en una centrifuga GYROZEN 123GR. A
continuacién, se recogié el sobrenadante y se filtré a través de un filtro de membrana de 0,45
um previamente a su inyeccidon en el HPLC (Manthey & Grohmman, 1996; Gémez-Mejia,
Rosales-Conrado, Ledn-Gonzalez, & Madrid, 2019).

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

3.2.4.3. Analisis estadistico

Con la finalidad de determinar las diferencias entre las muestras analizadas, se realizé un
analisis de varianza simple (ANOVA) utilizando el programa Statgraphics Centurion versién
XVIII con un nivel de confianza del 95% (p-value < 0,05).



4. Resultados

La Tabla 2 muestra las diferencias y similitudes, en cuanto a contenido en
macrocomponentes, que se han podido observar entre CoZ y CoP. Comparando CoZ y CoP a
nivel macrocomposicional en cuanto a humedad, cenizas, azlcares, proteinas y grasas, vemos
gue el mayor componente en ambos seria el agua, seguido de los azucares. En mucha menor
cantidad se encuentran proteinas, cenizas y grasas. Tras el analisis estadistico, se observaron
diferencias significativas en cuanto a la humedad, siendo mayor el contenido en agua de CoZ, y
a las cenizas y proteinas, que fueron mayores en CoP. Con relacién a los azlcares y la grasa, su
contenido es similar en ambos coproductos (p>0,05), cuyos valores medios fueron de 22,4 y
0,076 %, respectivamente. En cuanto al contenido en fibra, CoZ resulté tener una FDT del 9,2
%, FDS del 3,0 % y FDI del 5,7 %. Estos valores para CoP fueron 10,9, 2,8 y 6,3 %,
respectivamente. A pesar de las diferencias composicionales comentadas, éstas se deben a
gue CoZ y CoP presentan diferente humedad, lo que hace que, para una misma cantidad de
muestra, algunos compuestos estén mas concentrados en CoP. De hecho, al calcular el
contenido de los diferentes compuestos mostrados en la Tabla 2 en base seca, no se
observaron diferencias significativas en ningun caso (p>0,05).

Tabla 2. Caracterizacion proximal de los coproductos del zumo (CoZ) y del puré (CoP) de la naranja. Datos
expresados en g de componente / 100 gramos de muestra sin diluir y antes de liofilizar.

Muestra Agua Cenizas Azucares Proteinas Grasas

Coz 75,8 +0,3® | 1,344 +0,019® | 22,9+0,2® | 1,173 +0,017® | 0,071 + 0,001

CoP 74,8+0,3? | 1,416 +0,018"® | 21,8 +1,3® | 1,257 +0,012® | 0,080 + 0,005

Respecto a los compuestos bioactivos (Tabla 3), CoP mostré menor contenido de VC,
HES y NAT (p<0,05) que CoZ. En este caso, las diferencias se mantienen incluso cuando los
valores se calculan en base seca. Estos resultados estarian indicando que las membranas de los
segmentos que se encuentran en CoZ y no en CoP, ademads del poco zumo que pueda haber
presente, también contienen de estos 3 compuestos. Por otra parte, en cuanto a la vitamina C,
cabe mencionar que sélo la muestra CoZ presentd una cierta cantidad de AA, proveniente de
las membranas y restos de zumo, con un valor medio de 2,9 + 0,3 mg por cada 100g de
coproducto. En este sentido, es importante comentar que el componente de los coproductos
que contribuye mayormente a la actividad como vitamina C es el DHAA, a diferencia del puré
y del zumo de naranja en los que lo es el AA (Escobedo-Avellaneda, Gutiérrez-Uribe,
Valdez-Fragoso, Torres, & Welti-Chanes, 2014).

Tabla 3. Contenido en compuestos bioactivos analizados a los coproductos del zumo (CoZ) y del puré (CoP) de la
naranja. Datos expresados en mg compuesto/100 g muestra sin diluir y antes de liofilizar.

Muestra Vitamina C Hesperidina Narirutina
CozZ 117+7® 568 + 3 (®) 7330
CoP 78,1+0,8@ 542 +0 @ 58+ 0@

Una vez comentadas las diferencias entre los coproductos del zumo y del puré, se va a
comparar, para cada uno de ellos, el contenido en VC, HES y NAT de las diferentes
formulaciones tanto en los productos frescos, como liofilizados.



A partir de los resultados de los compuestos bioactivos caracterizados a CoZ y sus
formulaciones antes de su liofilizacién, mostrados en las Figuras 1 a 3, se observa que la
incorporacion de GA desde un primer momento, preparando una emulsidn junto con el
coproducto y el agua, supone una cierta proteccidén de todos ellos, si bien ésta sélo resultd
significativa (p<0,05) en el caso de la NAT. Sin embargo, si la GA se aflade después de haber
preparado la emulsion con el agua y haberla congelado, no sélo deja de observarse este efecto
protector sino que se aprecia una disminucion del contenido en NAT (p<0,05). Con la OSA,
afiadida de esta misma forma, se observa lo mismo aunque la disminucién de la NAT es menor
(p<0,05). Por tanto, para potenciar el efecto protector de los biopolimeros, se recomienda
afiadirlos desde un principio para favorecer su disolucién y homogeneizacién en la emulsidn.
Por otra parte, la OSA parece ejercer mejor papel protector frente a la HES y NAT que frente a
la VC, aunque su efecto sélo fue significativo en el caso de la NAT (p<0,05). En el caso de CoP
(Figuras 1 a 3), las diferencias entre muestras fueron menores y no se observd un efecto
significativo de la incorporacion de biopolimeros, especialmente en el caso de los flavonoides
analizados.
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Figura 1. Contenido de vitamina C (VC)en las diferentes formulaciones del coproducto del zumo (CoZ) y del puré
(CoP) de naranja referido a la muestra sin diluir, sin biopolimeros y antes de liofilizar. Segun se describe en la
metodologia, GA1 y GA2: muestras con goma ardbiga afiadida; OSA: muestra con almidén OSA afiadido. Para cada
coproducto, letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).
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Figura 2. Contenido de hesperidina (HES) en las diferentes formulaciones del coproducto del zumo (CoZ) y del puré
(CoP) de naranja referido a la muestra sin diluir, sin biopolimeros y antes de liofilizar. Segun se describe en la
metodologia, GA1 y GA2: muestras con goma ardbiga afiadida; OSA: muestra con almiddén OSA afiadido. Para cada
coproducto, letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).
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Figura 3. Contenido de narirutina (NAT) en las diferentes formulaciones del coproducto del zumo (CoZ) y del puré
(CoP) de naranja referido a la muestra sin diluir, sin biopolimeros y antes de liofilizar. Segtn se describe en la
metodologia, GA1 y GA2: muestras con goma ardbiga afiadida; OSA: muestra con almiddn OSA afiadido. Para cada
coproducto, letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).

Las Figuras 4 a 6 muestran el contenido en compuestos bioactivos de los coproductos
del zumo y del puré liofilizados. Si se comparan estos valores con los de los coproductos antes
de liofilizar, en general, puede observarse que la VC de la muestra sin biopolimeros no se
afecta por el proceso, mientras que en las muestras con biopolimeros este compuesto se
extrae en menor cantidad. Por su parte, en general, el contenido en hesperidina aumenta en
todos los casos mientras que la NAT disminuye. La alta porosidad de las muestras liofilizadas
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favoreceria la extraccidon de todos los compuestos. Esto, unido a la alta estabilidad de la HES,
justifica su aumento que, segun las muestras, fue de hasta un 159 % respecto al contenido
antes de liofilizar. Respecto a la VC, en otros estudios llevados a cabo con puré o zumo de
naranja, los productos liofilizados mostraron siempre una mayor facilidad de extraccion de la
VC, al contrario de lo observado en este estudio. Hay que tener en cuenta que, en el caso del
puré y el zumo, el componente mayoritario con actividad como VC es el AA mientras que en el
caso del coproducto es el DHAA (Escobedo-Avellaneda, Gutiérrez-Uribe, Valdez-Fragoso,
Torres, & Welti-Chanes, 2014). La mayor inestabilidad del DHAA podria ser la responsable del
comportamiento observado. Ademas, se ha descrito que el DHAA reacciona con las proteinas
que forman parte de la estructura de los biopolimeros, lo que contribuye a la disminuciéon
observada en estas muestras liofilizadas respecto a las que no los llevan (Hayashi, Terao, Ueda,
& Namiki, 1985; Larisch, Pischetsrieder, & Severin, 1996). En este caso, la mayor disminucion
de VC observada fue del 27 %. Respecto a la NAT, parece que la mayor facilidad para su
extraccidn se ve contrarrestada por una degradacion de este compuesto, aunque no se ha
encontrado ninguna referencia en relacién con su inestabilidad. La mayor pérdida de NAT
cuantificada por efecto de la liofilizacién fue del 33 %.
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Figura 4.. Contenido de vitamina C (VC) de las diferentes formulaciones del coproducto del zumo (CoZ) y del puré
(CoP) de naranja liofilizados, referido a la muestra sin diluir, sin biopolimeros y antes de liofilizar. Segtn se describe
en la metodologia, GA1 y GA2: muestras con goma ardbiga afiadida; OSA: muestra con almiddon OSA afiadido. Para

cada coproducto, letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).
Para cada muestra, la linea horizontal indica el contenido medio en la misma muestra antes de liofilizar
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Figura 5. Contenido de hesperidina (HES) de las diferentes formulaciones del coproducto del zumo (CoZ) y del puré
(CoP) de naranja liofilizados, referido a la muestra sin diluir, sin biopolimeros y antes de liofilizar. Segun se describe
en la metodologia, GA1 y GA2: muestras con goma ardbiga afiadida; OSA: muestra con almidon OSA afiadido. Para
cada coproducto, letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).
Para cada muestra, la linea horizontal indica el contenido medio en la misma muestra antes de liofilizar
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Figura 6. Contenido de narirutina (NAT) de las diferentes formulaciones del coproducto del zumo (CoZ) y del puré
(CoP) de naranja liofilizados, referido a la muestra sin diluir, sin biopolimeros y antes de liofilizar. Segtn se describe
en la metodologia, GA1 y GA2: muestras con goma ardbiga afiadida; OSA: muestra con almiddon OSA afiadido. Para

cada coproducto, letras mayuscula o minuscula diferentes indican diferencias significativas entre muestras (p<0,05).
Para cada muestra, la linea horizontal indica el contenido medio en la misma muestra antes de liofilizar
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5. Conclusiones

Los coproductos provenientes de la obtencidon del puré y zumo de naranja no presentan
diferencias composicionales en cuanto a su humedad, azlcares totales, proteinas, cenizas,
grasas y fibra dietética total, soluble e insoluble. No obstante CoZ mostré mayor contenido en
vitamina C, hesperidina y narirutina. EIl compuesto mayormente responsable de la actividad
como vitamina C de los coproductos fue el DHAA. La hesperidina es el mds resistente al
secado. Por otra parte, no parece que la incorporacion de goma arabiga o almidén OSA ejerzan
un claro papel protector de los compuestos bioactivos estudiados frente al secado.
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