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EFECTO DE LA TEMPERATURA DE LIOFILIZACION EN LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y
CAPACIDAD ANTIOXIDANTE DEL ZUMO DE NARANJA'Y SU COPRODUCTO.

Valencia, julio 2021
Resumen

En el proceso de obtenciéon de zumo de naranja se genera un gran volumen de residuos que
tienen un contenido abundante en compuestos fitoquimicos con propiedades antioxidantes. Su
preciada composicion justificaria el interés en su reintroducciéon en la cadena alimentaria
humana para la produccidn de alimentos funcionales, lo que mejoraria la eficiencia de este tipo
de industrias fomentando una economia circular al convertir los residuos en recursos. En este
trabajo se utilizé la técnica de liofilizacidon para la deshidratacion de zumo de naranja y su
coproducto para la obtencidon de productos de alta calidad que podrian ser utilizados como
extractos de compuestos bioactivos y/o como ingredientes. Ademas, se varié la temperatura de
bandeja del liofilizador (302C y 502C), para estudiar la influencia del proceso, y se incorporaron
biopolimeros naturales (goma arabiga y fibra de bambu) como posibles estabilizadores fisicos y
guimicos. Para el estudio, se analizé, antes y después de la liofilizacién, el contenido en la
vitamina C, el acido L-ascérbico, dacido dehidroascdrbico, carotenoides (B-caroteno) y
compuestos fendlicos totales. También se analizd la actividad antioxidante y se estudid su
bioaccesibilidad tras la digestion in vitro de las muestras. Los resultados mostraron que el
coproducto del zumo de naranja presentdé mayor cantidad de compuestos bioactivos: vitamina
C (principalmente en forma de acido dehidroascérbico), B-caroteno y fenoles totales, y mayor
actividad antioxidante que el zumo. Las condiciones de liofilizacién afectaron a la estabilidad de
los compuestos bioactivos y a su bioaccesibilidad. En general, se produjo un descenso en la
cantidad de fenoles totales, carotenoides y en la actividad antioxidante, siendo este descenso
mayor en las muestras liofilizadas a 502C que a 302C. La adicién de biopolimeros al coproducto,
no supuso ninguin cambio significativo respecto a la cantidad de compuestos bioactivos y
actividad antioxidante del mismo.

Finalmente, tras las digestiones in vitro, el zumo de naranja formulado con biopolimeros
presentd mayor bioaccesibilidad en todos los compuestos bioactivos estudiados que el
coproducto.

Palabras Clave: Zumo de naranja, coproducto, biopolimeros, compuestos bioactivos,
liofilizacidn, bioaccesibilidad.
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EFFECT OF LYOPHILIZATION TEMPERATURE ON THE BIOACTIVE COMPONENTS AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF THE ORANGE JUICE AND THE ORANGE JUICE CO-PRODUCT

Valencia, July 2021
Abstract

In the process of obtaining orange juice, a large volume of waste is generated, and it has an
abundant content of phytochemical compound with antioxidant properties. That composition
would justify the interest in its reintroduction into the human food chain for the production of
functional foods, which would improve the efficiency of this type of industries by promoting
circular economy, converting waste into resources. In this matter, it must be taken into account
that the fruits and also the co-products from de processing industry have a high-water content
that makes them highly perishable, so some type of processing is necessary that allows their
stabilization with techniques that minimize the loss of nutritive bioactive compounds. In this
study, the lyophilization technique was used to dehydrate orange juice and its co-product to
obtain high-quality products that could be used as extracts of bioactive compounds and/or as
ingredients. In addition, the freeze-dryer tray temperature was varied (302C and 502C), to study
the influence of the process, and natural biopolymers (gum Arabic and bamboo fibre) were
incorporated as possible physical and chemical stabilizers. For the study, the content of vitamin
C, L-ascorbic acid, dehydroascorbic acid, carotenoids (B-carotene) and total phenolic
compounds were analysed before and after lyophilization. The antioxidant activity was also
analysed and its bioaccessibility was studied after the in vitro digestions of the samples. After
carrying out the analyses, a there was higher quantity of bioactive compounds in the co-product
compared to that of the juice, presenting a higher antioxidant activity. Lyophilization of the
samples at 302C maintained more effectively the number of bioactive compounds, compared to
lyophilization at 509C. The addition of biopolymers had no effect on this preservation of
bioactive compounds. Finally, after in vitro digestions, the bioaccessibility of the bioactive
compounds was very low, especially in the lyophilized samples, because they are compounds
sensitive to light, pH, temperature and the presence of digestive enzymes. Therefore, the co-
product of orange juice lyophilized at 302C, without the need for the addition of biopolymers, is
a good option as a possible ingredient rich in bioactive compounds for food use.

Key words: Orange juice, co-product, biopolymers, bioactive compounds, lyophilization,
bioaccessibility.
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EFECTE DE LA TEMPERATURA DE LIOFILITZACIO EN ELS COMPOSTOS BIOACTIUS | CAPACITAT
ANTIOXIDANT DEL SUC DE TANTONIJA | EL SEU COPRODUCTE

Valéncia, juliol 2021
Resum

En procés d’obtencidé de suc de taronja es genera un gran volum de residus que tenen un
contingut abundant en components fotoquimics amb propietats antioxidants. La seua pareguda
composicio justificaria I'interés en la seua reintroduccié en la cadena alimentaria humana per a
la produccié d’aliments funcionals, el que milloraria I'eficiéencia d’aquest tipus d’industries
fomentant una economia circular al transformar els residus en recursos. En aquest sentit, s’ha
de tenir en compte que les fruites i també els coproductes provinents de la industria de la seua
transformaciod presenten un elevat contingut en aigua que els fa altament peribles, pel que es fa
necessari algun tipus de processat que permeti la seua estabilitzaci6 amb tecniques que
minimitzen la pérdua de components nutritius i bioactius. En aquest treball es va utilitzar la
tecnica de la liofilitzacié per a la deshidratacié del suc de taronja i el seu coproducte per a
I'obtencié de productes d’alta qualitat que podrien ser utilitzats com extractes de components
bioactius i/o com ingredients. A més, es va variar la temperatura de bandeja del liofilitzador
(302C i 509C), per a estudiar la influéncia del procés, i es van incorporar biopolimers naturals
(goma arabiga i fibra de bambu) com a possibles estabilitzadors fisics i quimics. Per a I'estudi, es
va analitzar, abans i després de la liofilitzacid, el contingut en vitamina C, I'acid L-ascorbic, acid
deshidroascorbic, carotenoides (-caroté) i compostos fenolics totals. També es va analitzar la
activitat antioxidant i es va estudiar la seua bioaccessibilitat després de la digestio in vitro de les
mostres. Després de la realitzacié dels analisis, es va obtindré una quantitat major de
components bioactius en el coproducte respecte a la del suc, presentant aixi una major activitat
antioxidant. La liofilitzacié de les mostres a 302C va mantenir de forma més efectiva la quantitat
de components bioactius, en comparacié amb la liofilitzacié a 502C. L’addicié de biopolimers no
va tenir un gran efecte en aquesta conservacié dels components bioactius. Finalment, després
de les digestions in vitro, la bioaccessibilitat dels components bioactius va ser molt baixa, sobre
tot en les mostres liofilitzades, donat que es tracta de components sensibles a la llum, el pH, la
temperatura i la preséncia d’enzims digestius. Per tot, el coproducte del suc de taronja liofilitzat
a 309C, sense necessitat de I'addicid de biopolimers, suposa una bona opcié com a possible
ingredient ric en components bioactius per a Us alimentari.

Paraules Clau: Suc de taronja, coproducte, biopolimers, components bioactius, liofilitzacio,
bioaccessibilitat
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1.

INTRODUCCION
1.1.COPRODUCTO DEL ZUMO DE NARANJA

Las naranjas son una rica fuente de compuestos bioactivos y antioxidantes con reconocidos
beneficios para el ser humano, como acidos organicos, compuestos fendlicos y carotenoides
(Sicari et al., 2017). La Tabla 1 muestra la composicion nutricional del zumo de naranja.

Tabla 1. Composicién nutricional del zumo de naranja (Escudero, 2014).

Composicion Por cada 100mL de zumo
Energia 45 kCal
Carbohidratos totales 10,4 g
Proteinas 0,7 g
Lipidos totales 0,2 g
Fibra 0,2 g
Potasio 200 mg
Calcio 11 mg
Sodio 1 mg
Magnesio 11 mg
Vitamina C 50 mg
Folato 30 Ug

A nivel mundial, el zumo de naranja es el zumo de frutas de mayor consumo, suponiendo un
tercio del total de los zumos del mercado mundial. En Europa constituye la preferencia de
consumo, y en Estados Unidos es el zumo mas consumido por habitante, siendo su consumo 5
veces superior al del zumo de manzana (Escudero, 2014).

A nivel europeo, la naranja es el citrico mds consumido, seglin muestra la Figura 1:
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Figura 1. Miles de toneladas de citricos consumidos en Europa (Statista, 2021)

En 2019 la produccion mundial de naranjas fue de 78.699.604 toneladas de naranja, 3.226.870
de las cuales procedian de Espafia. Ademas, segiin FAO (2020) en 2018 se produjeron, solo en



Espafia, 257.161 toneladas de zumo de naranja (FAO, 2020). Es por ello que se producen
toneladas de coproducto en la industria del zumo de naranja.

En la Figura 2, se muestra el diagrama de flujo del proceso de produccién de zumo de naranja a
nivel industrial y las vertientes de residuos del proceso.

RECEPCION DE
NARANJAS

v

INSPECCION RESIDUOS
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¢ DESHECHOS
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DESAIREADO
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(902c — 30SEG)

v

ENVASADO
ASETPICO

Figura 2. Diagrama de flujo de la obtencion del zumo de naranja de forma industrial (Pérez,
2005).

En el diagrama de flujo observamos que, tras la recepcion de las naranjas, al realizar la
inspeccion de estas se desechan las que no cumplen los parametros fijados para la produccién
de zumo de naranja de calidad. Este residuo, se suma al del coproducto del zumo de naranja en
el paso de la extraccion, en el que se extrae el zumo y se desecha la piel de la naranja.



Esta gran cantidad de toneladas de zumo de naranja, producen al mismo tiempo una gran
cantidad de coproducto (la piel de la naranja), que a su vez conforman una gran cantidad de
residuos y, con ello, un alto desperdicio alimentario. Este coproducto podria tener usos
alternativos en la industria alimentaria, como la recuperacidon de sustancias bioactivas y su
ampliacion como ingredientes funcionales; reduciendo asi este alto nivel de desperdicio
alimentario, ya que; como se muestra en la Tabla 2, tiene unos valores nutricionales de alto
interés biolégico.

Tabla 2. Valor nutricional de la piel de la naranja por cada 100g de piel de naranja (USDA, 2020)

Compuesto Cantidad Compuesto Cantidad
Agua 725 g Magnesio 22 mg
Energia 97 kcal Fésforo 21 mg
Energia 405 kj Postasio 212 mg
Proteinas 1,5 g Sodio 3 mg
Grasas 0,2 g Zinc 0,25 mg
Ac. Grasos saturados 0,024 g Cobre 0,092 mg
Ac. Miristico 0,001 g Selenio, 1 ug
Ac. Palmitico 0,021 g Vit. C 136 mg
Ac. Estedrico 0,001 g Tiamina 0,12 mg
Ac. Grasos monoinsat. 0,036 g Riboflavina 0,09 mg
Ac. Palmitoleico 0,005 g Niacina 0,9 mg
Ac. Vaccénico 0,032 g Ac. Pantoténico 049 mg
Ac. Grasos poliinsat. 0,04 g Vit. B-6 0,176 mg
Ac. Linoleico 0,029 g Folato 30 mg
Ac. Linolénico 0,011 g Ac. Félico 0 ug
Colesterol 0 mg

Cenizas 0,8 g

Carbohidratos 25 g Vit. A 21 ug
Fibra Total 106 g

Calcio 161 mg  Vit. B-12 0 ug
Hierro 0,8 mg  Vit. E (alfa-tocoferol) 0,25 mg

Respecto a los compuestos bioactivos en la composicion de la cascara de la naranja, observamos
una gran concentracion de flavonoides (Martinez-Florez et al., 2002) y compuestos fendlicos
(Escobedo — Avellaneda et al., 2013), que presentan una gran actividad antioxidante beneficiosa
para la salud humana (Higdon, 2005). Este alto contenido en compuestos bioactivos hace de
interés la cdscara de la naranja para la formulacidn de nuevos alimentos.

1.2. COMPUESTOS BIOACTIVOS DE LA NARANJA

Los alimentos estdn compuestos por un gran numero de sustancias que se clasifican
principalmente en tres tipos: nutrientes, compuestos indeseables o antinutricionales vy
compuestos bioactivos o fitoquimicos (que pueden ser nutrientes, o compuestos que confieren
caracteristicas sensoriales) (FAO, 2021). En la Figura 3, se muestra una clasificacion general de
los compuestos bioactivos.

Como ya se ha comentado, la naranja es una fruta citrica rica en compuestos bioactivos. Los mas
caracteristicos son la vitamina C, los compuestos fendlicos, los pigmentos carotenoides, y las
antocianinas, que a continuacién pasamos a detallar.
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Compuestos bioactivos de los alimentos

Inorganicos Organicos
| |
I I | . | |
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Minerales . o Lipidos . . .
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Figura 3. Algunos de los compuestos bioactivos que se pueden encontrar en los alimentos, segun
su naturaleza quimica (Gomez, 2010)

1.2.1. VITAMINA C
La vitamina C es un compuesto sensible a la luz y a las altas temperaturas (Blasco et al, 2014)
gue se oxida rapidamente en presencia de iones metalicos, alcalis y enzimas oxidativas. La
cantidad total de vitamina C es la suma del acido L-ascdérbico (AA) y de su forma oxidada, el acido
L-dehidroascérbico (DHAA), cuyas estructuras se muestra en la Figura 4 (Escudero, 2014).

HO

HO o
He

0 C

AA DHAA

Figura 4. Estructura quimica de la vitamina C: acido L-ascérbico (AA) y 4cido L-dehidroascérbico
(DHAA) (Escudero, 2014).

La vitamina C presenta numerosas funciones en el organismo basadas en sus propiedades oxido-
reduccion, lo que le confiere una gran actividad antioxidante, ejerciendo un papel protector en
el organismo frente a los radicales libres (Agudo et al., 2007).

Como se observa en la composicién nutricional del zumo de naranja de la Tabla 1, el zumo de
naranja presenta 50 mg de Vitamina C por cada 100 mL de zumo y en coproducto del zumo
(Tabla 2) la cantidad es de 136 mg/100g de coproducto.
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1.2.1. CAROTENOIDES

Los carotenoides son pigmentos ampliamente distribuidos en el Reino Vegetal, donde
desempenan diversas funciones (Fraser y Bramley, 2004)

Anivel de estructura quimica, los carotenoides son hidrocarburos poliénicos sintetizados a partir
de 8 unidades de isopreno, y se pueden dividir en dos grupos:

- Carotenos: Son hidrocarburos (ejemplo: beta-caroteno)
- Xantofilas: Contienen al menos un grupo oxigeno (en forma de hidroxilo, epdxido,
carbonilo o carboxilo) (Escudero, 2014).

En la Figura 5 se representa la estructura basica del Licopeno y el B-caroteno.

Licopeno

B-Cameno

Figura 5. Estructura basica de los principales carotenoides, de las que derivan las estructuras del
resto de carotenoides (Sanchez et al., 1999)

Estan cientificamente demostrados los beneficios de la ingesta de carotenoides para la salud
humana, ya que algunos de ellos pueden transformarse en vitamina A, la deficiencia de la cual
ha sido un problema a nivel mundial, especialmente en nifios. Ademas, se ha demostrado que
los carotenoides ejercen proteccion contra serias enfermedades degenerativas vy
cardiovasculares. Es por todos estos motivos por los que resulta interesante la ingesta de
carotenoides, en especial de beta-caroteno (Sanchez et al., 1999).

En la naranja, los carotenoides se localizan principalmente en el epicarpio (corteza o piel),
aunque el zumo de naranja también constituye una fuente rica de carotenoides (Escudero,
2014).

Los carotenoides mas abundantes en la naranja y en su zumo (y los responsables de su color
caracteristico) son los derivados de la provitamina A (beta-caroteno, alfa caroteno, y beta-
criptoxantina), asi como otros como la zeaxantina y la luteina (Sanchez et al., 2003).

1.2.3. COMPUESTOS FENOLICOS

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios sintetizados por los vegetales en su
desarrollo normal. Por lo general, las capas mas externas contienen mayor cantidad de
compuestos fendlicos que las externas. Los compuestos fendlicos mas insolubles se encuentran
en las paredes celulares; y lo mas solubles se encuentran en las vacuolas (Naczk et al., 2006).
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En el hombre, se ha demostrado la relaciéon entre un consumo elevado de compuestos fendlicos
y sus efectos positivos para la salud, debido a sus propiedades antioxidantes (Martinez — Flérez
et al., 2002).

El término compuesto fendlico engloba a mas de 8000 compuestos con una gran diversidad
estructural, aunque todos ellos poseen al menos un anillo aromatico con uno o mas grupos
hidroxilo (Bravo, 1998). La Figura 6 muestra la estructura basica de la que derivan las estructuras
de los compuestos fendlicos.

OH

Figura 6. Estructura basica de la que derivan las diversas estructuras de los compuestos fendlicos
(Gémez, 2010)

La naranja contiene una variedad de compuestos fendlicos, destacando los flavonoides, que
abundan notablemente en la piel, y los acidos hidroxicinamicos (Nakajima et al., 2014) En la
Tabla 3 se muestra la concentracidn de flavonoides en la naranja.

Tabla 3. Cantidad (mg) de flavonoides predominantes en la naranja por cada g de naranja
(Tenorio, 2016).

Flavonoides mg/g naranja
Naringina 49,94
Herperidina 10,72
Neohesperidina 2,45

Rutina 0,84
Quercetina 0,05
Kaempferol 0,16
Lutolina 0,31

TOTAL FLAVONOIDES 64,47

Podemos observar la abundancia de naringina y herperidina, y una cantidad de 64,47 mg de
flavonoides totales por cada gramo de naranja, lo que supone una alta ingesta de compuestos
fendlicos con el consumo de naranja.

1.2.4. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

Los antioxidantes son sustancias que disminuyen o retardan las reacciones de oxidacién de
diferentes sustratos y pueden ser naturales o sintéticos (Fuchs; 1998). Los productos vegetales
son una fuente de antioxidantes, ya que poseen una gran variedad de compuestos como:
antocianos, flavonoides, carotenoides, y acido ascdrbico entre otros, que pueden ser
beneficiosos para la salud y que, ademas, actian en bajas concentraciones (Rojano et al., 2008)

Los altos contenidos de vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos, dotan al zumo de
naranja de una gran actividad antioxidante; dado que cada uno de los compuestos bioactivos
realiza un tipo de accién antioxidante distinta en nuestro organismo (Chapin, 2021):
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- Lavitamina C evita la propagacién de nitrosaminas cancerigenas y neutraliza productos
guimicos mutagénicos tanto enddgenos como exdgenos (Valdés, 2006).

- Los carotenoides inactivan las moléculas que se encuentran en estado de excitacion
electrdnica, y su principal actividad es la fotoproteccion en reacciones fotosensibles y
fotoproteccion de tejidos (Carranco et al., 2011).

- Los compuestos fendlicos, por otra parte, tienen la capacidad de captar radicales libres
y actuar como quelantes de metales (Gimeno, 2004).

1.3. BIOPOLIMEROS

Un biopolimero se puede definir como un compuesto de alto peso molecular, conformado por
unidades repetitivas de mondmeros (Cobos de Rangel et al., 2017).

El desarrollo y descubrimiento de nuevos biopolimeros, asi como las nuevas tecnologias de
sintesis, purificacién y modificacién, han permitido grandes avances en la encapsulacién de
principios activos. Algunos polimeros han recibido la denominacién de “inteligentes” por su
rapida respuesta frente a modificaciones de las condiciones fisicoquimicas ambientales, que
involucran cambios pronunciados en algunas de sus propiedades. Es por ello que algunos se
utilizan para encapsular los compuestos bioactivos de los alimentos y protegerlos frente al
procesado (Cacicedo, 2011).

Los biopolimeros que utilizamos en este trabajo fueron: la goma arabiga para la encapsulacion
de los compuestos bioactivos y la fibra de bambu para estabilizar el producto y aumentar el
contenido en fibra.

1.3.1. GOMA ARABIGA

La goma arabiga (GA) es una goma natural, procedente de la exudacidn gomosa seca obtenida
de varias especies de arboles de Acacia de la familia de las leguminosas (Garcia, 1998).

La estructura quimica de la GA se compone de un complejo polisacarido que contiene pequeias
cantidades de material nitrogenado. Por esta razén, se ha denominado la GA como complejo
proteico-arabinogalactano. Por sus caracteristicas estructurales presenta un caracter amfifilico,
lo que le permite absorber en superficies lipofilicas, actuar como coloide protector y, por lo
tanto, como agente formador de peliculas. (Yadav et al., 2007). Es por ello que la GA es uno de
los materiales formadores de peliculas mas efectivos para microencapsular (Kanakdande et al.,
2007).

Entre sus propiedades tecnoldgicas destaca que es altamente hidrosoluble y su viscosidad es
relativamente baja respecto a la de otras gomas. Ademas, la goma ardbiga presenta propiedades
prebidticas. En la industria alimentaria, es un aditivo cuyas funciones principales son:
estabilizante, espesante y emulsificante; siendo la mdas importante esta ultima. Las
concentraciones de goma arabiga utilizadas en la industria varian dependiendo del producto
elaborado, y pueden ir desde un 2-6% en bebidas, hasta un 45-50% en confiteria (Alcocer, 2019).

1.3.2. FIBRA DE BAMBU

Entre las fibras naturales provenientes de plantas destaca la fibra de bambu, debido a su rapida
tasa de crecimiento y universalidad. La fibra de bambu se ha utilizado durante mucho tiempo
para fines de construccidn, asi como para la industria del papel.

La fibra de bambu se distribuye por el interior de los haces vasculares de la cafia del bambu.
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Se ha propuesto una estructura jerarquica de fibra de bambu, compuesta de diferentes
longitudes de fibra de celulosa. Diminutas fibras cortas en forma de huso, afiladas en ambos
extremos, que se intercalan longitudinalmente entre si a lo largo de la caifa de bambd. La
laminacion consiste en alternar capas de microfibras con diferente orientacion (Liu et al., 2012).

Estas microfibras se alternan en capas de diferente orientacién en la pared celular de las células
de la cafia de bambu, y se estabilizan mediante pectinas y moléculas de glicano; como se
muestra en la Figura 7.

. "} Lamina media

Pared celular

Recting " primaria
Moléculas de glicano el o
Microfibras : plasmatica
de celulosa

Figura 7. Disposicion de las fibras de bambu en las paredes celulares de las células de la cafia de
bambd (Liu et al., 2012).

1.4. LIOFILIZACION

La liofilizacién es una operacién unitaria por la cual, el agua congelada de un alimento pasa
directamente del estado sélido al estado vapor, bajo una presion alta de vacio (Rodriguez, 2005).
Para conseguir este cambio de estado, se precisa de una disminucion de la presion para que,
como se muestra en la figura siguiente, al aumentar la temperatura, el hielo sublime y no se
derrita (Figura 8).

4.58
mm Hg

|,
L

T

Figura 8. Diagrama de fases para el agua pura que explica la sublimacidén del hielo (Armijo et al.,
2008).
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En el diagrama de la Figura 8 aparece el punto triple, que es el punto tedrico en el que se rednen
las condiciones que permiten que el agua se encuentre en los tres estados: liquido, sdlido y
vapor. A presiones superiores a 4,58mmHg (como es la presion ambiente, 760mmHg), al
aumentar la temperatura del agua en estado sélido, ésta necesita pasar por el estado liquido
antes de llegar a la temperatura necesaria para llegar al estado vapor. En presiones inferiores a
4,58mmHg, al aumentar la temperatura del agua en estado sélido, esta cambia a estado vapor
directamente, y no es necesario un gran aumento de la temperatura, ya que este cambio se
produce a partir de 0,012C de temperatura; como ocurre en el proceso de liofilizacién.

El objetivo de este proceso es lograr una reduccion de la actividad del agua (aw), ralentizandose
como consecuencia los procesos de deterioro a los que se ve sometido un alimento (Barbosa
Cénovas et al., 2006)

La liofilizacién es un método de conservacidon de alimentos en el que confluyen tres etapas:
congelacién, secado primario y secundario. La congelacién 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, para posteriormente pasar al secado secundario, aumentando
la temperatura para evaporar el agua fuertemente ligada (Barbosa-Canovas et al., 2006). El
resultado es un producto seco, pero con todas las caracteristicas organolépticas de su estado
original, como el aroma, el gusto o el sabor. Alimentos "instantdneos" como frutas finas, sopas,
café o comidas que utilizan los astronautas en las misiones espaciales son algunos de los
productos que se liofilizan. Este proceso facilita su conservacion y ayuda a detener el
crecimiento de patégenos, puesto que el resultado es un alimento de menos peso (Chavarrias,
2010).

Los productos liofilizados presentan una humedad residual muy baja y, por tanto, el riesgo de
deterioro quimico, bioquimico o microbiolégico es minimo. Ademas, el hecho de que el proceso
pueda realizarse a bajas temperaturas hace que los compuestos termoldbiles se conserven en
gran medida. Por su parte, el vacio hace que el peligro de oxidacién del producto sea nulo.
Ademas, la sublimacion del hielo da lugar a la obtencién de un producto poroso que permite
una rehidratacion o reconstitucion rapida y eficaz (Ratti, 2013).

1.5. DIGESTIONES

La digestion es el proceso de transformacion de los nutrientes, previamente ingeridos, en
sustancias mas sencillas y faciles de absorber. En este proceso de transformacién de los
nutrientes participan diferentes tipos de enzimas.

En la Figura 9 se muestra un diagrama de los drganos del sistema digestivo implicados en el
proceso de la digestién humana.
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Figura 9. Diagrama de las fases de los 6rganos implicados en cada una de las fases de la digestion
(Cascales, 2014).

La digestidon comienza en la boca con la masticacidn, la cual, no sélo disgrega los alimentos en
pequeias particulas mezclandolas con la saliva y enzimas, sino también actia enviando un
mensaje sefializador al organismo para que se prepare para comenzar el proceso digestivo. La
saliva, segregada por las glandulas salivales, se mezcla con el alimento facilitando la masticacién.
La saliva, ademas, contiene enzimas que comienzan la degradacién del almiddn y de las grasas.
Por ejemplo, la digestidn de los carbohidratos comienza con la enzima salival alfa amilasa.

El esofago es un conducto o musculo membranoso, de aproximadamente de unos 30-35 cm de
longitud, que recoge el bolo alimenticio tras la fase bucofaringea de la deglucion.

El estdmago se localiza entre el eséfago (proximalmente) y el duodeno (distalmente). Es una
cavidad amplia. Existen diferentes tipos de células que participan en la secrecion del jugo
gastrico constituido principalmente por agua, mucina, acido clorhidrico y pepsina. Los
componentes del jugo gastrico son los responsables de la primera degradacién que van a sufrir
los nutrientes incluidos en el bolo alimenticio.

En el intestino delgado tiene lugar la verdadera digestidn de los alimentos en componentes
elementales aptos para su absorcion, y para ello es fundamental la participacién de la bilis, el
jugo pancreatico, que contiene la amilasa, lipasa y tripsina, y el propio jugo intestinal secretado
por las células intestinales. Una vez que los alimentos se han escindido en sus componentes
elementales, van a ser absorbidos principalmente en el yeyuno.

El intestino delgado se extiende desde el estémago hasta el colon. Es un conducto de 6 a8 m de
longitud, constituido por tres tramos: duodeno, yeyuno e ileon y esta especificamente disefiado
para la absorcién de la mayoria de los nutrientes

Al final del transporte a través del intestino delgado, han sido absorbidas alrededor del 90% de
las sustancias del quimo, vitaminas, minerales y la mayoria de los nutrientes. Ademas, unos 10
litros de fluido se absorben cada dia en el intestino delgado (Cascales y Doadrio et al., 2014).
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Los ensayos de digestidn in vitro simulan las condiciones fisioldgicas de la digestidn in vivo. Son,
por lo tanto, valiosas herramientas para el estudio y comprensién de los cambios, interacciones,
asi como de la biodisponibilidad y bioaccesibilidad de los nutrientes. La digestion in vitro se
fundamenta en los conocimientos actuales de la fisiologia humana sobre el funcionamiento del
aparato digestivo. Estos conocimientos son extrapolados a las condiciones del laboratorio,
proporcionando los protocolos pertinentes para llevar a cabo los ensayos de digestién in vitro
(Lucas, 2016).

OBIJETIVO

El presente estudio se enmarca dentro de un proyecto cuyo objetivo es investigar la valorizacion
del coproducto de la industria del procesado de la naranja para ofrecerlo como un ingrediente
alimentario de alta calidad y estable. El objetivo general del trabajo fue utilizar la técnica de la
liofilizacidn para la deshidratacién del zumo de naranja y su coproducto para la obtencién de
productos de alta calidad que podrian ser utilizados como extractos de compuestos bioactivos
y/o como ingredientes, reduciendo asi el desperdicio alimentario y la cantidad de residuos de la
industria del zumo de naranja.

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

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

- Estudiar la influencia de la temperatura de liofilizacién (302C y 502C) sobre los
compuestos bioactivos y la actividad antioxidante del zumo de naranja y su coproducto.

- Estudiar la influencia de la incorporacién de biopolimeros naturales (goma arabiga y
fibra de bambu) en el coproducto como posibles estabilizadores fisicos y quimicos.

- Evaluar la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos tras el proceso de digestion in
vitro, del zumo de naranja y del coproducto, antes y después de liofilizar.

MATERIALES Y METODOS
3.1 MATERIA PRIMA

La materia prima que utilizamos fueron naranjas de la variedad de navelinas (Citrus x sinensis
‘Navel orange’) de un supermercado de Valencia. La eleccion de las naranjas realizé mediante
inspeccidn visual, en base a la uniformidad y homogeneidad de tamafio, forma, color y ausencia
de dafios en la piel.

Los biopolimeros utilizados como antiapelmazantes y encapsulantes fueron la goma arabiga
(GA, Scharlab, Sentmenat, Espafia) y la fibra de bambu (FB, VITACELO, Rosenberg, Alemania)

3.2. METODOS
3.2.1. PROCESADO DE LA MATERIA PRIMA

En la siguiente Figura 10 se esquematizan los productos obtenidos a partir de la naranja que se
utilizaran en este estudio.
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Con biopolimeros (Z) | | Pulpa + Cascara

Sin biopolimeros (CS) Con Biopolimeros (CC)

Figura 10. Productos obtenidos a partir de la naranja.

En primer lugar, se exprimieron las naranjas para obtener el zumo, y éste se separé del
coproducto formado por la cascara y la pulpa restante. Se afiadieron los biopolimeros al zumo
en una proporcién de 5 g de GAy 1 g de FB por cada 100 g de zumo, y se homogeneizd en la
Thermomix (Thermomix TM 21, Vorwek, Espafia) durante 40 segundos a velocidad 4, y 40
segundos mds a velocidad 9.

El coproducto obtenido se dividié en dos partes de masas idénticas: a una de las partes se le
afiadieron biopolimeros (CC) (en la misma proporcién que para el zumo) y a la otra parte no (CS).
En ambos casos, para facilitar el procesado se agregaron 150 mL de agua destilada por cada 500
g de coproducto.Los coproductos asi formulados se homogeneizaron en un emulsionador
(Eufored; Espafia) durante 3 minutos.

De los tres productos de estudio (Z, CC y CS), se guardaron 100 g en tarros de cristal en
refrigeracion a 49C (Liebherr, ProfiLine, Alemania) para realizar los correspondientes andlisis que
se describen en los siguientes apartados. Por Ultimo, de la cantidad restante, se aprovechd para
realizar el andlisis de humedad (detallado en el punto 3.2.3.1).

Obtenidas las muestras frescas control, el siguiente paso fue la liofilizacion. Para liofilizar tanto
el zumo con biopolimeros como los coproductos (con y sin biopolimeros), se llenaron bandejas
de aluminio con los productos hasta 1 cm de altura y se congelaron 2 dias a -452C (Liebherr, LGT
2325, Alemania). Finalmente, se liofilizaron (Liofilizador Telstar Lioalfa-6, Espafia) a una presion
de 0,084 mBar, a -482C de temperatura en el condensador y dos temperaturas de bandeja
diferentes (30 y 509C, descritas en la Tabla 4).

Tabla 4. Condiciones de liofilizacidn aplicadas a las distintas muestras.

Temperatura de bandeja (2C) Tiempo de liofilizacién (horas)
L50 50 19
L30 30 26

Al finalizar el proceso de liofilizacidn se obtuvieron muestras en forma de torta, y estas tortas se
trituraron en la Thermomix (Thermomix TM 21, Vorwek, Espafa) durante 40 segundos a
velocidad 9 para obtener las muestras en polvo. Las muestras liofilizadas en polvo se
almacenaron en bolsas estilo zip, que a su vez se almacenaron en un desecador y en
refrigeracion hasta el momento de la realizacion de los analisis.
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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 continuacidn. Algunas
de ellas se sometieron a un proceso de digestidn in vitro y se analizaron después del mismo
modo.

A raiz de este procesado, obtuvimos 9 muestras distintas, cuya nomenclatura se describe en la
Tabla 5.

Tabla 5. Nomenclatura utilizada para cada muestra obtenida.

Nomenclatura Muestra

Z Zumo fresco con Biopolimeros

cC Coproducto del zumo con Biopolimeros Fresco

CS Coproducto del zumo sin Biopolimeros Fresco
Z 150 Zumo con Biopolimeros liofilizado a 502C/20 h
CCL50 Coproducto del zumo con Biopolimeros liofilizado a 502C/19h
CS L50 Coproducto del zumo sin biopolimeros liofilizado a 502C/19h
ZL30 Zumo con Biopolimeros liofilizado a 302C/26h
CCL30 Coproducto del zumo con Biopolimeros liofilizado a 302C/26h
CS L30 Coproducto del zumo sin biopolimeros liofilizado a 302C/26h

3.2.2. DIGESTIONES IN VITRO

Las digestiones in vitro realizadas constaron de tres fases diferenciadas, siguiéndose Ia
metodologia propuesta por Miller et al., (1981): Fase oral, fase gastrica y fase intestinal. La
digestion se realizé en una camara de temperatura controlada (Niive, test cabinet TK 120,
Turquia) para asegurar que las muestras estuviesen a 372C (temperatura corporal aproximada)
y en agitacion (agitador orbital Ovan, Espafia) a 120 oscilaciones por minuto.

La fase oral empezd tomando en un Erlenmeyer de 250 mL la cantidad de muestra necesaria y
afiadiéndole 250 pL de solucidn a-amilasa (32,5 mg de a-amilasa por cada 25 mL CaCl, 1 mM
con el pH ajustado a 7 (Sigma Aldrich, Alemania) con NaHCOs 0,1 N), por cada gramo de muestra.
Esta mezcla se introdujo en la cdmara a 372C (estufa J.P. Selecta S.A. Espafia) y agitacion
(Agitador orbital Ovan, Espafia) constante durante 10 minutos, tal y como se ha descrito.

En la fase gastrica, se afiadieron 0,12 g de pepsina de origen porcino (Sigma Aldrich, Alemania)
y a continuacién se ajustd el pH a 2 con HCl 2 M. Una vez ajustado el pH, se volvié a introducir
en la cdmara a 372C, en agitacion, durante 2h. Pasada media hora, se comprobd que el pH seguia
alrededor de 2 y no habia variado de forma significativa.

Pasadas las 2 horas de la fase gastrica, se introdujeron 20 mL del digesto en una probeta, en la
cual se introdujo una membrana de dialisis (Sigma-Aldrich, Alemania), con un tamafio de poro
de 14000 daltons, rellena con 25 mL de NaHCOs 0,5 N. Esta fue la primera parte de la fase
intestinal. Se introdujeron las probetas en la cdmara a 372C en agitacion, y cuando el pH llegd a
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5 (alrededor de 10 minutos) se afadieron 5 mL de una solucién de bilis-pancreatina preparada
con 0,08 g de pancreatina (4 g/L, Sigma-Aldrich, Alemani), 0,5 g de bilis (25 g/L, Sigma-Aldrich,
Alemania), 16 mL de agua destilada y 4 mL de NaHCO; 0,5 N. A partir de la adicidn de la bilis-
pancreatina, se mantuvo 2 horas mds a 372C y en agitacién, hasta conseguir un pH=7. Una vez
conseguido este pH, se dio por finalizada la digestidn, y se congeld a -452C (Liebherr, LGT 2325,
Alemania) en botes estériles el contenido del interior de las membranas para su posterior
analisis. La solucién obtenida del interior de la membrana representa la parte absorbida por el
organismo que pasa a la sangre.

3.2.3. DETERMINACIONES ANALITICAS
3.2.3.1. ANALISIS DE HUMEDAD

Para la determinacion de la humedad (xw) de las muestras frescas, se utilizo el método de secado
por estufa (método 934.06 de la AOAC, 2000)

Para determinar x,, de las muestras liofilizadas se utilizé el método de valoracion Karl Fisher para
productos en polvo (Mettler Toledo, Espafia).

Los resultados, en ambos procedimientos, fueron expresados en g de agua/100 g de muestra.
3.2.3.2. ANALISIS DE VITAMINA C

La determinacién de la vitamina C (VC) se desdobld en 3 determinaciones: acido ascorbico (AA),
vitamina Cy acido dehidroascérbico (DHAA); ya que la vitamina C es la suma de la cantidad de
DHAA y de su forma reducida, el AA.

3.2.3.2.1. DETERMINACION DE ACIDO ASCORBICO

Se tomo la cantidad de muestra necesaria (1g de muestra fresca, 0,5g de muestra liofilizada y se
le afiadié 9mL de acido oxdlico 0,1%. Después de homogeneizar manualmente, se mantuvo 3
minutos en oscuridad. Se filtr6 en viales HPLC con filtros de nylon de 45um, y estos se
introdujeron en el equipo de HPLC (Jasco, Italia).

A continuacion, se analizé el contenido en AA por HLPC segln Xu et al., (2008). Las condiciones
cromatograficas fueron las siguientes: acido oxalico 0,1% como fase movil, flujo de 1 mL/min a
259C, inyector de 20 plL y longitud de onda de 243 nm 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).

El AA fue identificado por su tiempo de retencidn y cuantificado por integracion de las areas de
los picos obtenidos de los cromatogramas usando el acido ascérbico como patréon (Panreac,
Espafia). Los resultados se expresaron como mg de AA/100 g de Fruta Fresca (FF)

3.2.3.2.2. DETERMINACION DE VITAMINA C

Reduccién del DHAA a AA: se siguid el procedimiento descrito por Sdnchez-Mata et al., (2000) y
Sanchez-Moreno et al., (2003). Se pesé la cantidad de muestra necesaria (0,5 g de muestra
fresca, 0,075 g de muestra liofilizada) y se le afiadié 2 mL de DTT 20 g/L. Se homogeneizd

manualmente y se mantuvo durante 2 horas en oscuridad a temperatura ambiente, agitando o
removiendo constantemente para asegurar una buena reduccion.
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A continuacidn, se siguid el mismo procedimiento de cuantificacién que para el AA. Los
resultados se expresaron como mg de AA/100 g FF

3.2.3.2.3. DETERMINACION DE ACIDO L-DEHIDROASCORBICO
El DHAA se calculd a partir de la diferencia entre la cantidad de VCy la de AA.
El resultado obtenido se expresd en mg de acido dehidroascérbico/100 g de FF.
3.2.3.3. ANALISIS DE CAROTENOIDES

La extraccion de los carotenoides totales (CT) se realizd segiin metodologia propuesta por Barba
et al., (2006), para ello se tomo la cantidad de muestra necesaria (1 g de muestra fresca, 0,15 g
de muestra liofilizada) y se le afiadid 9 mL del disolvente de extraccién Hexano:acetona:etanol
50:25:25. Se mantuvo 30 minutos en agitacion magnética, a temperatura ambiente y en
oscuridad. Pasados los 30 minutos se introdujo en la centrifuga (VRW, Espaiia) durante 10
minutos a 10000rpm y 42C. Tras extraer las muestras de la centrifuga, se tomé el sobrenadante
y se le afiadieron 10 mL de agua destilada por cada 100 mL de extracto. Se agité durante 2
minutos y finalmente se cuantificaron mediante la medicién de la absorbancia del sobrenadante
en cubetas de vidrio de 1 mL, mediante espectrofotometria UV-Visible (Espectrofotdmetro UV-
visible Thermo Eletron Corporation, Estados Unidos) a una longitud de onda de 446 nm.

Se prepard la curva patrén con B-caroteno entre 0,5 ppm-50 ppm vy los resultados obtenidos se
expresaron en mg de B-caroteno/100 g FF.

3.2.3.4. ANALISIS DE COMPUESTOS FENOLICOS 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 segin Benzie y
Strain (1999) y Selvendran y Ryden (1990) para la cuantificacion de fenoles. Se midié la
absorbancia a 765 nm (Thermo Electron Corporation, USA).

Se prepard una recta patron de acido galico (GAE) entre 1ppm-1000 ppm y los resultados
obtenidos se expresaron en mg GAE/100 g FF.

3.2.3.5. ANALISIS DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

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

1- Método FRAP: Se siguié la metodologia propuesta por Benzie y Strain (1996); Pulido et al.,
(2000) y Thaipong et al., (2006). El método se basa en la reaccién que mide la reduccidn
del complejo férrico-2,4,6,tripiridil-s-triazina (TPTZ), en la cual el hierro férrico (Fe* - TPTZ)
se reduce a i6n ferroso a bajo pH, causando la formacién de un complejo 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 FF, usando una curva de calibracién de Trolox (Sigma-Aldrich,
Alemania) de 0-200 mg Trolox/1000g.

2- Método DPPH: Se siguid 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 reduccién del radical DPPHe a DPPH-H (Molyneux, 2004). Con el espectrofotémetro
(Thermo Electron Corporation, USA) se midio la absorbancia a 515 nm, a tiempo 0y tras 15
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minutos. Para expresar los resultados como mmol de Trolox/100 g FF, se necesito calcular
el porcentaje de DPPH con la Ecuacién 1, y se empled una curva de calibracion de Trolox
(Sigma-Aldrich, Alemania) de 0-200 mg Trolox/1000 g.

%DPPH = Acontrol-Amuestra <100 (EC 1).

Acontrol

Donde:
A control: Absorbancia a tiempo 0

A muestra: Absorbancia de las muestras después de 15 minutos

3.2.3.6. CACULO DE LA BIOACCESIBILIDAD

Para el calculo de la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos en las muestras, se empled
la ecuacidn 2 (Silva-Espinoza et al., 2021).

Bioaccesibilidad = D, 100 (Ec2).
cSD

Donde:
CD: Cantidad del compuesto bioactivo en la muestra digerida

CSD: Cantidad del compuesto bioactivo en la muestra sin digerir

3.3.  ANALISIS ESTADISTICO

Para conocer la existencia de diferencias significativas entre las diferentes muestras, se
realizaron analisis de varianza simple (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% (p<0,05). Para
ello se utilizé el programa Statgraphics Centurion XVIII bajo licencia de la Universitat Politecnica
de Valéncia.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. CARACTERIZACION QUIMICA DE LOS PRODUCTOS. EFECTOS DE LA LIOFILIZACION Y DE
LA ADICION DE BIOPOLIMEROS EN LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y EN LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE

La Tabla 6 muestra los resultados obtenidos en los analisis de x, de las diferentes muestras.

Tabla 6. Resultados (Valores medios + desviacidn estandar) del porcentaje de humedad (g agua/
100g muestra) en cada una de las muestras analizadas.

Fresco L30 L50
Z 84,34+1,36"% 3,97 +0,06 *Y 2,10+0,10*"
CC 77,17 £0,75 A% 1,90+0,108Y 1,37 +0,158Y
CS 74,13 +1,90 8% 2,57+0,15°8" 1,90 +0,20*Y

Z (zumo con biopolimeros), CC (coproducto con biopolimeros), CS (coproducto sin
biopolimeros). Por columna, las letras A-B mayuscula indican diferencias significativas (p<0,05)
entre los tipos de muestra. Por filas, las letras X-Y indican diferencias significativas (p<0,05) entre
los tratamientos aplicados a las muestras.

La muestra Z presentd unos valores de x, de 84,34g de agua/100g, similares a los descritos por
otros autores para la misma fruta (Moreiras et al., 2013). Los coproductos frescos, CC y CS,
presentaron valores de xy significativamente (p<0,05) menores que el zumo. Los valores de xw
de los coproductos frescos fueron del orden de los encontrados en la bibliografia para la piel de
la naranja (USDA, 2020).

Como era de esperar, la liofilizacion disminuyd significativamente la humedad de las tres
muestras (p<0,05), permitiendo obtener productos con humedades comprendidas entre 1,37 y
3,97 g/100 g dependiendo de la temperatura de bandeja y del tiempo del proceso. Estos valores
son del orden de los sugeridos en bibliografia para alimentos liofilizados de calidad (Barbosa
Canovas et al., 2006).

La Figura 11 muestra los resultados obtenidos para el andlisis de la vitamina C. Se observé que
las muestras de zumo presentaron menos vitamina C que las de coproducto (p< 0,05). El acido
ascérbico fue mas abundante en las muestras de zumo (p<0,05), mientras que el acido
dehidroascérbico fue mds abundante en las muestras de coproducto (p<0,05). Similares
resultados fueron observados por Ladinaya (2008) y USDA (2020). La liofilizacidon ocasiond un
ligero aumento (p<0,05) en la VC de las muestras. Este aumento del contenido de 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). La adicion de
biopolimeros en el coproducto no resulté significativa para la cantidad de vitamina C de los
mismos (p>0,05).
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Figura 11. Resultados cantidad de vitamina C (mg/100g FF) en cada una de las muestras
analizadas. Z (zumo con biopolimeros), CC (coproducto con biopolimeros), CS (coproducto sin
biopolimeros). Las letras A-B mayuscula indican diferencias significativas (p<0,05) en el
contenido en vitamina C entre los tipos de muestra. Las letras X-Y-Z mayuscula indican, para
cada producto, diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos aplicados. Las letras a-
b mindscula indican diferencias significativas (p<0,05) entre los coproductos con y sin
biopolimeros.

En la Figura 12 se muestran los resultados obtenidos para el andlisis del B-caroteno de las
muestras estudiadas. Como era de esperar segln otros estudios bibliograficos (Escudero, 2014)
los coproductos mostraron mayor contenido en B-caroteno que el zumo (p<0,05). La liofilizacion
disminuyd de forma significativa el contenido en B-caroteno de las tres muestras (p<0,05),
resultados que coinciden con los de Yanza (2013). Destacaron las pérdidas en las muestras de
zumo, en las que la liofilizacién disminuyé entre un 50 (L30) y un 74% (L50) la cantidad de f3-
caroteno. Esta disminucién fue mas suave en las muestras de coproducto, en las que la
liofilizacién disminuyd entre un 14 (L30) y un 40% (L50) la cantidad de [-caroteno. Esta
disminucién de la cantidad de B-caroteno por la liofilizacién se debe a la alta inestabilidad de los
compuestos carotenoides, ya que se trata de compuestos muy insaturados que se degradan
facilmente, fundamentalmente debido a los procesos oxidativos. Otros factores como la
temperaturay la luz también pueden producir cambios cualitativos en estos compuestos debido
a reacciones de isomerizacion (Meléndez-Martinez, 2004). La adicion de biopolimeros en el
coproducto no afecté de manera significativa (p>0,05) a la cantidad de B-caroteno de los
mismos.
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Figura 12. Resultados cantidad de B-caroteno (mg/100g FF) en cada una de las muestras
analizadas. Z (zumo con biopolimeros), CC (coproducto con biopolimeros), CS (coproducto sin
biopolimeros). Las letras A-B mayuscula indican diferencias significativas (p<0,05) en el
contenido en B-caroteno entre los tipos de muestra. Las letras X-Y-Z mayuscula indican, para
cada producto, diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos aplicados. Las letras a-
b mindscula indican diferencias significativas (p<0,05) entre los coproductos con y sin
biopolimeros.

La Figura 13 muestra los resultados obtenidos para el analisis de compuestos fendlicos totales
de los distintos productos. En general, el contenido en fenoles del zumo fue del orden del
descrito en otros estudios de naranja (Klimckak et al., 2007). Las muestras de coproducto
resultaron mucho mas ricas en compuestos fendlicos que las muestras de zumo (p <0,05),
debido a la alta cantidad de flavonoides contenidos en la cascara de la naranja, tal y como
describen los estudios de Nakajima (2014). La liofilizacidn disminuyé de forma significativa la
cantidad de compuestos fendlicos presentes en todas las muestras (p<0,05), no afectando las
condiciones del proceso. La adicidn de biopolimeros en el coproducto no afecté de manera
significativa (p>0,05) a la cantidad de compuestos fendlicos en estas muestras.
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Figura 13. Resultados cantidad de compuestos fendlicos (mg GAE/100g FF) en cada una de las
muestras analizadas. Z (zumo con biopolimeros), CC (coproducto con biopolimeros), CS
(coproducto sin biopolimeros). Las letras A-B mayuscula indican diferencias significativas
(p<0,05) en el contenido en compuestos fendlicos entre los tipos de muestra. Las letras X-Y-Z
mayuscula indican, para cada producto, diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos
aplicados. Las letras a-b minuscula indican diferencias significativas (p<0,05) entre los
coproductos con y sin biopolimeros.

La Figura 14 muestra los resultados obtenidos para el analisis de la actividad antioxidante
mediante el método FRAP. La actividad antioxidante presente en las muestras de zumo fue
inferior a la de las muestras de coproducto (p<0,05), debido a la mayor cantidad de los
compuestos bioactivos presentes (vitamina c, f-Caroteno y compuestos fendlicos) en el mismo.
Por otra parte, algunos estudios han descrito el efecto antioxidante de la fibra dietética presente
en los citricos y ubicada de manera mayoritaria en la piel (Zou et al., 2016). También se pudo
observar que, en las tres muestras, la liofilizaciéon disminuyd de forma significativa (p<0,05) la
actividad antioxidante, y esta disminucidn fue mayor (p<0,05) en las muestras liofilizadas en
condiciones L50 que en las liofilizadas en condiciones L30. En cuanto a la adicién de
biopolimeros, las muestras CC presentaron mayor actividad antioxidante (p<0,05) que las
muestras CS.
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Figura 14. Resultados cantidad de la actividad antioxidante (mmol Trolox/100g FF) en cada una
de las muestras analizadas mediante el método FRAP. Z (zumo con biopolimeros), CC
(coproducto con biopolimeros), CS (coproducto sin biopolimeros). Las letras A-B mayuscula
indican diferencias significativas (p<0,05) en la actividad antioxidante entre los tipos de muestra.
Las letras X-Y-Z mayuscula indican, para cada producto, diferencias significativas (p<0,05) entre
los tratamientos aplicados. Las letras a-b minuscula indican diferencias significativas (p<0,05)
entre los coproductos con y sin biopolimeros.

La Figura 15 muestra los resultados obtenidos para el analisis de la actividad antioxidante
mediante el método DPPH. En este caso, las muestras de zumo mostraron similar (p>0,05)
actividad antioxidante que las de coproducto. Tal y como se ha observado en el método FRAP,
la liofilizacion disminuyd (p<0,05) la actividad antioxidante de las muestras, siendo esta
disminucién mas acentuada (p<0,05) en las muestras liofilizadas a 502C que a 302C. La adicion
de biopolimeros en el coproducto tampoco resultd significativa (p>0,05) para la actividad
antioxidante medida por este método.
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Figura 15. Resultados cantidad de la actividad antioxidante (mmol Trolox/100g FF) en cada una
de las muestras analizadas mediante el método DPPH. Z (zumo con biopolimeros), CC
(coproducto con biopolimeros), CS (coproducto sin biopolimeros). Las letras A-B mayuscula
indican diferencias significativas (p<0,05) en la actividad antioxidante entre los tipos de muestra.
Las letras X-Y-Z mayuscula indican, para cada producto, diferencias significativas (p<0,05) entre
los tratamientos aplicados. Las letras a-b minuscula indican diferencias significativas (p<0,05)
entre los coproductos con y sin biopolimeros.

4.2. DIGESTION DE LAS MUESTRAS Y BIOACCESIBILIDAD DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS
La digestion gastrointestinal in vitro puede ser considerada como una herramienta util para la
estimacion de la liberacidn, la estabilidad y la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos de los
alimentos, asi como para evaluar la influencia de la matriz alimentaria y del procesado sobre la
bioaccesibilidad de estas sustancias. 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 (Tabla 7). Debido
al gran volumen de trabajo que suponia realizar la digestidn in vitro de todos los productos, se
decidid elegir las muestras del zumo (Z, L30, ZL50) y del coproducto sin biopolimeros (CSy CSL50)
para estudiar el efecto de la liofilizacién, dado que la adicidn de biopolimeros no ha supuesto
una mejora sustancial en los compuestos bioactivos del coproducto de naranja.
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Tabla 7. Resultados (Valores medios + desviacién estandar) de los andlisis de los compuestos
bioactivos en los digestos intestinales obtenidos en las digestiones in vitro (mg/100g FF).

AA (mg /1008 FF) VC (mg/100g FF) P caroteno (me/  Fenoles totales

100g FF) (mg GAE/100g FF)
z 16,3+0,6 31,9+0,3% 0,32+0,01* 22+6"
Z130 2,71+£0,07°® 49+0,9° 0,07 +0,01° 2,9+0,09 €
Z150 0,94+0,028 3,50+0,12°8 0,04+0,01°¢ 3,4t09¢
() nd nd 0,35+0,02* 31,5+0,4°
CS L50 nd nd 0,06 £0,01°8 56+0,5¢

*nd: no detectado

Z (zumo con biopolimeros), Z L30 (zumo liofilizado a L30), Z L50 (zumo liofilizado a L50), CS
(coproducto sin biopolimeros), CS L50 (coproducto sin biopolimeros liofilizado a L50). Por
columnas Las letras A-B-C indican diferencias significativas entre los tipos de muestra.

En general, el proceso de digestién in vitro provocd un descenso en los valores de todos los
compuestos bioactivos estudiados. En este sentido, la inestabilidad de la vitamina C se debe a
las condiciones intestinales, como el pH alcalino y la accidn de las enzimas propias de esta etapa
(Silva-Espinoza et al., 2021). Otros factores como la temperatura, la agitacién y el oxigeno
pueden propiciar también la oxidacién de este compuesto (Rodriguez-Roque, 2014). En este
sentido, esto podria explicar que no se detectara VC en los digestos intestinales de los
coproductos CS y CS L50. Puesto que en estas muestras la VC se encuentra de manera
mayoritaria en su forma oxidada (DHAA), mucho mas susceptible a oxidarse a formas no activas
de la vitamina (2,3- 4cido dicetoguldnico) (Aschoff et al., 2015).

En cuanto a los carotenoides, las condiciones de pH dacidas del estémago les afectarian
especialmente, dada la inestabilidad de estos compuestos frente a las condiciones acidas del
medio (Meléndez-Martinez, 2004).

Para entender la disminucion de los compuestos fendlicos en el digesto intestinal hay que
considerar, por una parte, que el pH alcalino de la fase intestinal provoca que éstos sufran
distintas reacciones quimicas, principalmente oxidacidon y polimerizacién, favoreciendo la
formacién de otros compuestos fenélicos derivados que no pueden absorberse debido a su baja
solubilidad y a su alto peso molecular (Rodriguez-Roque et al., 2013). Ademas, se ha descrito
como las interacciones entre los fenoles y otros constituyentes de la naranja (principalmente la
fibra) pueden favorecer la formacion de complejos incapaces de atravesar la membrana de
didlisis (Rodriguez-Roque et al., 2013).

Por otra parte, también pudo observarse un mayor contenido de bioactivos (p<0,05) en los
digestos de las muestras control o frescas Zy CS que en los digestos de los productos liofilizados.

Todos estos compuestos bioactivos generaron una actividad antioxidante en el digesto intestinal
qgue se analizé mediante el método FRAP y DPPH, al igual que la actividad antioxidante de las
muestras sin digerir. Los resultados de actividad antioxidante obtenidos se recogen en la Tabla
8.
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Tabla 8. Resultados (Valores medios + desviacidén estandar) de la actividad antioxidante de los
digestos intestinales obtenidos en las digestiones in vitro (mmol Trolox/100g FF).

FRAP DPPH
z 0,17 £+ 0,054 0,12 0,014
Z130 0,01 +0,01* 0,01+0,01°8
ZL50 0,02 £+0,014 0,02 + 0,018
csS 0,12 £+ 0,024 0,12 + 0,014
CS L50 0,02 £+0,014 0,01 +0,018

Z (zumo con biopolimeros), Z L30 (zumo liofilizado a L30), Z L50 (zumo liofilizado a L50), CS
(coproducto sin biopolimeros), CS L50 (coproducto sin biopolimeros liofilizado a L50). Por
columnas, las letras A-B indican diferencias significativas entre los tipos de muestra.

La disminucién de la capacidad antioxidante medida por ambos métodos en la etapa intestinal
podria deberse a la accidén de las enzimas y del pH durante la digestion in vitro sobre la estructura
guimica de los compuestos bioactivos (Bouayed et al., 2011). El cambio de algunas estructuras
guimicas y/o la formacion de complejos con otras sustancias presentes en las muestras ya
comentadas, pueden suponer una disminucién, no solo de la concentracién, sino también de la
actividad antioxidante de dichos compuestos.

Pudo observarse que la actividad antioxidante analizada por el método FRAP no presentd
diferencias significativas (p>0,05) respecto al tipo de muestra. En el método DPPH los digestos
de las muestras frescas Z y CS mostraron mayor (p<0,05) actividad antioxidante que los digestos
de las respectivas muestras liofilizadas, en concordancia con lo observado en cuanto al
contenido en compuestos bioactivos de los digestos de estas muestras.

Tras la realizacién de las digestiones in vitro y el andlisis de los posteriores digestos, se
obtuvieron resultados de bioaccesibilidad de cada compuesto bioactivo (ecuacién 2) en las

distintas muestras, recogidos en la Tabla 9.

Tabla 9. Bioaccesibilidad (%) de los compuestos bioactivos de las muestras.

AA VC B-Caroteno Fenoles totales
z 25,61 43,86 11,39 29,58
Z130 4,43 6,20 4,93 6,42
ZL50 1,76 5,12 5,45 6,86
CS - - 6,94 12,01
CSL50 - - 1,53 2,87

Z (Zumo con biopolimeros), Z L30 (zumo con biopolimeros liofilizado a L30), Z L50 (zumo con
biopolimeros liofilizado a L50), CS (coproducto del zumo sin biopolimeros), CS L50 (Coproducto
del zumo sin biopolimeros liofilizado a L50).

La bioaccesibilidad de todos los compuestos bioactivos fue mayor en el zumo fresco con
biopolimeros. La liofilizacién disminuyd la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos en las
muestras de zumo, especialmente en las liofilizadas en condiciones de L50. Respecto al
coproducto, la bioaccesibilidad de todos los compuestos bioactivos fue menor que la observada
para el zumo y también se vio afectada negativamente por la liofilizacién. En este sentido, a
pesar de que los coproductos presentaron mayor contenido en carotenoides y compuestos
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fendlicos, su bioaccesibilidad fue menor. Esto puede ser debido a la distinta composicidn y
naturaleza quimica de estos bioactivos en la piel y en el zumo de la naranja.

Dado que el concepto de bioaccesibilidad solo se aplica a los compuestos bioactivos, se puede
utilizar la misma ecuacién (Ec. 2) para obtener una estimacién del % de actividad antioxidante
proporcionada por cada producto que produce su efecto a nivel corporal (Tabla 10).

Tabla 10. Estimacion del % de la actividad antioxidante proporcionada por las muestras tras las
digestiones in vitro. Z (Zumo con biopolimeros), Z L30 (zumo con biopolimeros liofilizado a L30),
Z L50 (zumo con biopolimeros liofilizado a L50), CS (coproducto del zumo sin biopolimeros), CS
L50 (Coproducto del zumo sin biopolimeros liofilizado a L50).

FRAP DPPH
z 23,7 33,18
Z130 8,34 2,87
Z 150 3,41 5,49
CS 2,57 40,48
CSL50 1,43 6,25

La muestra que aportd mayor % de actividad antioxidante, medida por ambos métodos, fue Z.
También observamos que el % de actividad antioxidante se mantuvo mejor en las muestras
frescas de Zy CS que en las respectivas liofilizadas, tal y como era de esperar dados los resultados
observados en la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos que generan esta actividad
antioxidante. Por el mismo motivo, las muestras de zumo liofilizados a L30 presentaron un
mayor % de actividad antioxidante que los liofilizados a L50.

5. CONCLUSION

El coproducto del zumo de naranja presentd mayor cantidad de compuestos bioactivos:
vitamina C (principalmente en forma de 4cido dehidroascérbico), B-caroteno y fenoles totales,
y mayor actividad antioxidante que el zumo formulado con goma arabiga y fibra de bambu.

La adicion de biopolimeros al coproducto, no supuso ningiin cambio significativo respecto a la
cantidad de compuestos bioactivos y actividad antioxidante del mismo.

Las condiciones de liofilizacién afectaron a la estabilidad de los compuestos bioactivos y a su
bioaccesibilidad. En general, se produjo un descenso en la cantidad de fenoles totales,
carotenoides y en la actividad antioxidante, siendo este descenso mayor en las muestras
liofilizadas a 502C que a 30°C.

En relacion a la digestidon in vitro de las muestras, el zumo de naranja formulado con
biopolimeros presenté 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 composicion y naturaleza quimica de los compuestos
fendlicos, vitamina Cy carotenoides en la piel y en el zumo de la naranja.

En general, podemos concluir que, tanto el zumo de naranja formulado con goma arabiga y fibra
de bambu, como su coproducto liofilizados a 302C han mostrado un buen aporte de compuestos
bioactivos y actividad antioxidante, lo cual hace interesante su utilizacion como ingredientes
para la elaboracion de nuevos productos alimentarios.
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