..-:-ﬁ_;_..\'g f UNIV [\ RSITAT .\‘_'_ L
ECIMNEs) POLITECNICA '
2o’ DE VALENCIA ,

INSTITUTO DE INGENIER{A DE
ALIMENTOS PARA EL DESARROLLO

UNIVERSITAT POLITECNICA DE VALENCIA

Instituto Universitario de Ingenieria de Alimentos para
el Desarrollo

IMPACTO FISIOLOGICO DE LA FIBRA PRESENTE EN
EL COPRODUCTO DEL ZUMO DE NARANJA

Trabajo Fin de Master

Master Universitario en Ciencia e Ingenieria de los Alimentos

AUTOR/A: Ustero Patifio, Isabel
Tutor/a: Martinez Navarrete, Nuria
Cotutor/a: Camacho Vidal, M2 Mar

CURSO ACADEMICO: 2021/2022



422\ UNIVERSITAT
CAIJ;) POLITECNICA
DE VALENCIA

UNIVERSITAT POLITECNICA DE
VALENCIA

Impacto fisiologico de la fibra presente en el
coproducto del zumo de naranja

TRABAJO FIN DE MASTER UNIVERSITARIO EN CIENCIAE
INGENIERIA DE LOS ALIMENTOS

ALUMNO/A:

Isabel Ustero Patifio
TUTOR/A ACADEMICO:
Maria del Mar Camacho Vidal
COTUTOR/A:

Nuria Martinez Navarrete

Curso académico: 2021-20



VALENCIA, SEPTIEMBRE DE 2022

IMPACTO FISIOLOGICO DE LA FIBRA PRESENTE EN EL COPRODUCTO
DEL ZUMO DE NARANJA

Ustero, |., Camacho, M.M., Martinez, N.

RESUMEN:

La ingesta de fibra entre la poblacion se encuentra muy por debajo de la
recomendacion actual de las Autoridades de seguridad alimentaria. Para
aumentar estos valores, se recomienda el consumo de mayor cantidad de
legumbres, cereales, frutas y verduras. Por otra parte, en la actualidad, nos
enfrentamos al gran problema medioambiental que genera el desperdicio
alimentario. Si aunamos ambos aspectos, y teniendo como objetivo la estrategia
de la economia circular, puede ser una oportunidad aprovechar estos residuos
como una fuente natural de fibra. Diferentes estudios recogen las propiedades
fisicas, quimicas y funcionales de la fibra procedente del subproducto de citricos.
En cambio, este trabajo se ha centrado en profundizar en el impacto fisiolégico
del coproducto del zumo de naranja, indagando en su efecto sobre la glucemia
postprandial, lo que parecia una tarea pendiente. Para ello se ha estudiado,
ademas de la composicion, el indice glucémico, el indice de retardo de dialisis
de la glucosa, la capacidad de adsorcion de glucosa, la capacidad de inhibicién
de a-amilasa y a-glucosidasa y la capacidad de retencién de agua y de aceite.
Los resultados obtenidos permiten concluir que el producto estudiado podria ser
propuesto por la industria alimentaria como un ingrediente interesante, formando
parte de una dieta saludable, incluida la de personas que padecen diversos tipos
de trastornos metabolicos.

PALABRAS CLAVE: coproducto del zumo de naranja; economia circular; fibra
dietética; glucemia.

RESUM:

La ingesta actual de fibra es troba molt per sota de la recomanacio actual de
les autoritats de seguretat alimentaria. Per augmentar aquests valors, es
recomana el consum de major quantitat de llegums, cereals, fruites i verdures.
D'altra banda, en l'actualitat, ens enfrontem al gran problema mediambiental que
genera el rebuig alimentari. Si unim ambdds aspectes, i tenint com a objectiu
I'estratégia de I'economia circular, pot ser una oportunitat I's d'aquests residus
com una font natural de fibra. Diferents estudis recullen les propietats fisiques,
qguimiques i funcionals de la fibra procedent del subproducte de citrics, en canvi
aguest treball s'ha centrat a aprofundir en l'impacte fisiologic del coproducte del



suc de taronja indagant en el seu efecte sobre la glucémia postprandial el que
semblava una tasca pendent. Per a aix0 s' ha estudiat la composicid, I' index
glucemic, I' index de retard de dialisi de la glucosa, la capacitat d' adsorcié de
glucosa, la capacitat d' inhibicié6 de a-amilasa i a-glucosidasa i la capacitat de
retencio d' aigua i d' oli. Els resultats obtinguts permeten concloure que el
producte estudiat podria ser una interessant oportunitat per a la inddstria
alimentaria com a ingredient formant part d'una dieta saludable, inclosa la de
persones que pateixen diversos tipus de trastorns metabolics.

PARAULES CLAU: coproducte del suc de taronja; economia circular, fibra
dietetica; glucémia.

ABSTRACT:

Current fiber intake is well below the current recommendation of food safety
authorities. To increase these values, it is recommended to consume more
legumes, cereals, fruits and vegetables. On the other hand, at present, we face
the great environmental problem generated by food waste. If we combine both
aspects, and with the objective of the circular economy strategy, it may be an
opportunity to use this waste as a natural source of fiber. Different studies collect
the physical, chemical and functional properties of fiber from the citrus by-
product, instead this work has focused on deepening the physiological impact of
the co-product of orange juice investigating its effect on postprandial glycemia
which seemed a pending task. To this end, the composition, the glycemic index,
the glucose dialysis delay index, the glucose adsorption capacity, the inhibition
capacity of a-amylase and a-glucosidase and the water and oil retention capacity
have been studied. The results obtained allow us to conclude that the product
studied could be an interesting opportunity for the food industry as an ingredient
forming part of a healthy diet, including that of people suffering from some types
of metabolic disorders.

KEY WORDS: co-product of orange juice; circular economy, dietary fiber;
glycemia.



INTRODUCCION:

Uno de los intereses actuales de la industria agroalimentaria es la utilizacion
de los residuos generados siguiendo el modelo de economia circular, concepto
econdmico relacionado con la sostenibilidad, cuyo objetivo es mantener el valor
de los productos, materiales y recursos el mayor tiempo posible, ademéas de
reducir al maximo los desechos generados (Conselleria de Hacienda y Modelo
Econdmico, 2022). Esto permitiria contribuir a la sostenibilidad del planeta, tal y
como se propone en el Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS 12) “garantizar
modalidades de consumo y produccion sostenibles”. Es decir, hacer mas y mejor
con menos, aumentar la eficiencia de recursos y promover estilos de vida
sostenibles. Esto puede, a su vez, contribuir a la mitigacion de la pobreza (ODS
1) y a poner fin al hambre y a la malnutricion (ODS 2) garantizando una vida sana
(ODS 3).

En este sentido, centrandonos en el sector de los citricos, sabiendo que la
industria elaboradora de zumos procesa anualmente algo mas del 27 % de la
producciéon mundial de naranjas, lo que representa una cifra de unos 28 millones
de toneladas (Maluenda, 2021) y teniendo en cuenta que aproximadamente el
50% del peso total del fruto se convierte en residuo, es interesante buscar una
manera de aprovechar el bagazo basandonos, especialmente, en su alto
contenido en fibra dietética, ya que se sabe que la piel de los citricos tiene un
alto contenido de ésta (Figuerola et al., 2005).

Son muchas las propiedades que se le atribuyen a la fibra, entre las que
encontramos: la regulacion del sobrepeso y la obesidad, la disminucion del indice
glucémico, la prevencién de cancer de colon y de recto, al mismo tiempo que de
enfermedades cardiovasculares, asi como su accion contra el estreflimiento
(Sanchez et al.,, 2015). No obstante, se ha evidenciado en varios estudios
realizados con el objetivo de conocer la ingesta real de fibra dietética en Espania,
gue ésta es menor a la recomendacion de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) de 25 g/dia.

Con el fin de entender mejor que es la fibra dietética (FD), la AACC (American
Association for Clinical Chemistry) la define como la parte comestible de las
plantas o carbohidratos analogos que son resistentes a la digestion y absorcion
en el intestino delgado, con fermentacién parcial o completa en el intestino
grueso. La FD incluye polisacéaridos, oligosacaridos y lignina. Podemos clasificar
la fibra de acuerdo con su solubilidad en agua, en fibra insoluble (celulosa, gran
parte de las hemicelulosas y lignina) y soluble (pectinas, gomas, mucilagos y
ciertas hemicelulosas) (Robles, 2002).

Los mecanismos de accién de la fibra estan basados en el tiempo prolongado
de masticacion, aumento de la saciedad, retraso en el vaciamiento gastrico



(Vilcanqui-Perez & Vilches-Perales, 2017) y su capacidad para reducir los
niveles de glucosa sérica (Flores-Fernandez et al., 2017). Esto ultimo se debe al
aumento de la viscosidad en el intestino que dificulta la difusion de la glucosa, a
su aptitud para adsorber glucosa y a su poder de inhibicion de la actividad de la
a-amilasa (Flores-Fernandez et al., 2017), enzima clave en la digestion y
absorcién de hidratos de carbono (CHO) hidrolizando los enlaces glicosidicos a-
1,4 dentro de los polimeros de glucosa ingeridos con la dieta.

Teniendo en cuenta lo anterior y ante un aumento en la incidencia de
enfermedades no transmisibles, como la obesidad y la diabetes, relacionadas
con la elevacion frecuente de la glucemia postprandial es légico ahondar en el
concepto de indice glucémico (IG) (Diaz-Osorio et al., 2019). El IG es definido
por la FAO/OMS como el incremento del area bajo la curva de respuesta
glucémica que produce la ingesta de 50 g de CHO del alimento testeado,
expresado como un porcentaje de la respuesta de la misma cantidad de CHO de
un alimento estandar (glucosa o pan blanco), tomados por el mismo sujeto. El
valor obtenido para el alimento de referencia es 100 y el del alimento analizado
se expresa como porcentual de esta referencia (Manuzza et al., 2018).

También hay que hacer hincapié en que el IG no depende Unicamente de la
sustancia en si, sino que ademas, esta relacionado con una serie de factores
fisicos y quimicos que interactian en el alimento entre los que destacan: las
técnicas de procesamiento (molienda y congelacion), culinarias (calor, agua y
tiempo de preparacion), tipo de almidones (amilosa y amilopectinas), contenido
de fibra, tipo de hidratos de carbono, contenido de grasas y acidez (utilizacién de
vinagre y jugo de limon) (Arteaga, 2006).

Un IG alto produce fluctuaciones considerables en el nivel de azucar en
sangre, mientras que los alimentos con IG bajo provocan un aumento menor del
mismo (American Diabetes Association, 2013). Cabe recalcar que el IG se usa
cada vez con mayor frecuencia para establecer el régimen de alimentacion de
pacientes con diabetes, sobrepeso, obesidad y enfermedades cardiovasculares
(Neuhouser et al., 2006).

Es por esto que el objetivo principal de este trabajo es, ademas de la
caracterizacion proximal del coproducto del zumo de naranja en polvo, en cuanto
a humedad, azucares, grasas, proteinas, cenizas y fibra dietética, tanto soluble
como insoluble, conocer su potencial como regulador de la glucemia
postprandial, analizando el indice glucémico, indice de retardo de dialisis de la
glucosa, capacidad de adsorcion de glucosa, capacidad de inhibicion de a-
amilasa y a-glucosidasa y capacidad de retencion de agua y de aceite.



MATERIALES Y METODOS:
Obtencion del coproducto del zumo de naranja en polvo:

El residuo del zumo de naranja utilizado como materia prima, fue cedido
por la cafeteria Belles Arts Sant Carles de la Universitat Poltécnica de Valéncia
en febrero de 2022.

Para la obtencion del coproducto en polvo (CoZ), se tritur6 y emulsiono
(Eurofred, Espafia) el residuo, adicionando agua en relacion 1/0,38 con la
intencion de facilitar el proceso y crear una mezcla homogénea (Ustero, 2021).
La emulsificacion se llevo a cabo durante 5 minutos por cada 750 g de residuo.

La mezcla fue vertida en bandejas de aluminio de 16,8 cm de radio hasta
cubrir 1 cm de espesor, se congeld y almacend en un arcon congelador (Liebherr
LGT 2325, Alemania) a -45° C, durante al menos 24 h hasta su secado por
liofilizacion (Telstar LYOQUEST-55, Espafia). Las condiciones del proceso
fueron de -50 °C en el condensador, una presion de 0,05 mbar y con las bandejas
calefactadas a 50 °C durante 21 h.

Una vez obtenidas las tortas liofilizadas, se trituraron (Thermomix®,
Vorwerk, Espafa) en tandas de 40 g a 2000 rpm durante 20 s, repitiendo la
operacion hasta conseguir que todo el polvo obtenido pasara por un tamiz de
200 pum (CISA 200/50, Barcelona, Espafa), con la ayuda de una tamizadora (RP
200 N CISA, Barcelona, Espafia).

Determinaciones analiticas:

Todos los andlisis que se detallan en este apartado se realizaron al CoZ
por triplicado. Los resultados se expresan como la media + desviacion estandar.

HUMEDAD

El contenido en agua de la muestra liofilizada se determiné con el valorador
automatico Karl Fisher (Mettler Toledo, Compact Coulometric Titrator C10S,
Worthington, USA).

AZUCARES TOTALES

El contenido de azlcares totales se determind siguiendo el método quimico
de Bertrand, basado en la reduccion del cobre. Para ello se realizd una primera
hidrolisis, en la que a 0,6 g de CoZ se adicionaron 40 mL de agua destilada 'y 2,8
mL de HCI (37%) y se sometié durante 150 minutos a calentamiento directo con
reflujo. En la etapa de alcalinizacion, una vez se enfrio la solucion hidrolizada, se
agregaron 2 mL de alimina y se ajusté el pH a 8 con NaOH (6N) y se afor6 a
100 mL con agua. Finalmente se filtr6. Para la etapa de reduccion se vertieron,
a 5 mL de la disolucion filtrada, 10 mL de la disolucion Fehling Ay 10 mL de
disolucion Fehling B, se tapo y se dejo hervir durante 3 minutos. Tras la aparicion
de oxido cuproso en el fondo, se enfrié en un bafio de hielo y se procedié a su
lavado hasta que el sobrenadante se volvio transparente. A continuacion, se



vertieron 30 mL de sulfato férrico. La disolucion se valoré con una disolucion
0,1N de KMnOg4 hasta que el color verde vir0 a rosa permaneciendo al menos
durante 20 segundos. Una vez calculados los mg de cobre, se utilizé la Tabla de
Bertrand para establecer la equivalencia en azlcares totales.

GRASA:

Para el analisis de grasa se utilizé el método 920.39c (AOAC, 1990a) o
extraccion directa Soxhlet. Se pesaron 5 g de CoZ y se introdujeron en el interior
de los cartuchos de extraccion, se adicion6 el disolvente éter de petrdleo en
cantidad suficiente para garantizar el correcto funcionamiento del extractor. Se
extrajo durante 6 h regulando la ebullicion de forma que se produzca una
sifonada cada 4 minutos. Después, se recupero el disolvente primero en un
rotavapor y luego en estufa a 105 °C durante media hora, se enfrio en el
desecador y se peso. El porcentaje de grasa se calculé por diferencia de pesos.

CENIZAS

Para la determinacion del contenido de cenizas se utilizd6 el método
gravimétrico 942.05/90 (AOAC, 1990b). Se pesaron 2 g de muestra (Mettler
Toledo XS204DR, Suiza) en los crisoles de porcelana y, semitapados, se
colocaron en el horno mufla a 250 - 300 °C (J.P. Selecta 367 PE, Espafa), para
que la materia organica se quemara y una vez ceso el desprendimiento de
humos (30-45 minutos) se aumento la temperatura hasta 550 °C y se mantuvo
calcinando 8 h. Seguidamente se dejaron enfriar las cenizas por debajo de 200
°C dentro de la mufla y se llevaron a un desecador hasta temperatura ambiente.
Se ratific6 que las cenizas fuesen blancas y se procedié a pesar la muestra
calcinada. El contenido en cenizas se calculé por diferencia de peso.

PROTEINAS:

El contenido de proteinas se determin6 mediante el método Kjeldhal
955.04/90 (AOAC, 1990c). A 1 g de muestra se afadieron 3 g de catalizador
Kjeldhal junto con 10 mL de H2SO4 (98%) y 5 mL de agua oxigenada de 30
volimenes. La disolucién se digirié a 420 °C durante 35-40 minutos. El digesto
se diluyé en frio con 50 mL de agua destilada y se llevo a la unidad de destilacion.
Se adicionaron 50 mL de NaOH (10 N) y se destil6 en corriente de vapor durante
4 min. El destilado se recogié sobre 50 mL de HsBOs 4% y tres gotas del
indicador. EI NH4OH recogido se valoré con H2SO4 0,1N hasta que la disolucion
vird de verde a violeta. El resultado se multiplicé por el factor 6,25, caracteristico
de las frutas, para obtener la proteina. Ademas, se realizd un blanco y se calculd
el contenido total de nitrdgeno expresado como porcentaje.

FIBRA:

El contenido en fibra dietética total (FDT) y sus fracciones soluble (FDS) e
insoluble (FDI) se analizaron mediante el método enzimético gravimétrico
propuesto por Johansson et al. (1983) utilizando un kit para cuantificacion de
fibra dietética total (1.12979.0001, Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania).



Segun este kit, el ensayo consta de una primera etapa de degradacion
enzimatica comun para la determinacion de la FDT, FDS y FDI. Se peso 1,0 g
de CoZ y se adicionaron 40 mL de disolucion tampdén MES/TRIS ajustada a un
pH 8,3 con NaOH (5%), se agregaron 50 pyL de a-amilasa, se taparon y se
incubaron en un bafio de agua a 95-100 °C durante 30 minutos en agitacion
constante. Pasado ese tiempo se enfriaron a 60 °C y se afiadieron 50 pL de
proteasa. Transcurridos otros 30 minutos se adicionaron 5 mL de HCI (0,56 M) y
se ajusté el pH a un valor entre 4,0 y 4,7 con HCI (5%). Finalmente se agregaron
150 pL de amiloglucosidasa y se incubaron 30 minutos a 60 °C. Al mismo tiempo
se prepar6é un blanco para cada fraccion de fibra siguiendo el mismo
procedimiento, pero sin afiadir el CoZ.

En la determinacion de FDT, al resultado de la degradacion se le afiadieron
220 mL de etanol (95%) a 60 °C y se dejo reposar 1 h a temperatura ambiente.
A continuacion, la mezcla se decant6 con ayuda de un ligero vacio sobre crisoles
filtrantes (previamente activados y pesados) y los residuos se lavaron 3 veces
con 15 mL de etanol (78%), 2 veces con 10 mL de etanol (95%) y 3 veces con
10 mL de acetona. Se dejaron secar toda la noche en una estufa a 105 °C, se
enfriaron y se pesaron. A una de las muestras de las dos repeticiones se le
determind proteinas y a la otra se le analizd cenizas segun los procedimientos
explicados con anterioridad.

En cambio, para la determinacion de FDI, el resultado de la degradacion se
filtré directamente sobre los crisoles filtrantes y los residuos se lavaron 2 veces
con 10 mL de agua destilada a 70 °C. La disolucion del filtrado més el agua de
lavado se guardd para la determinacion de FDS. Después los residuos se
siguieron lavando 2 veces con 15 mL de etanol (78%), 2 veces con 15 ml de
etanol (95%) y 2 veces con 15 mL de acetona. Se dejaron secar toda la noche
en una estufa a 105 °C, se enfriaron y se pesaron. A una de las muestras de las
dos repeticiones se le determiné proteinas y a la otra se le analiz6 cenizas.

Por dltimo, en la determinacién de FDS, a las disoluciones del filtrado con
el agua de lavado se les aplicé el mismo procedimiento que para la FDT.

CAPACIDAD DE RETENCION DE AGUA (CRA):

El analisis de la capacidad de retencion de agua del coproducto del zumo
de naranja fue realizado segun Fuentes-Alventosa et al. (2009). Se agregaron
15 mL de agua destilada a 250 mg de muestra liofilizada. Las suspensiones se
mantuvieron en agitacion durante 24 horas a temperatura ambiente, se vertieron
en tubos de centrifuga (previamente pesados) y se centrifugaron (GYROZEN
1236R, Korea) a 1400 x g una hora, se desecho el sobrenadante y se pesaron
las fibras hidratadas. El resultado se calcul6 por diferencia de pesos.

CAPACIDAD DE RETENCION DE ACEITE (CRO):

El andlisis de la capacidad de retencion de aceite del CoZ fue realizado
segun De Morales-Crizel et al. (2013). Se agregaron 30 mL de aceite de girasol



a 1 g de muestra liofilizada. Las suspensiones se homogenizaron en un vortex
(VELP SCIENTIFICA F202A0176, Italia) durante 1 minuto y se dejaron 24 h a
temperatura ambiente, se vertieron en tubos de centrifuga (previamente
pesados) y se centrifugaron a 3000 x g durante 20 minutos, se desechd el
sobrenadante y se peso el residuo. El resultado se calculé por diferencia de
pesos.

CAPACIDAD INHIBITORIA DE LAS ACTIVIDADES a- AMILASA Y a-
GLUCOSIDASA:

La extraccién de los compuestos fendlicos de la muestra, responsables de
la inhibicion de enzimas digestivos, se realizé segun la metodologia descrita por
Mccue at al. (2005), que consiste en agregar 10 g de CoZ a 50 mL de agua
destilada, homogeneizar, centrifugar a 11200 x g a 4 °C durante 20 minutos y
hacer pasar el sobrenadante por papel de filtro Whatman.

Inhibicién de a- amilasa:

Se determind la inhibicion de a-amilasa siguiendo el método descrito por
Alu'datt et al. (2017). Para ello se disolvieron 0,125 g de almidon (RO5YI,
ROQUETTE, Benifaid, Espafia) en 25 mL de tampon fosfato, se ajusté el pH a
6,9 y se mantuvo a 65 °C durante 20 minutos en agitacion constante. Por otro
lado, se prepar6 una disolucion de a-amilasa (A3176-500U, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) agregando 30 mg de ésta a 100 mL de agua destilada. Para la
realizacion del ensayo, a 40 pL de extracto o control (agua destilada) se
afiadieron 400 pL de la disolucion de almidon y 200 uL de la de a-amilasa, se
dej6 a temperatura ambiente 3 min y se utiliz6 el método del &cido 3,5
dinitrosalicilico (DNS) especificado por Burgos (2020) para la determinacion de
la maltosa. El porcentaje de inhibicidn de la enzima se calculdé siguiendo la
ecuacion 1.

% Inhibiciéng. 4 = (1 - (B m”es"“)) x 100 1)

maltosa control

Inhibicidon de a- glucosidasa:

La inhibicién de a -glucosidasa se determiné siguiendo el método descrito
por Alu'datt et al. (2017), usando un kit de ensayo de la actividad de la a -
glucosidasa (MAK123, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). La realizacion del ensayo
consistié en afiadir a 50 uL de extracto o el control proporcionado con el kit, 100
uL del reactivo a - glucosidasa con tampon fosfato, se incub6 a 25 °C durante 10
minutos, posteriormente se agregaron 50 pL de sustrato a -NPG y se dejo
incubar a la misma temperatura 5 minutos mas. Se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 405 nm y se calcul6 el porcentaje de inhibicion enzimatica
siguiendo la ecuacion 2.

Abs control—Abs muestra

% Inhibiciony g = )+ 100 @)

Abs control



CAPACIDAD DE ADSORCION DE LA GLUCOSA

El andlisis de la capacidad de adsorcion de la glucosa fue realizado segun
Flores-Fernandez et al. (2017). Se pesaron 6 muestras de 0,25 g de CoZ y se le
afiadieron 25 mL de una disolucion de glucosa (100 mM). A 3 de ellas se les
midi6 la glucosa inicial siguiendo el método de la glucosa oxidasa-peroxidasa
(GOD-POD) para muestras sin almidon resistente (Starch assay kit, STA-20,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), utilizando los reactivos glucosa
oxidasa/peroxidasa (G3660), o-dianisidina dihydrochloride (D2679-1VL) y D-(+)
disolucién de glucosa, todos ellos Sigma (Vidra-Foc, Barcelona, Espafia). Las 3
muestras restantes se llevaron a una camara de incubacion (NiUve Test Gabinet
chamber TK120, Estambul, Turquia) a 37 °C durante 6 h a agitacion constante.
Posteriormente, el contenido se centrifugd a 4000 x g durante 20 minutos, se
tomo el sobrenadante y se le analiz6 la glucosa final siguiendo la ecuacion 3.
Se midio la absorbancia a 540 nm.

Abs final —Abs inicial

Adsorcion Glucosa = ( * volumen solucion ) (3)

Peso muestra

INDICE DE RETARDO DE DIALISIS DE LA GLUCOSA (IRDG):

Para la determinacion de este indice, se siguid el procedimiento descrito
por Fuentes-Alventosa et al. (2009). La fibra del coproducto se extrajo dos veces
con etanol al 85%. Por una parte, se pesaron 400 mg del extracto y se le
afiadieron 15 mL de agua destilada y 30 mg de glucosa. Por otra parte, se
preparé una disolucién control (sin el extracto). Todas las disoluciones se
mantuvieron en agitacion continua durante 1 h y se transfirieron a membranas
de didlisis (D9777-100FT, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) de 15 cm previamente
activadas. Posteriormente se introdujeron en vasos de precipitados con 400 mL
de agua destilada y se mantuvieron una hora a 37 °C con agitacién continua.
Una vez transcurrido ese tiempo, se midio la glucosa difundida al agua de los
vasos precipitados con el método GOD-POD. El indice del retardo glucémico se
calculé mediante la ecuacion 4.

(glucosa difundida muestra "

IRDG = 100 — 100) (4)

glucosa difundida control

INDICE GLUCEMICO ESTIMADO:

Se realiz6 una digestion in vitro segun Loachamin (2015) con ligeras
modificaciones. Para ello, 2 g de CoZ se agitaron con 20 mL de tampén de fosfato
sodico potéasico. Se ajusto el pH a 1,5 (HCI 8 M) y se afiadieron 5 mL de solucion
de pepsina (P7125-100G, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). La mezcla se incubd
durante 30 min a 37 °C. Después, el pH se reajusté a 6,9 con NaOH 6 N y se
afiadié 1 mL de solucion alfa-amilasa pancreatica porcina (A3176-500U, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). La mezcla se transfirio a las mismas membranas de



didlisis antes mencionadas. Las bolsas se colocaron en vasos de precipitados
de vidrio que contenian 225 mL de tampon de fosfato sédico potasico (pH 9,6) y
se incubaron durante 120 min a 37 °C. Cada 15 min, se retiraron alicuotas de 1
mL de dializado. Se realiz6 el mismo procedimiento con un control de glucosa.
El contenido de azucares reductores de los dializados retirados se determino
utilizando el método DNS. Para realizar los calculos se siguio la ecuacion 5 para
obtener el indice de hidrolisis, donde A representa el “area bajo la curva de
respuesta glucémica (cantidad de glucosa dializada en funcién del tiempo)”, y la
ecuacion 6, descrita por Granfeldt et al. (2006), para el indice glucémico
estimado.

indice de Hidrolisis (IH) = (% * 100) 5)
Indice glucemico estimado (IGe) = 0,862 * [H + 8,198 (6)

RESULTADOS:

Para tener caracterizada la muestra, se analizdé el contenido de azucares
totales, proteinas, cenizas, grasa y fibra del CoZ (Tabla 1). Con estos resultados
y la humedad del coproducto antes de liofilizar (75,8 g agua/100 g coproducto
del zumo de naranja) se recalculé la composicién para poder comparar las cifras
con los valores del USDA correspondientes a la piel de naranja (USDA, 2019).
Las proporciones de cada componente son muy similares entre si (Tabla 1)
pudiéndose explicar las pequefias diferencias encontradas por la presencia de
algo de pulpa de naranja en el coproducto de su zumo y también por posibles
diferencias en la variedad y estado de maduracion de las piezas de fruta
utilizadas en cada caso.

Tabla 1. Caracterizacion proximal del coproducto del zumo de naranja.

Coproducto liofilizado Coproducto del zumo Food Data®
(g/ 100 g Co2) (g/ 100 g) (g/ 100 g de piel de
naranja)

Humedad 3,57 £ 0,06 75,8 72,5
Azlcares 46,0 + 1,17 11,4 14,4
Proteinas 4,38 + 0,08 11 1,5
Cenizas 2,75 0,02 0,7 0,8
Grasas 0,79 = 0,05 0,2 0,2

Fibra 36,7+0,3 9,1 10,6

* (USDA, 2019)

Con relacion al contenido en fibra dietética, se podria declarar a CoZ como un
ingrediente alimentario con un alto contenido en fibra, ya que los valores
obtenidos son superiores a los establecidos por la legislacion europea (6 g de

10



fibra por 100 g de producto) (REGLAMENTO (CE) N° 1924/2006). Del total de
fibra del Coz, 33,79 £ 0,11 g/ 100 g CoZ fue insoluble y 2,88 + 0,05 g/ 100 g CoZ
soluble. Casi todos los alimentos que contienen fibra presentan mas FDI que
FDS, de manera que, en general, entre 2/3 y 3/4 partes de la FDT es insoluble
en agua (Robles, 2002). En el caso de CoZ, esta tendencia se mantiene, aunque
la relacion FDI/FDS fue bastante superior, como se puede observar en la Figura
1.

8%

M FDI

M FDS
92%

Figura 1. Porcentaje en fibra dietética insoluble (FDI) y fibra dietética soluble (FDS) del
coproducto del zumo de naranja en polvo.

La FDS es capaz de reducir la glucosa en sangre mejorando la sensibilidad
a la insulina y reduciendo el colesterol, mientras que la FDI ayuda a la salud
intestinal promoviendo la regularidad en las deposiciones, retrasando el
vaciamiento gastrico y generando un posible efecto laxante (Kog, et al., 2020).
Ademas, esta Ultima es capaz de unirse a carcinégenos, mutagenos y otras
sustancias quimicas toxicas formadas durante la digestion de los alimentos, lo
gue permite su posterior eliminacién a través de las heces (Prasad & Bondy,
2019)

La CRA del coproducto del zumo de naranja fue de 6,18 + 0,17 g de agua/ g
CoZ. Este valor es ligeramente inferior al obtenido en otro estudio de fibra de
cascara de naranja en el que presenta un valor de 8,71 g de agua /g de fibra (De
Morales-Crizel, et al., 2013) o en otros estudios de polvos de cascara de mango
donde llega a una capacidad de retencion de agua de 8,18 g de agua/g de sélido
liofilizado (Serna-Cock, et al., 2015).

Por otro lado, la CRO de la muestra fue de 3,00 £ 0,07 g de aceite/g CoZ,
valor muy similar al del estudio anterior de la fibra de cascara de naranja donde
se alcanza un valor de 3,5 g de aceite/ g de fibra.

Ambas propiedades, ademas de hacerlo un polvo adecuado para poder ser
agregado a una amplia variedad de productos, le confieren otras aptitudes. La
CRA, debida en parte a la presencia de fibras solubles, le permite formar un
reticulo con el agua, el cual origina soluciones de gran viscosidad que atrapa
moléculas de grasa y evita el contacto con las sales biliares y la CRO puede
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generar modificaciones en el metabolismo lipidico, disminucion de lipoproteinas
formadoras de placas, reduccidn del colesterol y disminucion de glucosa
postprandial.

La a-amilasa y a-glucosidasa son enzimas clave en la hidrolisis de
carbohidratos, responsables de romper enlaces «-1,4 de disacéaridos y
polisacaridos, liberando glucosa (Paul & Majumdar, 2021), de manera que su
inhibicién ayuda a disminuir la glucemia. La actividad de estas enzimas parece
estar inversamente relacionada con la presencia de compuestos fendlicos en la
muestra (Ponce, 2018). El porcentaje de inhibicion de la a-amilasa y a-
glucosidasa presentes en CoZ lo podemos observar en la Tabla 2. Los valores
para la a-amilasa son superiores a los obtenidos en otro estudio de polvos de
diferentes citricos, como pomelo (30,2 %), limén (11,6 %), toronja (18,9 %), o
diferentes variedades de naranja: shamouti (29,5 %), clementina (29,8 %) vy
naranja roja (32,3 %) (Alu'datt et al., 2017). Sin embargo, son inferiores para la
a-glucosidasa que en el polvo de pomelo (53,1 %), limén (100,0 %), toronja
(64,1%), naranja Clementina (56,2 %), naranja roja (40,6 %) y similar a la del
polvo de naranja shamouti (30,6 %) (Alu'datt et al., 2017).

Tabla 2. Porcentajes de inhibicion de a-amilasa y a-glucosidasa del coproducto del zumo de
naranja en polvo.

Inhibicion a-amilasa Inhibicion a-glucosidasa

(%) (%)

46,9+ 0,6 313

El coproducto del zumo de naranja liofilizado tuvo una capacidad de adsorcién
de glucosa de 22,5 + 1,3 mM, valor superior al presente en otros estudios como
de harina de cascara de limmetta citrica que presenta un valor de adsorcion de
glucosa de 16,58 mM (Flores-Fernandez et al., 2017). Esta capacidad puede
atribuirse a su alto contenido en fibra, ya que la fibra es una de las diferentes
fuentes capaces de adsorber glucosa.

Los alimentos con CHO digeribles, absorbidos y metabolizados rapidamente
se consideran de alto IG (valores con referencia a la glucosa mayores o iguales
a 70), los alimentos con IG medio son aquellos cuyos valores son mayores a 55
y menores 70, y los alimentos con CHO cuyos mecanismos fisioldégicos son mas
lentos y de menor impacto en los niveles de glucemia e insulinemia, se
consideran de bajo IG (valores de IG menores o iguales a 55). Los carbohidratos
con una rapida absorcion dan lugar a altos valores de IG, mientras que aquellos
de lenta absorcidbn producen respuestas glucémicas mas planas y en
consecuencia bajos IG (Manuzza, et al., 2018).
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La curva de respuesta glucémica de la muestra respecto a la del control
(glucosa), que se puede observar en la Figura 2, se utilizo para calcular el indice
de hidrolisis, siguiendo la ecuacion 5, necesario para la estimacion del indice
glucémico (ecuacién 6).

1,2

0,8

0,6
Control

0,4

C glucosa (g/L)

Muestra
0,2

0 50 100 150

Tiempo (min)

Figura 2. Curva de la respuesta glucémica del coproducto del zumo de naranja en polvo
(Muestra) frente a la de glucosa (Control).

El indice glucémico estimado de nuestra muestra fue de 24,4 + 0,7, el cual
podemos considerar bajo teniendo en cuenta lo comentado anteriormente. Si
comparamos esta cifra con la Tabla 3, donde encontramos valores del indice
glucémico para distintos alimentos, observamos que se asemeja al de otra fruta
citrica como el pomelo (26), pero es el inferior del resto de alimentos mostrados
en la tabla (Murillo, 2012). El bajo IG de CoZ indica que sus carbohidratos se
absorben de forma lenta y, por tanto, su consumo puede ser una herramienta
para ayudar en el control del nivel de glucosa postprandial, que resulta
especialmente indicado para personas que padecen enfermedades como la
diabetes mellitus tipo 1l o el sobrepeso.

Por ultimo, respecto al IRDG el coproducto del zumo de naranja en polvo
present6 un valor del 13,6 + 0,5 %, superior al de otros citricos como el limoén
(5%) (Cafas, 2011), pero por debajo al de otro estudio de polvo de subproducto
de esparrago con valores que oscilan del 18-48% (Fuentes-Alventosa, et al.,
2009). A pesar del alto contenido en fibra del CoZ, este bajo IRG puede
justificarse por el bajo contenido en fibra soluble antes comentado (Figura 1).
Aun asi, nuestra muestra podria ser eficaz para retardar la absorcion de glucosa
por su alta capacidad de absorcién de la misma y de inhibicion de las enzimas
o- amilasa y a- glucosidasa.
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Tabla 3. Valores del indice glucémico de distintos alimentos (Murillo, 2012).

Alimentos indice Glucémico
Glucosa 100
Zanahorias cocidas 92
Miel 87
Puré de patatas 80
Pan blanco 69
Chocolate con leche 68
Cereales desayuno 66
Arroz integral 66
Platano 62
Sacarosa 59
Pastel de crema 59
Patatas fritas 51
Macarrones 50
Uvas 45
Zumo de naranja 43
Manzana 39
Tomate 38
Helado 36
Yogur 36
Leche desnatada 32
Pomelo 26
Fructosa 20
Frutos secos 13

CONCLUSIONES:

De acuerdo con los resultados obtenidos, el coproducto del zumo de naranja
en polvo es un residuo con una buena composicion que podria ser utilizado como
ingrediente en la industria agroalimentaria sobre todo por presentar un alto
contenido en fibra insoluble, que le confiere diversas propiedades beneficiosas
para la salud, produciendo mayor volumen fecal y acelerando el tiempo de
transito intestinal. Ademas, su bajo indice glucémico, su capacidad de adsorcion
de la glucosa y su alta capacidad de inhibicion especialmente de la o- amilasa,
aunque también de la a- glucosidasa, le confieren una cierta capacidad para la
regulacion de la glucosa postprandial y, por tanto, parece adecuado proponer su
uso como ingrediente alimentario especialmente indicado para personas que
padezcan sobrepeso o diabetes mellitus, sobre todo del tipo Il (no
insulinodependientes), ya que estos pueden controlar el azicar en sangre con
una dieta adecuada.
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