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TITULO: Caracterizacion del bagazo procedente de zumo de clementina. Influencia del estado

de maduracién

RESUMEN: El procesado de citricos para obtener zumo genera grandes cantidades de bagazo,
subproducto fuente de fibra, con elevado contenido en compuestos bioactivos y capacidad

antioxidante y con propiedades tecno-funcionales de interés en la industria alimentaria.

En este proyecto se estudia la composicién quimica, el contenido en compuestos bioactivos y la
capacidad antioxidante de bagazo de clementina en dos estados de maduracion diferentes.
Concretamente, se determind el contenido en humedad, cenizas, proteinas, fibra dietética total
(FDT), insoluble (FDI) y soluble (FDS), vitamina C, carotenoides, fenoles totales (solubles y
polimerizados) y la capacidad antioxidante por DPPH y FRAP. El porcentaje méas alto de
humedad y proteinas se encontré en el bagazo de mayor estado de madurez. El contenido en FDT
y FDI disminuy6 con la maduracion mientras que el contenido en FDS aumentd. El bagazo de
clementinas de maduracion mas avanzada present6 el mayor contenido en carotenoides, fenoles
totales y capacidad antioxidante. El contenido en vitamina C no se vio afectada por el estado de

maduracion.

También se estudia su potencial uso como estructurante/emulgente en la preparacion de
emulsiones. Para ello, se prepararon emulsiones con diferente proporcién O/W (10/90; 25/75;
50/50; 75/25) y porcentaje de bagazo (1, 2,5y 5%) en la fase acuosa de la emulsion y se estudid
su capacidad emulsionante y su microestructura. El uso de bagazo mejor6 la estabilidad de la
emulsion O/W cuando el contenido de aceite era bajo (10/90 y 25/75). Este efecto fue mayor a
mayor concentracion de bagazo. El efecto estructurante del bagazo parece deberse a propiedades
emulgentes y estabilizantes. Sin embargo, el estado de maduracién del bagazo no pareci6 influir

en el efecto estructurante de emulsiones.

PALABRAS CLAVE: subproducto, capacidad antioxidante, fibra dietética, compuestos
bioactivos, citricos, propiedades tecno-funcionales, capacidad emulsionante, emulsion,

compuestos fendlicos, carotenoides, vitamina C, microestructura.



TITOL: Caracteritzacié del bagas procedent de sucs de clementina. Influéncia de 1’estat de

maduracio

RESUM: EI processament de citrics per a obtindre suc genera grans quantitats de bagas,
subproducte font de fibra, amb elevat contingut en compostos bioactius i capacitat antioxidant i

amb propietats tecno-funcionals d’interés en la inddstria alimentaria.

En aquest projecte s'estudia la composicié quimica, el contingut en compostos bioactius i la
capacitat antioxidant de bagas de clementina en dos estats de maduraci6 diferents. Concretament,
es va determinar el contingut en humitat, cendres, proteines, fibra dietética total (FDT), insoluble
(FDD) i soluble (FDS), vitamina C, carotenoides, fenols totals (solubles i polimeritzats) i la
capacitat antioxidant per DPPH i FRAP. El percentatge més alt d'humitat i proteines es va trobar
en el bagas de major estat de maduraci6. El contingut en FDT i FDI va disminuir amb la
maduracio mentre que el contingut en FDS va augmentar. El bagas de clementines de maduracio
més avancada va presentar el major contingut en carotenoides, fenols totals i capacitat antioxidant.

El contingut en vitamina C no es va veure afectat per l'estat de maduracid.

També s'estudia el seu potencial s com a estructurant/emulgent en la preparacio d'emulsions. Per
a aixo, es van preparar emulsions amb diferent proporcié O/W (10/90; 25/75; 50/50; 75/25) i
percentatge de bagas (1, 2,5 i 5%) en la fase aquosa de I'emulsié i es va estudiar la seua capacitat
emulsionant i la seua microestructura. L'Us de bagas va millorar I'estabilitat de I'emulsi6 O/W
quan el contingut d'oli era baix (10/90 i 25/75). Aquest efecte va ser major a major concentracio
de bagas. L'efecte estructurant del bagas sembla deure's a propietats emulgents i estabilitzants.
No obstant aix0, l'estat de maduraci6é del bagas no va semblar influir en I'efecte estructurant

d'emulsions.

PARAULES CLAU: subproducte, capacitat antioxidant, fibra dietética, compostos bioactius,
citrics, propietats tecno-funcionals, capacitat emulsionant, emulsid, compostos fendlics,

carotenoides, vitamina C, microestructura.



TITLE: Characterization of bagasse from clementine juice. Influence of the ripening state

ABSTRACT: The processing of citrus fruits to obtain juice generates large quantities of bagasse,
a by-product source of fiber, with a high content of bioactive compounds and antioxidant capacity

and with techno-functional properties of interest in the food industry.

In this project it is studied the chemical composition, bioactive compound content and antioxidant
capacity of clementine bagasse at two different stages of ripening. Specifically, the moisture, ash,
protein, total dietary fiber (TDF), insoluble (TDI) and soluble (SDF), vitamin C, carotenoids, total
phenols (soluble and polymerised) and antioxidant capacity by DPPH and FRAP were
determined. The highest percentage of moisture and protein was found in the bagasse at the
highest stage of maturity. The TDF and FDI content decreased with ripening while the SDS
content increased. The bagasse from the later ripening clementines had the highest carotenoid,
total phenol, and antioxidant content. Vitamin C content was not affected by ripening stage.

Its potential use as a structurant/emulsifier in the preparation of emulsions is also being studied.
For this purpose, emulsions with different O/W ratio (10/90; 25/75; 50/50; 75/25) and percentage
of bagasse (1, 2.5 and 5%) in the aqueous phase of the emulsion were prepared and their
emulsifying capacity and microstructure were studied. The use of bagasse improved the stability
of the O/W emulsion when the oil content was low (10/90 and 25/75). This effect was greater the
higher the bagasse concentration. The structuring effect of bagasse seems to be due to emulsifying
and stabilising properties. However, the maturation stage of bagasse did not seem to influence the

structuring effect of emulsions.

KEYWORDS: by-product, antioxidant capacity, dietary fiber, bioactive compounds, citrus,
techno-functional properties, emulsifying capacity, emulsion, phenolic compounds, carotenoids,

vitamin C, microstructure.
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1. INTRODUCCION

1.1. Problematica de los subproductos citricos que se generan en la industria
alimentaria

El género Citrus es uno de los cultivos frutales de mayor importancia econémica a nivel mundial.
Pese a su origen asiatico, en la actualidad, se distribuye y cultiva por todo el mundo (Figura 1),
principalmente en regiones tropicales, subtropicales y templadas (Ferreira et al., 2018). Espafia
cuenta con una superficie de cultivo de citricos de aproximadamente 300.000 ha, que ha
producido un valor medio de 6.635.000 t en las campafias 2015/16 a 2019/20, lo que lo ha situado
como el primer pais productor de la Unién Europea. A su vez, la Comunidad Valenciana cuenta
con un 54% de la superficie que se dedica al cultivo de citricos en el pais (Ministerio de
Agricultura, Pesca y Alimentacién, 2020). En cuanto a los citricos pequefios, como la clementina,
Espafia es el segundo productor mundial después de China y el principal pais productor de Europa
(Cebadera et al., 2020).
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Figura 1. Principales paises productores de citricos del mundo

La clementina (Citrus clementina) es una fruta citrica hibrida entre mandarina (Citrus reticulata)
y naranja (Citrus sinensis) (He et al., 2021a). De entre los citricos que se cultivan en todo el
mundo, la clementina es uno de lo mas apreciados debido a su pequefio tamafio, sabor dulce y a
su piel fina facil de pelar. ElI 70% de la produccion total de citricos en Espafia en 2018 fue de
clementina (Cebadera et al., 2020).

El procesado industrial de los citricos para la obtencion de zumo genera grandes cantidades de
subproductos, como cascara, semillas y pulpa, que constituyen, aproximadamente, el 50% del
peso de la fruta fresca (Mamma & Christakopoulos, 2014). Estos subproductos suponen un
problema grave de contaminacion (Kang et al., 2006) y suelen utilizarse como fertilizantes,
combustible o para la alimentacion animal (Barros et al., 2012). Sin embargo, los citricos, como

la clementina, son una fuente importante de fibra dietética y compuestos bioactivos, por lo que el



aprovechamiento del bagazo de clementina para su introduccién en la cadena alimentaria podria

resultar interesante a la industria alimentaria y a los consumidores (Cebadera et al., 2020).
1.2. Composicion quimica del bagazo de clementina

El bagazo que queda después de la extraccion del zumo esta constituido por pulpa, piel y semillas,
por lo que, los componentes mayoritarios son los carbohidratos, principalmente, la fibra dietética.
El bagazo de citrico es una fuente excelente de fibra dietética al ser rico en pectina y estar
disponible en grandes cantidades (Figuerola et al., 2005). Ademas, la fibra es de mayor calidad
que la procedente de otras fuentes al contener compuestos bioactivos asociados, tales como
polifenoles o carotenoides (Fernandez-Gines et al., 2003). El bagazo de clementina también
contiene, aunque en menor cantidad, proteinas y grasa. La pulpa de clementina contiene,
aproximadamente, entre 10,95 + 0,01 g/100 g de carbohidratos, 1,63 + 0,44 g/100 g de proteinas,
0,31 + 0,08 g/100 g de minerales y un bajo contenido en grasa, con un valor aproximado de entre
0,07 £ 0,03 g/100 g (Cebadera et al., 2020).

1.2.1. Fibra dietética del bagazo de clementina. Propiedades tecno-funcionales

Como ya se ha comentado en el apartado anterior, los hidratos de carbono son el componente
mayoritario del bagazo de clementina, representando aproximadamente el 80% de la composicion
total (Lundberg et al., 2014). Por tanto, este bagazo es una fuente importante de fibra dietética
gue se caracteriza por poseer unas propiedades tecno-funcionales interesantes, como solubilidad,
viscosidad, fermentabilidad y capacidad de retencién de agua. Dependiendo de su solubilidad en
agua, la fibra dietética se clasifica como fibra soluble, donde destaca la pectina, o como fibra
insoluble, cuyo principal componente es la celulosa (Macagnan et al., 2015). Estos son los
polisacéridos predominantes en la fibra de los citricos, constituyendo la pectina el 42,25% vy la
celulosa el 15,95% aproximadamente de los hidratos de carbono totales. Segun un estudio
realizado por He et al. (2021b), la piel de la clementina contiene 34,76 + 0,25 g/100 g de fibra
dietética soluble y 42,55 + 0,55 g/100 g de fibra dietética insoluble.

La pectina es un polisacarido hidrocoloide muy utilizado en la industria alimentaria y con
propiedades gelificantes, espesantes y emulsionantes. Se utiliza en la elaboracion de jaleas,
mermeladas o bebidas lacteas acidificadas y yogures (Wang et al., 2021), entre otras aplicaciones.
La pectina es muy utilizada por sus propiedades de estabilizacién de emulsiones, ya que pese a
ser un biopolimero soluble en agua, posee grupos acetilo y ésteres metilicos que le aportan cierto
carécter hidrofobico. Se ha demostrado que la pectina de citrico tiene la capacidad de reducir la
tension interfacial de una gota de aceite (Verkempinck et al., 2018), dificultando de esta forma la
agregacion de las gotas (Zhu et al., 2019), reduciendo la energia libre de la interfaz y, con ello,

favoreciendo la emulsificacion y la estabilidad de la emulsion (Schroén et al., 2020).



La celulosa es el polimero natural més abundante de la biosfera. Se compone exclusivamente de
unidades de anillo de D-glucopiranosa unidos por enlaces B-1,4-glucosidicos en mayor o menor
numero en funcién de su grado de polimerizacién. Tiene una estructura lineal, que le confiere
cierto grado de cristalinidad (Gandini & Belgacem, 2016). El grado de cristalizacion y de
polimerizacién de la celulosa puede variar dependiendo de la procedencia del cuerpo vegetal y
afectando asi a sus propiedades mecénicas (Gafian et al., 2017). Por otro lado, la celulosa no es
soluble en agua debido a los fuertes enlaces de hidrégeno inter e intramoleculares (Sescousse et
al., 2010), por lo que aporta viscosidad en una solucién. Cabe destacar que la viscosidad intrinseca
de las disoluciones de celulosa y derivados de celulosa en disolventes adecuados dependen

principalmente del peso molecular (Qi et al., 2008).

1.2.2. Compuestos antioxidantes del bagazo de clementina

Los compuestos polifenolicos, los carotenoides y la vitamina C presentes en el bagazo de
clementina tienen una capacidad antioxidante que resulta interesante para la industria alimentaria.
Segun un estudio realizado por Pfukwa et al., (2019), el bagazo de este citrico tiene un contenido
aproximado en polifenoles totales de 6,49 + 0,620 g &cido galico/100 g b.s., y, en concreto, en
flavonoides de 1,00 + 0,017 g equivalentes catequina/100 g b.s., en acido ascorbico de 2,69 + 0,37
9/100 g b.s. y en carotenos totales de 0,005 + 0,0001 g de B-caroteno/100 g b.s. El uso de bagazo
de clementina en la formulacion de productos alimenticios podria prevenir la oxidacion de los

mismos Yy sustituir a los antioxidantes sintéticos (Barros et al., 2012).

Entre los compuestos polifendlicos destacan los flavonoides (Figura 2), entre los que se incluyen
flavanonas, flavonas, flavan-3-oles, flavonoles y antocianinas. Por sus propiedades, estos
compuestos podrian utilizarse como conservantes alimentarios (Damian-Reyna et al., 2017).
Tanto la piel del citrico como la pulpa y las semillas contienen compuestos fenélicos, aunque el
contenido es superior en la piel y el zumo, teniendo estos, por ello, mayor capacidad de captacion
de radicales libres (Hua et al., 2018). La capacidad antioxidante, debida principalmente a las
flavanonas, se relaciona con un menor riesgo de desarrollar enfermedades cardiacas,
degenerativas y, ademas evitan la peroxidacion lipidica, por lo que se utilizan en compuestos

anticancerigenos (Barros et al., 2012).

Figura 2. Estructura quimica general de los flavonoides con tres anillos arométicos
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Por otro lado, los carotenoides son compuestos liposolubles conocidos por ser pigmentos
naturales responsables de la coloracion externa e interna del fruto, atributo muy importante al ser
la primera percepcion del consumidor y, con ello, un factor critico para su aceptacion (Alquézar
et al., 2008). Entre los carotenoides, se pueden diferenciar los carotenos, constituidos solo por
atomos de carbono e hidrégeno, y las xantofilas, que tienen al menos un atomo de oxigeno (Stahl
& Sies, 2003). Los citricos son una fuente compleja de carotenoides en la que se han llegado a
reportar hasta 110 carotenoides y xantofilas diferentes, aunque muchas de ellas podrian ser
isbmeros (Stewart, 1977). La funcion biol6gica que desempefian se relaciona con su estructura,
caracterizada por tener cuarenta &tomos de carbono y un ndmero variable de dobles enlaces
conjugados, lo que hace que tengan determinado color en el espectro visible y capacidad
antioxidante (Stahl & Sies, 2003). Se ha relacionado su consumo con un menor riesgo de padecer
cancer, enfermedades cardiovasculares y oftalmologicas (Mayne, 1996).

La estructura de los carotenoides es muy similar a la de la molécula de retinol, por lo que estos
compuestos se caracterizan por tener actividad provitamina A. Aunque dicha actividad es
caracteristica de cualquier carotenoide con una estructura ciclica y la posesion de un anillo -
ionona (Ribeiro et al., 2011), puede destacarse concretamente el B-caroteno (Figura 3), que es el
carotenoide que posee la bioactividad mas alta como precursor de la vitamina A (Bogacz-
Radomska & Harasym, 2018). Ademas, también actGa como eliminador de radicales lipidicos y
como inhibidor de oxigeno singulete. El B-caroteno es diferente estructural y funcionalmente a
otros carotenoides (Grune et al., 2010) al tener en cada extremo de su estructura un anillo -
ionona, lo que hace posible que forme dos moléculas de retinol en lugar de solo una (Thurnham,
2007).

Figura 3. Estructura quimica molecular del f-caroteno, pigmento rojo-anaranjado de muchas
frutas y plantas

Por ultimo, la vitamina C o acido ascorbico (Figura 4) se encuentra también en los citricos (Rey

et al., 2020) y es un importante antioxidante soluble en agua gracias a su facilidad para perder

electrones, actuando en los sistemas bioldgicos como agente reductor para diversas especies

oxidantes reactivas. Actia como eliminador de radicales libres producidos por las condiciones

térmicas (Abdulameer, 2019) en el medio intra y extracelular, ademés de reducir los radicales

tocoferoles a su forma activa en las membranas de las células (Kaur & Kapoor, 2008).



Es preciso mencionar, ademas, que el contenido de &cido ascorbico de los citricos no es estable,
dado que varia con algunos factores como son el estado de madurez de la fruta y su posicion en
el arbol, las condiciones climaticas y ambientales, la etapa de maduracion, la especie, la variedad

del citrico y la temperatura (Tareen et al., 2015).

Figura 4. Estructura quimica molecular del &cido ascérbico o vitamina C
1.3. Influencia del estado de maduracion en las propiedades del fruto citrico

El fruto tiene diferentes propiedades bioquimicas, estructurales y fisiolégicas dependiendo de su
madurez. La composicién quimica y la concentracién de compuestos bioactivos del bagazo varia
a lo largo de la maduracién (Costanzo et al., 2022). Conocer como se producen dichas variaciones
resulta de gran interés, puesto que asi es posible optimizar el uso del bagazo en funcién de su

estado de maduracion.

En un estudio realizado sobre pomelos (Citrus maxima) se determind que la fruta sufria cambios
composicionales durante la maduracion. Se vio que cosechar de forma tardia, estando el fruto mas
maduro, suponia un contenido en fibra dietética menor (Liu et al., 2012). Las propiedades
quimicas y estructurales de la pectina de citricos cambiaron como consecuencia de la
solubilizacién y degradacion enzimatica, siendo estos los principales procesos responsables del
ablandamiento de la fruta durante la maduracion (Zdunek et al., 2021). A medida que el citrico
madura, la pectina insoluble existente en la pared celular, conocida también como ‘protopectina’
(Garcia-Amezquita et al., 2018), se va transformado en pectina de forma gradual y luego en acido
poligalacturénico, lo que determina la textura del fruto. Asi pues, en el fruto hay una etapa de
rapido crecimiento en la que la pectina aumenta, pero conforme avanza la madurez disminuye
gradualmente (Lu et al., 2021).

La pectina esta esterificada con metilo en el grupo carboxilo de algunos de sus residuos de acido
galacturonico, clasificandose en funcidn de esto en pectina de alto metoxilo, si el grado de
esterificacion es superior al 50%, o de bajo metoxilo, si es inferior al 50% (Talekar et al., 2020).
De manera natural, la pectina de los frutos citricos se sintetiza de forma altamente esterificada
con metilo, pero debido a la maduracion de la fruta se reduce la esterificacion a través de la accion

enzimatica. Segun el grado de esterificacion, la funcionalidad de la pectina es diferente,



produciéndose més zonas de union y entrecruzamiento del calcio con un menor grado de

esterificacion (Lundberg et al., 2014).

Los compuestos fendlicos se encuentran en mayor cantidad en la piel de frutos poco maduros y
en las semillas de frutos maduros. En cuanto a la pulpa, no existen diferencias significativas al
cambiar el grado de madurez de los frutos. En relacién con la capacidad antioxidante de los
citricos, se observan las mismas tendencias que en los compuestos fendlicos al avanzar el grado
de madurez. Con independencia del estado de madurez, la piel y las semillas tienen mayor

capacidad antioxidante que la pulpa (Costanzo et al., 2022).

Independientemente de la variedad del fruto, el contenido en vitamina C es mayor en la piel que
en la pulpa, disminuyendo en la pulpa a medida que el fruto madura. Pese a que no se conoce con
exactitud la razon de estas diferencias, se cree que podrian deberse a que la piel es la primera
barrera del fruto y puede verse afectada por la radiaciéon o el clima, entre otras cosas, siendo
necesario que posea un sistema antioxidante més eficiente (Alds et al., 2014). Por otro lado, las
frutas inmaduras contienen una cantidad mayor de acido ascorbico, pero durante la maduracion
se sintetizan varias enzimas que degradan los fitoconstituyentes, ademas de producirse una
degradacion oxidativa al generarse una serie de radicales libres, viéndose de esta forma reducido
el contenido de Vitamina C (Rekha et al., 2012).

El color de la piel del citrico se ve modificado a medida que el fruto madura (Figura 5), cambiando
de verde a amarillo-anaranjado debido al rapido aumento en la concentracion de carotenoides
(Nam et al., 2021). En los citricos inmaduros el pigmento que predomina es la clorofila (Conesa
et al., 2019), pero conforme la temperatura disminuye en el otofio y la maduracion avanza este
pigmento empieza a degradarse. Esto conduce a la aparicion y acumulacion de nuevos pigmentos,
antes enmascarados por la clorofila, como son los carotenoides y los flavonoides (Casas &
Mallent, 1988), adquiriendo asi el fruto maduro un color amarillo-anaranjado en lugar de verde
(Nam et al., 2021). Por otro lado, los citricos presentan una amplia gama de colores que va desde
el amarillo brillante del limén y el pomelo, al naranja caracteristico de la naranja, mandarina o,
en este caso, de la clementina, y pudiendo adquirir ademas una coloracion mas rojiza en ciertos
casos. Estas diferencias se deben a los cambios cualitativos y cuantitativos que se producen en

los frutos tanto en el contenido en carotenoides como en su distribucion (Alquézar et al., 2008).
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Figura 5. Cambios de color que se producen durante la madurez de dos frutos citricos, la
naranja (Citrus sinensis) y el pomelo (Citrus maxima)



2. OBJETIVOSY PLAN DE TRABAJO

2.1. Objetivo general

El objetivo general de este trabajo fue caracterizar el bagazo que se genera como subproducto
durante la elaboracién industrial de zumo de clementina y conocer como influye el estado de
maduracion de la fruta empleada sobre la composicion quimica y capacidad emulsionante del
bagazo.

2.2. Objetivos especificos

Para llevar a cabo este objetivo general, se plantearon diferentes objetivos especificos:

- Caracterizar la composicion guimica del bagazo procedente de la elaboracion de zumo
de clementinas en dos estados de maduracion diferentes.

- Determinar el contenido en compuestos bioactivos y las propiedades antioxidantes de los
bagazos procedentes de la elaboracion de zumo de clementinas en los dos estados de
maduracion.

- Evaluar la capacidad emulsionante de los bagazos.

- Evaluar la microestructura de las emulsiones desarrolladas con los bagazos.

2.3. Plan de trabajo

Para la consecucidn de los objetivos planteados se establecié el siguiente plan de trabajo:

- Revision de estudios previos sobre el aprovechamiento de subproductos procedentes de
procesado de citricos y su uso en la formulacion de alimentos.

- Determinacion del contenido en humedad, proteinas, fibra dietética total, fibra dietética
soluble y fibra dietética insoluble en los bagazos de mandarina.

- Determinacion del contenido en vitamina C, carotenoides y compuestos fendlicos
solubles y polimerizados en los bagazos.

- Determinacion de la capacidad antioxidante mediante los métodos de DPPH y FRAP en
los bagazos.

- Evaluacion de la capacidad emulsionante en los bagazos de mandarina en los dos estados
de maduracion.

- Caracterizacion de la microestructura de las emulsiones desarrolladas con los bagazos.

- Anadlisis y discusion de los resultados obtenidos.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

El bagazo de clementina estudiado en este trabajo fue proporcionado por la empresa “Zumos
valencianos del mediterraneo S.L.”. Se emple6 bagazo de zumo obtenido de clementinas
procedentes de dos periodos de recoleccién: octubre y abril y, por lo tanto, en dos estados de

maduracion diferentes.

Preparacion del bagazo

Para obtener el polvo a partir del bagazo, en primer lugar, el bagazo se triturd en una picadora
emulsionadora Eurofred (modelo CUP 8 Tr Barcelona, Espafia) durante 10 min. A continuacion,
se seco a 60°C hasta peso constante en una estufa de secado por aire caliente Binder (modelo ED,
Tuttlingen, Germany). El bagazo seco se tritur6 durante 1 min en una Thermomix TM31
(Vorwerk, Wuppertal, Alemania) para obtener un polvo que se envaso a vacio y se almaceno a

temperatura ambiente y en oscuridad en un desecador hasta su uso.

Se obtuvieron 2 polvos diferentes: el b1l procedente de zumo de clementina de la recoleccion de
octubre y, por lo tanto, de clementinas de menor estado de maduracion y el b2 de la recoleccion

de abril, por lo tanto, de clementinas en estado de maduracién mas avanzado.

3.2. Métodos
3.2.1. Determinacién del contenido en humedad

Para determinar la humedad de las muestras b1 y b2 se utilizé el método de secado en estufa a
vacio a 60°C hasta peso constante. Se pesaron aproximadamente 5 g de muestra en cada capsula.

Los célculos se realizaron siguiendo la Ecuacién 1. Cada muestra se analiz6 por triplicado.

P2-P3

Humedad (%) = ——

x 100 (Ec. 1)

Donde:

P1 = Cépsula + arena + varilla (g).
P2 = Cépsula + arena + varilla + muestra himeda (g).

P3 = Cépsula + arena + varilla + muestra seca (g).



3.2.2. Determinacion del contenido en cenizas

Para esta determinacion se pesé aproximadamente 1 g de polvo de bagazo en crisoles que se
llevaron al horno mufla a 550°C durante 8 h. Transcurrido ese tiempo y una vez atemperadas, las
muestras se pesaron en una balanza analitica. El resultado se expres6 como % de cenizas (g de

cenizas en 100 g de muestra). La determinacion se realiz6 por triplicado para cada muestra.

3.2.3. Determinacion del contenido en proteina

Para determinar el contenido proteinico de las muestras, analizando ambas por triplicado, se
utiliz6 el método Kjeldahl. Este método mide el contenido en nitrogeno de una muestra y
mediante el factor de conversion de 6,25 se expresa el resultado en cantidad de proteinas. El

método se divide en tres etapas:

La primera etapa es la de digestion o mineralizacion, para la que se afiadieron a cada tubo de
digestion 3 g aproximadamente de catalizador (K2SO., CuSQOs, Se 10:1:0,1), &cido estearico y
alrededor de 1 g de cada muestra de polvo de bagazo. Se llevaron los tubos a la unidad de digestion
FOSS Tecator™ Basic 8 (Hoganas, Suecia) y se afiadieron 10 mL de H,SO. y 10 mL de H;0..
Tras 1 hy 30 min a 420°C, la disolucién de los tubos adquiri6 un color verde esmeralda, indicando
que se habia producido correctamente la digestion.

La segunda etapa es la de destilacion, para la que se llevaron los tubos al equipo de destilacion
Foss Tecator del modelo KjeltecTM 2200 Auto Distillation (Hogands, Suecia), donde se

alcalinizo la muestra y se recogi6 el amoniaco destilado sobre una cantidad de H3sBOs3 en exceso.

La ultima etapa es la de valoracion, en la que se cuantifico el nitrdgeno amoniacal mediante una
volumetria &cido-base, utilizando HCI 0,1 N e indicador de Tashiro (azul de metileno y rojo de

metilo). Para el calculo del contenido en proteinas se sigui6 la Ecuacion 2.

Vier —Viy)x Nx 14 x F Ec. 2
Proteina bruta = <( Hel b)m )x 100 ( )
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Donde:

Vel = Volumen de HCI (mL) gastados para la muestra.
Vb = Volumen de HCI (mL) gastados para el blanco.
N=0,1.

F=6,25.

M = Peso (mg) de la muestra.

3.2.4. Determinacion del contenido en FDT, FDIy FDS

Para la determinacidn de la fibra dietética total (FDT) y la fibra dietética insoluble (FDI) se siguio6
el método oficial AOAC 991.43. Para ello se emple6 el equipo Fibertec E system® (model
TM1023, Foss Analytical AB, Hoganéds, Suecia) y el Megazyme Total Dietary Fiber Kit (K-
TDFR-200A). La fibra dietética soluble (FDS) se calculé con posterioridad a partir de la fibra
total y la fibra insoluble como se puede ver en la Ecuacion 3.

FDS = FDT — FDI (Ec. 3)

3.2.4.1. Digestién de la muestra

Inicialmente se peso6 por duplicado 1 g de cada una de las muestras en los matraces de fibra y se
afiadieron 40 mL de tampén MES-TRIS (pH 8,2). Para la posterior digestion enzimatica, se
afiadieron primero 50 pL de a-amilasa termoestable y se incubaron las muestras en un bafio a 95-
100°C durante 15 min. A continuacion, se afiadieron 100 pL de proteasa y se volvieron a incubar
las muestras durante 30 min en un bafio con agitacién a 60°C. Después se afiadieron 5 mL de HCI
0,561N, se ajusté el pH a 4.0-4.7 y se adicionaron 300 uL de amiloglucosidasa, volviéndose a
incubar en el bafio con las condiciones anteriores. La muestra digerida se emple6 para la
determinacion de FDT y FDI

3.2.4.2. Fibra dietética total (FDT)

A la muestra digerida, se le adicionaron 225 mL de etanol al 96% y la mezcla se dejé precipitar
durante 1h a 60°C. A continuacion, se colocaron los matraces y los crucibles con el celite en el
equipo de filtracion Fibertec E system®. Cuando las muestras estuvieron filtradas, se realizaron
lavados por duplicado con 15 mL de etanol al 96 %, 15 mL de etanol al 78 % y 15 mL de acetona

y se secaron los crucibles con el residuo obtenido a 103°C durante toda la noche.

De cada muestra, se realizo el proceso en dos crisoles simultaneamente junto con dos crisoles
destinados al blanco. Uno de los crisoles se utilizo para determinar el contenido en cenizas y el

otro crisol se utiliz6 para determinar la cantidad de proteinas. El proceso se realizé tres veces para
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cada una de las muestras. Finalmente, para el célculo de la fibra dietética total se siguieron las

Ecuaciones 4y 5.

B1 + B2
=- 2 - Bprot — Bcen (Ec. 4)
R1+ R2
roF (<) = (2ot Reen 7B ) 140 Ec.5
(100) = M1+ M2 x (Ec. 5)
2

Donde:

B1 = Peso del residuo seco de blanco 1 (mg).

B2 = Peso del residuo seco de blanco 2 (mg).

Borot = Cantidad de proteina (mg) en el blanco.

Bcen = Cantidad de cenizas (mg) en el blanco.

Rprot = Cantidad de proteina (mg) en el residuo de la muestra.
Rcen = Cantidad de cenizas (mg) en el residuo de la muestra.
R1 + R2 = peso (mg) del residuo de los duplicados de muestra.
M1 + M2 = peso (mg) de los duplicados de muestra.

3.2.4.3. Fibra dietética insoluble (FDI)

Tras la digestion de la muestra, se llevaron los crucibles con el celite y los matraces de fibra al
equipo Fibertec E system®. Para esta determinacion, se limpiaron las tapas y las paredes de los
matraces por duplicado con 10 mL de H>O a 70°C para extraer la fibra soluble. Una vez realizado
el filtrado y los lavados con etanol al 96 %, etanol al 78 % y acetona, se llevaron los crucibles a

la estufa a 103°C para que se secara el residuo durante toda la noche.

A partir del residuo seco contenido en los crucibles se determiné la proteina y las cenizas. El
proceso se realizé tres veces para cada una de las muestras y se procedié al calculo de la fibra

insoluble siguiendo también las Ecuaciones 4 y 5.

3.2.5. Determinacion del contenido en vitamina C

Para determinar el contenido en Vitamina C de las muestras de polvo de bagazo de clementina,
se realiz6 una valoracion potenciométrica. Para ello se utiliz6 un titulador automatico (Metrohm
905) con un electrodo de plata. A 50 mL de agua destilada se afiadieron 2 mL de H.SO. (2 mol/L)
y 5 g de muestra, que corresponden a aproximadamente entre 1 y 5 mg de vitamina C. Se

afiadieron 100 mg de yoduro potasico y la mezcla se valoré con cloramina T (0,005 mol/L). Para
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el calculo de los mg de vitamina C, se tuvo en cuenta que cada mL de cloramina T (0,005 mol/L)

correspondia a 0,88 mg de vitamina C. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2.6. Determinacién del contenido en carotenoides

Para determinar el contenido en carotenoides se peso 1 g de los polvos de bagazo de clementina
en botes de 100 mL y se afadieron 50 mL de disolucién de extraccién (hexano:acetona:etanol
50:25:25 + 1 g/L BHT). La mezcla se homogeneiz6 en un Ultraturrax (IKA-Ultraturrax T25
Basic, Staufen, Alemania) a 3.000 rpm durante 30 s, se agitd en un agitador magnético durante
20 min y de nuevo, se homogeneizd en Ultraturrax a 3.000 rpm durante 30 s. Se adicionaron 15
mL de NaCl 10% para separar fases y la mezcla se homogeneiz6 en el Ultraturrax y se someti6 a

agitacion durante 20 min.

La mezcla se vertié en un embudo de decantacion, se adicionaron 10 mL de Na,SO4 2% para
separar fases de nuevo y se descartd la fase acuosa. El proceso de extraccion se repitio dos veces
y la fase orgénica se guardd en un matraz aforado, enrasando posteriormente a 50 mL con hexano.
Se dej6 reposar 3 min y se midio la absorbancia a 450 nm en el espectrofotometro UV-VIS 1000,
CECIL® (Cambridge, Reino Unido).

Se realizd una curva de calibrado de -caroteno en hexano con concentraciones entre 0 y 300

ppm. El blanco se hizo con hexano y las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.2.7. Obtencion de los extractos para la determinacion de los fenoles solubles y de
los fenoles polimerizados

Para obtener el extracto de fenoles solubles se afiadi6 en tubo Falcon 0,5 g de polvo de bagazo y
25 mL de etanol al 96%, se homogeneizaron en Ultraturrax durante 1 min a 12.000 rpm y se
centrifugaron en la centrifuga Sorvall del modelo Super-T21 (Refrigerated Centrifuge, Waltham,
EEUU) a 14.000 rpm durante 20 min a 4°C. El proceso se repitié dos veces. El sobrenadante
obtenido tras cada centrifugacién se guardé y mezcl6 en un matraz aforado, para posteriormente
aforar hasta 100 mL con etanol al 96%. De este proceso, se obtuvo un extracto que se empled
para la determinacion de compuestos fendlicos solubles y su capacidad antioxidante por los
métodos ensayo de eliminacion de radicales 1,1-difenil-2-picrilidracilo (DPPH) y poder

antioxidante de la reduccion férrica (FRAP).

A continuacion, se afiadio a los tubos Falcon anteriores, que contenian el pellet residual de los
extractos solubles, 25 mL de HCI al 1% en etanol al 96% para hidrolizar y solubilizar los
compuestos polimerizados. La mezcla se homogeneiz6 en Ultraturrax durante 1 min a 12.000
rpm, se agitd durante 30 min a 100 rpm en un agitador orbital Rotabit P selecta (Barcelona,

Espafia) y se centrifugd a 14.000 rpm durante 20 min a 20°C. La extraccion se realizd por
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duplicado. El sobrenadante obtenido tras cada centrifugacion se guard6 y mezclé en un matraz
aforado, para posteriormente aforar hasta 100 mL con HCI al 1% en etanol al 96%. El extracto de
fenoles polimerizados se usé para determinar los compuestos fenolicos polimerizados y su
capacidad antioxidante por FRAP.

3.2.8. Determinacion del contenido en fenoles solubles totales (FST)

Se determing el contenido en fenoles solubles totales en los extractos obtenidos segun se explica
en el apartado anterior (3.2.7.). A partir de 1 mL de cada extracto se realizé una dilucion 1:7 en
agua bidestilada, se afadieron 0,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu y se agitd brevemente.
Transcurridos 3 min se adiciond 1 mL de Na,COs saturado (20 %). Finalmente, se agregaron 1,5
mL de agua bidestilada y la mezcla se dejé reposar en oscuridad durante 90 min a temperatura
ambiente. Transcurrido este tiempo se midid la absorbancia a 765 nm un espectrofotdmetro UV-
VIS 1000, CECIL®.

Se realizé una curva de calibrado empleando acido galico en etanol al 96% con puntos entre 0y
100 mg/L. La concentracion se expres6 como mg de acido galico/100 g de muestra en base seca.
Todos los extractos se analizaron por triplicado.

3.2.9. Capacidad antioxidante
3.2.9.1.DPPH

En tubos de ensayo se mezcld 1mL de extracto soluble y 4 mL del reactivo DPPH (40 pg/mL),
preparandose a su vez un blanco con 1 mL de extracto y 4 mL de etanol al 96%. Los tubos se
agitaron en vértex y se guardaron durante 30 min en oscuridad. Transcurrido el tiempo, se midié
la absorbancia a una longitud de onda de 517 nm empleando un espectrofotémetro UV-VIS 1000,
CECIL®.

Se prepar6 con anterioridad una curva patron de Trolox con concentraciones entre 0 y 120 puM,
por lo que a partir de la absorbancia de los extractos se pudo conocer su concentracion,
expresandose los resultados como pumoles de Trolox equivalente/100 g de muestra en base seca.

Se determinaron todos los extractos fenélicos solubles por triplicado.
3.2.9.2.FRAP

En cada cubeta se colocaron 30 pL de agua destilada, 30 pL del extracto (etanol 96 % para el
blanco) y 900 pL de reactivo FRAP. Se incubaron las cubetas durante 30 min en un bafio a 37°C

y se midio la absorbancia a 595 nm empleando un espectrofotémetro UV-VIS 1000, CECIL®.
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La curva de calibrado de Trolox en etanol al 96% se realiz6 con anterioridad con concentraciones
entre 0 y 1.000 uM. Los resultados se expresaron como mg de Trolox equivalente/100 g de

muestra en base seca. El andlisis se realiz6 por triplicado.

3.2.10. Capacidad emulsionante

La capacidad emulsionante proporciona informacion sobre el efecto emulgente que ejerce el
bagazo de clementina y su capacidad para estabilizar una emulsion. Para determinar la propiedad
tecno-funcional capacidad emulsionante, de cada polvo de bagazo se elaboraron 12 emulsiones
aceite en agua (O/W) (Tabla 1) siguiendo el siguiente procedimiento: En primer lugar, el polvo
de bagazo de clementina, a diferentes concentraciones (1%, 2,5% y 5%), se hidrat6 con agua
destilada para obtener diferentes concentraciones de fases acuosas (90%, 75%, 50%, 25%). Estas
fases acuosas se mantuvieron 2 h en agitacion y posteriormente se guardaron a 4°C durante toda
la noche para asegurar una correcta hidratacién del polvo. A continuacién, se prepararon
emulsiones aceite en agua (O/W) con las diferentes fases acuosas. Para preparar la emulsion, la
fase acuosa se someti6 a homogeneizacion a 10.000 rpm empleando un Ultraturrax y el aceite se

fue afadiendo lentamente durante 2 min a la misma.

Tabla 1. Emulsiones con diferente % de bagazo de clementina y proporcion O/W

Bagazo de clementina (%)
o/w 1% 2,5% 5%
10/90 A B C
25/75 D E F
50/50 G H I
75/25 J K L

* A cada emulsidn se le asign6 una letra en funcion de su % de CP y la proporcion
O/W.

Para determinar la capacidad emulsionante, las emulsiones se introdujeron en tubos Falcon y se
centrifugaron (centrifuga Super-T21 de la serie Sorvall, Thermo Scientific™, Waltham, EEUU)
a 9.550 rpm durante 5 min, se dejaron reposar 10 min y se midi6 el volumen total y el de la
emulsion. Para el célculo de la capacidad emulsionante se sigui6 la Ecuacion 6. Las
determinaciones se realizaron por duplicado.

(Ec. 6)

. o EVy
Emulsionabilidad (%) = 7T * 100

Donde:
EV1 = Volumen de emulsion.
VT = Volumen total.
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3.2.11. Microestructura de las emulsiones

Se estudio la microestructura de las emulsiones elaboradas con el polvo de bagazo de clementina
mediante microscopia Optica (LM) en campo claro. Para ello, se tom6 una pequefia porcién de
muestra, se depositd en un portaobjetos concavo de vidrio sin emplear cubre objetos, para evitar
alterar la estructura, y se observo en el microscopio utilizando lentes de objetivo 10x. Las
observaciones por LM se realizaron empleando un microscopio Nikon Eclipse 80i® (Nikon Co.
Ltd., Tokio, Japdn) con una camara incorporada (Exwave HAD, n°® DXC-19, Sony Electronics
Inc., Park Ridge, Nueva Jersey, Estados Unidos). Todas las imagenes fueron capturadas y
almacenadas a 1280 x 1024 pixeles utilizando el software del microscopio (NIS-Element M,

version 4.0, Nikon, Tokio, Japén).

3.2.12. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico de los resultados se llevo a cabo con el programa Statgraphics Centurion
XVII. Se realizaron analisis de la varianza (ANOVA) simples, donde el factor analizado fue el
estado maduracién, para todos los resultados excepto para la capacidad emulsionante, donde se
realizé analisis de la varianza (ANOVA) multifactorial, analizando los factores A: % de bagazo
de clementina, B: Proporcién O/W y C: Estado maduracion. Para determinar las diferencias
significativas entre las muestras se utilizo el Test Turkey de LSD (Least Significant Difference)
a un nivel de significancia del 95%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Contenido en humedad, cenizas y proteinas

En la Tabla 2 se presentan los resultados del contenido en humedad, cenizas y proteinas del polvo
de bagazo de clementina de las recolecciones de octubre (bl) y abril (b2) y, por lo tanto, de

distintos estados de maduracion.

Tabla 2. Resultados de contenido en humedad, cenizas y proteina en polvo de bagazo de
clementina procedente de zumo obtenido de frutos en dos estados de maduracion (b1 y b2). b.h:
base himeda, b.s: base seca.

bl b2
Humedad (g/100 g, b.h) 3,45+0,12% 4,27 +0,30°
Cenizas (9/100g, b.s) 3,75+0,162 3,56 + 0,042
Proteina (g/100 g, b.s) 7,38 +£0,112 9,65 + 0,20°

* Diferentes letras minusculas en superindice en la misma fila indican valores con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,5) para el factor estado de

maduracion.

En cuanto al contenido en humedad, existieron diferencias significativas (p < 0,05) entre las
muestras bl y b2 (Tabla 2). Las muestras en un estado de maduracién méas avanzado presentaron
mayor contenido en humedad probablemente porque hay una mayor proporcién de agua ligada a

estructuras celulares (Cercds et al., 2006).

Los valores de contenido en humedad fueron bastante similares a los obtenidos por Rafiq et al.
(2019) en piel de mandarina (Citrus reticulata Blanco) secada a vacio (3,03 + 0,06 g/100 g) y
secada a 60°C (4,93 + 0,09 g/100 g). Ademas, segun un estudio realizado por Suri et al., 2022, el
contenido en humedad de la piel de la lima (Citrus limetta) secada a vacio fue de 4,40 + 0,21
0/100 g, secada con aire caliente de 5,77 + 0,16 g/100 g y secada en un secador de bandejas de
5,45 £ 0,25 ¢/100 g, asemejandose, también, estos valores a los obtenidos en el presente estudio

para el polvo de bagazo de clementina.

En cuanto al contenido en ceniza no existieron diferencias significativas (p > 0,05) entre las
muestras (Tabla 2). Consultando otros estudios, se ha podido comprobar que los resultados de
contenido en ceniza para el bagazo de citrico seco fueron similares a los obtenidos por Njokweni
et al. (2021) (3,03 ¢/100 g b.s.) y por Tayengwa et al. (2021) (4,90 g/100 g b.s.). A su vez, se
asemejaron a los publicados por Ghanem et al. (2012) para la piel de mandarina (Citrus reticulata
v. tangerine) y naranja (Citrus sinensis v. Thompson navel), y que fueron de 3,966 + 0,012 y 3,46

+ 0,18 ¢g/100 g b.s., respectivamente.
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En relacién con el contenido en proteina, existieron diferencias significativas (p < 0,5) entre las
muestras estudiadas (Tabla 2). La muestra b2, por lo tanto, la de mayor grado de maduracion, fue
la que present6 una mayor cantidad de proteina. Esto esta relacionado con la sintesis de proteinas

enzimaticas que se produce durante la maduracion.

Comparando los valores de proteina obtenidos en este estudio con los encontrados en bibliografia,
cabe destacar que fueron similares a los obtenidos por Ghanem et al. (2012) para la piel de
mandarina (Citrus reticulata v. tangerine) y limoén (Citrus limon v. lunari), siendo estos valores
de 8,6 + 0,5y 5,9+ 1,2 g/100 g b.s., respectivamente. A su vez, también fueron similares a los
publicados por Marin et al. (2007) para la piel (9,1 + 0,4 g/100 g b.s.) y la pulpa (6,6 + 0,3 g/100
g b.s.) de naranja procedente de la industria del zumo y al que mostr6 Barbosa et al., (2018) para
los subproductos citricos de la industria del zumo y que fue de 6,67 + 0,08 g/100g b.s.

4.2. Contenido en fibra dietética total, insoluble y soluble

La Tabla 3 presenta los contenidos promedio de fibra dietética total (FDT), fibra dietética
insoluble (FDI) y fibra dietética soluble (FDS) de las dos muestras de polvo de bagazo de

clementina (b1 y b2).

Tabla 3. Valores de fibra dietética total (FDT), fibra dietética insoluble (FDI) y fibra dietética
soluble (FDS) en polvo de bagazo de clementina procedente de zumo obtenido de frutos en dos

estados de maduracion (b1 y b2). b.s.: base seca.

bl b2
FDT (g/100 g, b.s.) 48,6 +0,8° 36,6 + 2,0°
FDI (g/100 g, b.s.) 43,9 £2,9 29,6 +2,8°
FDS (g/100 g, b.s.) 471 7,04

* Diferentes letras mindsculas en superindice en la misma fila indican valores con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,5) para el factor estado de

maduracion.

En cuanto al contenido en FDT y FDI existieron diferencias significativas (p < 0,5) entre las
muestras estudiadas (Tabla 3), siendo la muestra b2 la que present6 el menor contenido y la b1 el
mayor. El avance del estado de maduracién produjo una disminucion en el contenido en FDT y
FDI. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Larrauri et al. (1997), en su trabajo sobre
fibra de pomelo: el contenido disminuy6 significativamente con el avance de la maduracion.
Mahattanatawee et al., (2006) también observaron que la papaya inmadura presentaba niveles
mas altos de FDT. A medida que el fruto madura hay una disminucion de practicamente todas las
fracciones de polisacaridos; por ejemplo, la piel del citrico maduro tiene menor cantidad de

celulosa (Muramatsu et al., 1999), disminuyendo de esta forma la fraccion de FDT y FDI. Los
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resultados de FDS se obtuvieron a partir de la diferencia entre los valores de FDT y de FDI, siendo

la muestra b2 la que presenté un mayor contenido en fibra soluble y la b1 un menor contenido.

Los cambios producidos en estas fracciones se deben a procesos enzimaticos que ocurren durante
la maduracién de los frutos; disminuye la FDT, ya que existen celulasas, hemicelulasas y
pectinasas que degradan la fibra convirtiéndola en polisacaridos de cadena més corta (Dong et al.,
2009).

En cuanto a los resultados obtenidos en otros trabajos, Rincon et al. (2005) obtuvieron valores de
fibra en polvo de piel de mandarina, semejantes a los presentados en este trabajo, concretamente,
los valores fueron de 52,89 + 0,02 g/100 g b.s. para la FDT, de 51,66 + 0,02 ¢/100 g b.s. para la
FDIy de 1,23 £ 0,01 g/100 g b.s. para la FDS. Los valores de FDT, FDI y FDS publicados por
Figuerola et al. (2005) para el bagazo de naranja Valencia, fueron de 64,3 £ 0,3, 54,0 £ 0,23 y
10,28 + 0,3 g/100 g b.s, respectivamente. La pulpa de naranja contiene pectina que constituye
aproximadamente un 6% de la FDT (Mahattanatawee et al., 2006). La pectina podria estar
presente tanto de forma soluble como insoluble (Thompson & Brick, 2016), pero en la naranja la
mayor parte se encuentra en forma insoluble (Klavons et al., 1994). Esto podria explicar que los
valores de FDI sean, en general, elevados en el bagazo de clementina y superiores a los de la FDS.
Romero-Lopez et al. (2011) publicaron en su estudio unos valores de fibra del bagazo de naranja
bastante similares a los obtenidos en este estudio, siendo el contenido en FDT de 41,5 + 0.0 g/100
g b.s,en FDI de 22,9 + 0.6 g/100 b.s y en FDS de 18,6 £ 0,8 g/100 g b.s.

4.3. Contenido en Vitamina C

La Tabla 4 muestra los valores de vitamina C obtenidos en las dos muestras estudiadas. No
existieron diferencias significativas (p > 0,05) entre las muestras. A medida que el fruto madura,
el contenido en &cido ascorbico disminuye en la pulpa, pero, en cambio, aumenta en la piel y en
las semillas del citrico (Costanzo et al., 2022). Esto explica que no se produzcan variaciones en
el contenido en vitamina C entre las muestras de bagazo a pesar de presentar diferente estado de

maduracion.

Tabla 4. Resultados de contenido en Vitamina C, expresados como mg/100 g en b.s. (base
seca), en polvo de bagazo de clementina procedente de zumo obtenido de frutos en dos estados

de maduracion (bl y b2).

bl b2

Vitamina C

a a
(mg/100 g, b.s) 20,30 + 2,02 22,15+1,72
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* Diferentes letras minusculas en superindice en la misma fila indican valores con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,5) para el factor estado de

maduracion.

Los valores obtenidos en este trabajo son similares a los encontrados en otros estudios de frutos
citricos. El valor de contenido en vitamina C publicado por Ani & Abel (2018) para el extracto
de piel de pomelo (Citrus maxima) maduro fue de 19,34 + 3,75 mg/100 g b.s., valor bastante
parecido al obtenido para las muestras de este trabajo.

4.4. Contenido en carotenoides

Los resultados del contenido en carotenoides en el polvo de bagazo de clementina procedente de

zumo obtenido de frutos en dos estados de maduracion (b1 y b2) se exponen en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de contenido en carotenoides en bagazo de clementina procedente de zumo
obtenido de frutos en dos estados de maduracion (b1 y b2) expresados en mg -caroteno/100 g

en b.s. (base seca).

bl b2
10,9 £ 0,5% 49,9+0,8

Carotenoides
(mg B-caroteno/100 g b.s)

* Diferentes letras mindsculas en superindice en la misma fila indican valores con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,5) para el factor estado de

maduracion.

Se encontraron diferencias significativas (p < 0,05) entre las dos muestras estudiadas. EI mayor
contenido en carotenoides lo presentd la muestra b2, es decir, el polvo de bagazo de clementina
recolectada en un estado de maduracién mayor y el mas bajo la muestra bl, o bagazo de
clementina recolectada en un estado temprano de maduracion. La coloracion es un indicador
fenotipico critico de la maduracion de los citricos y se debe principalmente a la gran acumulacion
de carotenoides, de forma que a medida que avanza la maduracion aumenta el contenido de dicho
pigmento (Lu et al., 2021).

Xu et al. (2006) en su trabajo sobre piel de naranja (C.sinensis (L.) Osbeck) obtuvieron resultados
de contenido en carotenoides de 15,16 mg p-caroteno /100 g b.s, resultado inferior al obtenido en
el presente estudio. Wang et al. (2008) determinaron también el contenido de carotenoides de la
piel de naranja (C. sinensis (L.) Osbeck) y obtuvieron un valor de 44,5 + 0,8 mg/100 g b.s., valor
similar al de la muestra b2, o polvo de bagazo de clementina recolectada en un estado de

maduracién avanzado.
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4.5. Contenido de fenoles totales

Los valores obtenidos del contenido en compuestos fendlicos solubles y polimerizados en el
polvo de bagazo de clementina procedente de zumo obtenido de frutos en dos estados de

maduracion (b1 y b2) se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Contenido en compuestos fendlicos en el polvo de bagazo de clementina procedente de
zumo obtenido de frutos en dos estados de maduracion (b1 y b2), expresados en b.s. (base seca).

bl b2

Solubles
(mg de &cido gélico/100g, b.s)
Polimerizados
(mg de acido galico/100g, b.s)

7149 + 13,4% 870,7 £ 9,4°

554,7 + 41,12 859,8 + 13,5°

* Diferentes letras minusculas en superindice en la misma fila indican valores con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,5) para el factor estado de

maduracion.

La muestra b2, de mayor estado de maduracidn, presentd una cantidad significativamente
mayor (p < 0,05) en compuestos fendlicos, tanto solubles como polimerizados. Segln
estudios como los de Costanzo et al. (2022) sobre el efecto de la maduracion en bagazo de
mandarina, el contenido en compuestos fenolicos disminuyo en la piel de los frutos maduros,
se mantuvo constante en la pulpa y aumento notablemente en las semillas durante el avance
de la madurez. Esto podria explicar los resultados obtenidos ya que las semillas fueron unos

de los componentes del bagazo de clementina estudiado en este trabajo.

En el estudio realizado por Barbosa et al. (2018) se determind la cantidad de fenoles en los
subproductos de limon persa (Citrus latifolia) y naranja (Citrus sinensis) obtenidos tras el
procesamiento industrial para la obtencion de zumo. Se concluy6 que los subproductos
contenian 386 + 23 mg de &cido galico/100 g b.s. En el estudio realizado por Sun et al. (2013)
en mandarina Ponkan, los valores obtenidos fueron de 284,84 + 7,64 mg/100 g b.s. para la
fraccion soluble y de 94,54 + 1,57 mg/100 g b.s. para la fraccion polimerizada, siendo todos

estos valores inferiores a los obtenidos en este trabajo.

4.6. Capacidad antioxidante

Los resultados obtenidos de capacidad antioxidante asociada a las dos fracciones de los
compuestos fendlicos del polvo de bagazo de clementina procedente de zumo obtenido de

frutos en dos estados de maduracion (bly b2) se muestran en la Figura 6.
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Figura 6. Capacidad antioxidante en los extractos de fenoles solubles obtenida por DPPH
(A) y de los fenoles solubles y polimerizados (B) obtenida por FRAP expresados en b.s.
(base seca).

* Diferentes letras mindsculas en columnas del mismo color indican valores con
diferencias estadisticamente significativas (p < 0,5) para el factor estado de

maduracion.

Los resultados obtenidos en la fraccion de fenoles solubles, tanto por DPPH como por FRAP,
y para la fraccion de fenoles polimerizados por FRAP mostraron diferencias significativas
(p < 0,05) entre las dos muestras estudiadas, siendo la muestra b2 (bagazo mas maduro) la

que presentd los mayores valores.

Los polifenoles y el é&cido ascérbico son los principales contribuyentes a la actividad
antioxidante total en vegetales y frutas (Mansour, 2019), por lo que al relacionarse estos
resultados con los expuestos en los apartados 4.1.3. y 4.1.5. se ve que la tendencia que se
sigue para la capacidad antioxidante tanto en la fraccién soluble como en la polimerizada es

la misma que para los fenoles totales y la vitamina C.

4.7. Capacidad emulsionante

En la Figura 7 se puede observar una representacion grafica de la capacidad emulsionante (%) de
todas las emulsiones (A, B, C, D, E, F G, H, I, J, K, L) que se elaboraron utilizando los bagazos
de clementina b1y b2.
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Figura 7. Capacidad emulsionante (%) del polvo de bagazo de clementina procedente de zumo
obtenido de frutos en dos estados de maduracion (b1 y b2). Emulsion (O/W-%bagazo): A
(10/90-1); B (10/90-2,5); C (10/90-5); D (25/25-1); E (25/75-2,5); F (25/75-5); G (50/50-1); H
(50/50-2,5); 1 (50/50-5); J (75/25-1); K (75/25-2,5); L (75/25-5)
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Figura 8. Grafico de interacciones obtenido al hacer Anova multifactorial en Statgraphics, en
el que se muestra la capacidad emulsionante promedio en cada combinacion de los factores
Proporcion O/W (B) y % de bagazo de clementina (A). Eje Y: Emulsionabilidad; Eje X:
Proporcién O/W; Emulsiones A, B, C, D, E, F, G, H, I, J, K, L.

Al hacerse el analisis de la varianza (ANOVA) multifactorial se vio que los tres efectos
principales son estadisticamente significativos, asi como la interaccion triple ABC y la interaccion

doble entre los factores % de bagazo (A) y Proporcion O/W (B) (Figura 8).

Como se puede observar en la Figura 7, cuando la proporcion de la emulsion fue de 10/90 O/W,
al aumentar el porcentaje de bagazo de un 1% a un 5% si hubo un incremento importante de la
capacidad emulsionante. Ademas, existen diferencias significativas entre los valores de capacidad
emulsionante de las emulsiones A, B y C como puede verse en la Figura 8. En las 25/75, con una

proporcién de bagazo del 2,5% ya se alcanzaron valores elevados de capacidad emulsionante, no
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existiendo diferencias entre las emulsiones E y F. En las emulsiones 50/50 no influy6 la cantidad
de bagazo empleada y no existen diferencias entre las emulsiones G, H e I. En las 75/25 el
aumento en la proporcion de bagazo produjo un descenso importante de la capacidad
emulsionante, siendo la capacidad emulsionante mayor con el uso de bagazo al 1% y no habiendo
diferencias entre las emulsiones K y L, es decir, entre el uso de bagazo al 2,5% y al 5%

respectivamente.

De forma general, en las emulsiones con bajas concentraciones de aceite el aumento en el
porcentaje de bagazo produjo un incremento de la capacidad emulsionante, sin embargo, en las
emulsiones con alto contenido en aceite el aumento de bagazo produjo un descenso en esta
propiedad tecno-funcional. La emulsion O/W mas emulsionada por el bagazo fue la de proporcion

10/90 y con un 5% de bagazo.

4.8. Microestructura

El estudio de la microestructura de las diferentes emulsiones permitié observar la forma de los
glébulos de aceite y localizar la ubicacion del bagazo en la emulsion. Esta informacién puede
ayudar a comprender el efecto estructurante (estabilizante o emulgente) del bagazo en la emulsién
y, en general, como influye en la estabilidad del sistema. En la Figura 9, se pueden observar, por
microscopia dptica de campo claro, las emulsiones realizadas utilizando el bagazo de clementinas
menos maduras, es decir, de la recoleccion de octubre (Al, B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1, I1, J1,
J1, L1) y en la Figura 10 el de las de maduracién mas avanzada, de la recoleccion de abril (A2,
B2, C2,D2,E2, F2, G2, H2, 12, J2, K2, L2).
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Figura 9. Imagenes de microscopia en campo claro de las emulsiones obtenidas utilizando el
polvo de bagazo de clementina de octubre bl (A1, B1, C1, D1, E1, F1, G1, H1, 11, J1, J1, L1).
Aumentos 10x. Emulsion (O/W-%bagazo): A (10/90-1); B (10/90-2,5); C (10/90-5); D (25/25-
1); E (25/75-2,5); F (25/75-5); G (50/50-1); H (50/50-2,5); I (50/50-5); J (75/25-1); K (75/25-

2,5); L (75/25-5)
En las emulsiones elaboradas con el polvo de bagazo bl y con baja concentracion de aceite, es
decir, con una proporcion de 10/90 (Figuras 9 Al, B1y C1) y 25/75 O/W (Figuras 9 D1, E1y
F1), se pudo observar que al aumentar la proporcion de polvo de bagazo mejoraba la estabilidad
de la emulsién. Estas emulsiones presentaron glébulos pequefios, homogéneos y bien definidos.
En general, el bagazo parecid reforzar la fase continua que soporta a los glébulos, probablemente
aportandole consistencia a dicha fase. Algunos glébulos se observaron rodeados de bagazo, por
lo que, es posible que este ejerciera, ademas de un efecto estabilizante, un efecto emulgente. El
efecto estructurante del bagazo en estas emulsiones probablemente sea una combinacion de efecto
emulgente y estabilizante. En las emulsiones elaboradas con una proporcién de 50/50 O/W
(Figuras 9 G1, H1 e I11) la mayor proporcion de bagazo no influy6 en la estabilidad de la emulsion.

Al aumentar la cantidad de aceite, llegando a una proporcion de 75/25 O/W (Figuras 9 J1, K1y
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L1), el aumento de bagazo no favorecio la estabilidad del sistema, observandose en estas

emulsiones gran proporcion de grasa libre.

Figura 10. Imégenes de microscopia en campo claro de las emulsiones obtenidas utilizando el
polvo de bagazo de clementina de abril b2 (A2, B2, C2, D2, E2, F2, G2, H2, 12, J2, K2, L2).
Aumentos 10x. Emulsion (O/W-%bagazo): A (10/90-1); B (10/90-2,5); C (10/90-5); D (25/25-
1); E (25/75-2,5); F (25/75-5); G (50/50-1); H (50/50-2,5); | (50/50-5); J (75/25-1); K (75/25-
2,5); L (75/25-5)

En relacién con las emulsiones que contienen el polvo de bagazo b2, procedente de clementinas
en mayor estado de maduracién, como en las emulsiones anteriores, se observé un mayor efecto
estructurante del bagazo a bajas concentraciones de aceite (10/90 (Figuras 10 A2, B2y C2) y
25/75 O/W (Figuras 10 D2, E2 y F2) y a mayor proporcion de polvo de bagazo empleado. En
estas emulsiones se apreciaron glébulos de tamafio mas pequefio y homogéneos. Se aprecid
bagazo disuelto en la fase continua, probable este bagazo procedente de clementinas mas maduras
tenga una mayor solubilidad en agua que el bl. También se apreciaron en estas emulsiones
glébulos de aceite rodeados por bagazo. El polvo de bagazo b2 probablemente presente un efecto

emulgente. En las emulsiones con proporciones de 50/50 O/W (Figuras 10 G2, H2 e 12), no se
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aprecio un efecto estructurante con el aumento de bagazo. Cuando la concentracion de aceite fue
mayor (Figuras 10 J2, K2 y L2), la emulsidn se observo desestructurada incluso con proporciones
de bagazo del 5%.

5. CONCLUSION

El estado de maduracion de la fruta clementina afecta a las propiedades nutricionales del bagazo.
Cuanto méas avanzado es el estado de maduracion mayor es el contenido en proteina, fibra
dietética soluble, carotenoides, compuestos fendlicos y capacidad antioxidante. En cuanto al

contenido en vitamina C del bagazo, el estado de maduracion de la fruta no parece influir.

El bagazo de clementina presenta capacidad estructurante de emulsiones; sin embargo, el estado
de maduracién de la fruta no parece influir en esta propiedad tecno-funcional. El bagazo de
clementina presenta capacidad emulgente y estabilizante en emulsiones O/W de bajo contenido
en aceite (10/90 y 25/75); esta capacidad se ve favorecida al aumentar la concentracion de bagazo
en la fase acuosa de la emulsién. El uso de bagazo de clementina para la estructuracion de
emulsiones podria ser interesante en la industria alimentaria, ya que supone una fuente importante

de fibra dietética, tiene un alto contenido en compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.
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7. ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE
DESARROLLO SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

El uso de bagazo de clementina, un subproducto de la industria alimentaria, como nuevo
ingrediente en la produccién de alimentos puede contribuir significativamente a varios de los
Objetivos de Desarrollo Sostenibles (ODS) establecidos por la ONU.

Obijetivos de desarrollo sostenibles Alto | Medio | Bajo | No procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X
ODS 3. Salud y bienestar X
ODS 4. Educacion de calidad
ODS 5. Igualdad de género

ODS 6. Agua limpia y saneamiento

X| X| X| X

ODS 7. Energia asequible y no contaminante

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento econémico | X

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras X
ODS 10. Reduccién de las desigualdades X

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles X

ODS 12. Produccion y consumo responsables X
ODS 13. Accién por el clima X
ODS 14. Vida submarina X

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X

ODS 16. Paz, justicia e instituciones solidas X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos X

En cuanto a los ODS con un grado de relacion mas alto con el presente trabajo destacan:
ODS 2 — Hambre cero

Al incorporar el bagazo como ingrediente se fabricarian alimentos de mayor calidad nutricional
al ser este subproducto una buena fuente de fibra, ademés de la reduccion del coste de fabricacion
que supondria su utilizacion en la industria alimentaria, haciendo que estos alimentos sean méas

accesibles y ayudando a combatir el hambre y la malnutricion.
ODS 3 - Salud y bienestar

Al producir alimentos nuevos a partir de este subproducto, pueden crearse opciones de alimentos
maés saludables y sostenibles por tener fibra, un elevado contenido en compuestos bioactivos y

poseer propiedades antioxidantes.
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ODS 8 — Trabajo decente y crecimiento econdémico

La incorporacion del bagazo de clementina en la industria como nuevo ingrediente podria crear
nuevas oportunidades de trabajo, promoviendo por tanto el crecimiento econémico, ademas de
alentar el desarrollo empresarial. Los productores de clementina aumentarian sus ingresos al
comenzar a utilizarse una parte de la fruta que de otra forma simplemente se desecharia, por lo

que mejorarian sus condiciones de trabajo.
ODS 9 — Industria, Innovacion e Infraestructuras

El uso de bagazo en la industria alimentaria para producir nuevos alimentos promueve la
innovacion y la investigacion. Se promueve la busqueda de nuevas tecnologias e ingredientes para
producir alimentos mas saludables, nutritivos y sostenibles, mejorandose los procesos de

produccion.
ODS 12 - Produccion y consumo responsables

Al utilizarse el bagazo de clementina y darle utilidad a un subproducto que de otra forma
supondria un problema grave de contaminacién se promueve la produccion y el consumo
responsable, reduciéndose asi el desperdicio de alimentos y fomentandose el uso sostenible de los

recursos.

En conclusion, el uso de bagazo de clementina en la industria alimentaria contribuye como se ha
visto a lograr varios de los Objetivos de Desarrollo Sostenibles (ODS) establecidos por la ONU,
creando productos mas nutritivos y sostenibles y fomentandose la innovacién y el desarrollo

economico.
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