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MORA'Y FRESA LIOFILIZADA.

RESUMEN

Dentro de las frutas, la moray la fresa, se consideran una importante fuente de compuestos
fendlicos y otras sustancias antioxidantes. En este sentido, son ampliamente conocidas sus
propiedades beneficiosas para promover la salud, jugando un papel esencial en la prevencion
de ciertas enfermedades relacionadas con el dafio oxidativo. Se han demostrado muchas
propiedades beneficiosas de los polifenoles, como su actividad antioxidante, antiinflamatoria o
anticarcinogénica, entre otras. Sin embargo, ambas frutas son un recurso marcado por la
estacionalidad de su cultivo y por una escasa vida util, asociado a su alto contenido en agua, lo
cual limita su disponibilidad. Con el fin de aumentar la vida util, la industria agroalimentaria
aplica tecnologias que permiten obtener alimentos en polvo de gran calidad, como es el caso de
la liofilizacion. El uso de estas frutas en su forma liofilizada podria ser una buena estrategia para
la obtencién de alimentos funcionales ricos en compuestos antioxidantes. En este estudio se ha
evaluado el efecto de la liofilizacion y de la adicién de goma arabiga (1,2%) sobre los principales
compuestos bioactivos (fenoles y carotenoides) y la actividad antioxidante de fresa y mora. Los
resultados mostraron que la liofilizacién parece una buena alternativa para obtener un producto
en polvo con un alto contenido en compuestos bioactivos. La mora presentd mayor contenido
en compuestos bioactivos que la fresa, asi como una mayor actividad antioxidante. En la fresa
el procesado no ocasiond cambios significativos en el contenido en fitoquimicos, mientras que
en la mora se produjeron pérdidas en los fenoles. En general, la incorporaciéon de goma ardbiga
como aditivo tecnoldgico favorecio la estabilidad de los fitoquimicos estudiados, demostrando
su accion encapsulante y protectora, y mejorando la actividad antioxidantes de los productos en
polvo. Por otra parte, se realizaron ensayos in vitro de citotoxidad en una linea celular de
macrofagos murinos y se evalud la inhibicidn de la produccidon de éxido nitrico en extractos
hidrofilicos de mora y fresa liofilizadas con y sin goma arabiga. Se observd que los extractos sin
este soluto presentaban actividad inhibidora de la producciéon de o6xido nitrico, pero esta
actividad no se observaba en los extractos de las muestras con goma arabiga.
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ABSTRACT

Amongst the fruits, mulberry and strawberry are considered an important source of phenolic
compounds and other antioxidants. In this sense, they are widely known for their beneficial
health attributes, they play an essential role in preventing some specific diseases related with
oxidative damage. These fruits have shown many beneficial properties due to the presence of
polyphenols as antioxidants, anti-inflammtory or anticarcinogenic activity amongst others.
However, both fruits are a resource marked by the seasonality of their cultivation and their short
shelf life, associated with its high water content which limits their availability. In order to
increase the shelf life, the food industry applies technologies to obtain high quality food powder,
such as freeze drying. The use of these freeze dried fruits may be a good strategy to obtain
functional foods rich in antioxidant compounds. This study has evaluated the effect of freeze
drying and the addition of arabic gum (1.2%) on the main bioactive compounds (phenols and
carotenoids) and antioxidant activity of strawberry and mulberry. The results show that freeze
drying appears to be a good alternative to obtain a powder product with a high content of
bioactive compounds. Mulberry had higher content of bioactive compounds and antioxidant
activity than strawberry. Processing the strawberry didn’t caused significant changes in the
phytochemical content, while in the blackberry caused losses in phenols. In general, the addition
of arabic gum as technological additive favored stability of the studied phytochemicals, showing
encapsulant and protective action, and improving the antioxidant activity of the product
powder. Moreover, in vitro cytotoxicity assays were performed in a murine macrophage cell line
and the inhibition of nitric oxide production in hydrophilic extracts of mulberry and strawberry
freeze-dried with and without solutes was evaluated. We observe that solute-free extract
showed inhibitory activity of nitric oxide production, but this activity was not observed in the
extracts of the samples with Arabic gum.

KEY WORDS: strawberry, mulberry, freeze drying, arabic gum, phytochemicals, anti-
inflammatory, antioxidant activity.
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1. INTRODUCCION

Las frutas suponen uno de los alimentos mdas importantes para mantener una dieta
equilibrada. Su consumo nos aporta nutrientes esenciales y sustancias fitoquimicas, llamadas
también compuestos bioactivos. Estos compuestos se encuentran en pequefias cantidades en
algunos alimentos y carecen de valor nutritivo, confiriendo a las frutas distintas propiedades
organolépticas (Nile y Park, 2014). Su importancia radica en que ejercen un efecto beneficioso
para la salud, debido a la relacién que existe entre su capacidad antioxidante y la prevencién de
enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de cancer (Giampieri et al., 2012).

En relacién al afio 2013, el consumo de frutas se ha reducido alrededor de un 2,2% a nivel
nacional (MAGRAMA, 2013). Dada la situacion, se plantea la necesidad de establecer campanas
para incentivar el consumo de frutas y verduras. Uno de los ejemplos mas actuales son las
campafias de “cinco al dia” o mediante “fruta y verdura de aqui y ahora” (MAGRAMA, 2014).En
cambio, los frutos rojos estan ganando popularidad en el mercado europeo debido a su sabor,
su atractivo fisico y a las interesantes propiedades saludables que poseen. Por ello su cultivo y
demanda se esta incrementando cada vez mds. Un ejemplo de ello es Noruega, tal y como
detallé BAMA en el simposio “Fresh and Life”el consumo ha aumentado un 45% respecto al aifio
2012, de tal forma que el 30% de la poblacién consume estos frutos a la semana (FEPEX, 2015)

El motivo del aumento del consumo de frutos rojos se debe en gran medida al conocimiento
por parte de los consumidores de los beneficios que aportan estas frutas. Diferentes estudios
describen que dichos frutos poseen una gran capacidad antioxidante que ayuda a combatir el
estrés oxidativo y la inflamacién, previniendo asi el desarrollo de numerosas enfermedades
cardiovasculares y canceres (Stoner et al., 2008; Aqil et al., 2012). Las reacciones quimicas de
oxidacion (pérdida electrones, captacién de oxigeno o cesién de hidrogeno) y reduccion
(captacién electrones o pérdida oxigeno) se producen constantemente en nuestro organismo.
Es necesario que haya un correcto equilibrio entre oxidacién-reduccion pues en caso contrario
podria dar lugar a una produccién incontrolada de radicales libres (Elejalde, 2001). Un radical
libre es una especie quimica con uno o mas electrones desapareados, su estructura es inestable
y reactiva por lo que pueden daifar las moléculas del cuerpo humano y alterar algunos procesos
celulares, produciendo un desequilibrio y por tanto estrés oxidativo (Kaur y Kapoor, 2001;
Gawlik-Dziki, 2012). Para contrarrestar esta excesiva produccién de radicales libres, el
organismo cuenta con un sistema de defensa antioxidante celular que comprende antioxidantes
enddgenos. La funcion de los antioxidantes es anular la reactividad de radicales libres. Sin
embargo en ocasiones no son suficiente los propios antioxidantes enddgenos por lo que es
necesario suministrar antioxidantes exdgenos a través de la dieta (Avello y Suwalsky, 2006). Por
este motivo los frutos rojos tienen un papel esencial ya que poseen compuestos bioactivos con
una gran capacidad antioxidante (Costa et al., 2013).

Las fresas (Fragaria x ananassa Duch) son uno de los frutos rojos mas consumidos y mas
populares que existen. La fresa es rica en micronutrientes como la vitamina C y componentes
fitoquimicos como los compuestos fendlicos (Pineli et al., 2011). Estos compuestos tienen un
especial interés ya que influyen en la calidad organoléptica y en propiedades beneficiosas para
la salud. Su contenido esta influenciado por diversos factores tales como el genotipo, el grado



de madurez, factores ambientales y condiciones de almacenamiento (Pinto et al., 2008; Hernanz
et al., 2007; Ayala-Zavala et al., 2004; Cordenunsi et al., 2002). Uno de los compuestos fendlicos
mas importantes en las fresas son las antocianinas, se trata de un grupo de pigmentos solubles
en agua con propiedades antioxidantes responsables del atractivo color rojo de las fresas. Las
principales antocianinas presenten son pelargonidin-3-glucoside y cyanindin-3-glucoside
(Crecente-Campo et al., 2012). Esta actividad antioxidante de las antocianinas ha sido
demostrada en varios estudios y se ha demostrado que ayudan a reducir el riesgo de
enfermedades cardiovasculares y canceres por poseer propiedades antioxidantes, anti-
inflamatorias y quimioprotectores (Meiers et al., 2001; Bagchi et al., 2004). Ademas de
antocianinas, las fresas contienen taninos hidrosolubles (elagitaninos) y taninos condensados
(proantocianinas). Otros compuestos fendlicos presentes en concentraciones mas bajas en las
fresas son los acidos hidroxibenzoicos (acido galico y eldgico), acidos hidroxicindmicos (p-
cumarico), flavonoles (quercetina, kaempferol y myricetina), flavan-3-ols (catequina,
epicatequina) (Aaby et al., 2012). El 4cido eldgico tiene un interés particular debido a la evidencia
de su potencial quimiopreventivo, anti-inflamatorio, antioxidante y efectos antibacterianos. Por
otro lado, el acido gélico se considera un potente antioxidante siendo su actividad antioxidante
tres veces la de la vitamina C o E, aunque se encuentra en concentraciones muy bajas (Nile y
Park, 2014).

Las moras (Morus spp., familia Moraceae) se encuentran en zonas que tienen un clima
tropical, subtropical y templado (Yu et al., 2013). Existen varias especies del género Morus,
siendo las mds conocidas morera blanca (Morus alba L.), morera negra (Morus nigra L.) y la
morera roja (Morus rubra L). Las moreras se cultivaban por sus hojas, ya que servian como
alimentos para los gusanos de seda (Vijayan, 2010). Sin embargo, cada vez se consumen mas sus
frutos y su produccién ha aumentado debido a su sabor, aroma, valor nutritivo y contenido de
compuestos bioactivos que presenta (Liang et al., 2012). En este sentido las moras son una
fuente rica de acidos organicos y compuestos monoterpénicos, siendo los grupos mayoritarios
de compuestos bioactivos encontrados en las moras. Dentro del grupo de compuestos fendlicos,
las clases mas importantes son flavonoles (rutina, quercetina, hiperdsido) y antocianinas,
seguido por los acidos cinamicos (clorogénico, cumadrico, ferulico), catequinas y acidos benzoicos
(acido gdlico y elagico) (Donno et al., 2015). Estos compuestos, estan relacionados con los
efectos positivos que aportan en la salud de quien los consume, especialmente en personas con
diabetes. En este sentido, estudios In vitro e In vivo demostraron que la mora tiene actividad
inhibidora de la a-glucosidasa reduciendo asi los niveles de glucosa en sangre (Wang et al.,
2013). Ademas, se ha demostrado mediante estudios in vitro que estos compuestos tienen un
efecto antiinflamatorio. Dicho efecto varia segun el contenido y el tipo de compuesto fendlico
mayoritario que presente la fruta. De entre todos ellos, las antocianinas fueron los que
presentaron mayor actividad antiinflamatoria (Wang y Mazza, 2002; Ling y Tang, 2008).

De esta forma, las fresas y las moras pueden tratarse de un claro ejemplo de alimentos
funcionales debido a que son alimentos que se consumen como parte de una dieta normal y
contienen componentes bioldgicamente activos, ofreciendo beneficios para la salud y
reduciendo el riesgo de sufrir enfermedades (Calvo et al., 2011). No obstante, su corta vida util
y estacionalidad dificulta en gran medida el consumo de estas frutas durante todo el afio,
ademas las condiciones de almacenamiento y distribucién adversas hacen a los compuestos



bioactivos vulnerables a la degradacion, causando una reducciéon en su funcionalidad vy
disponibilidad (Garti y McClements, 2012).

La extraccidn, encapsulacién de compuestos bioactivos y elaboraciéon de nutracéuticos
puede ser una posible solucién a dicho problema. Los procesos de encapsulacidon han sido
utilizados como respuesta a la pérdida de viabilidad de aquellos componentes activos que se
encuentran en los alimentos funcionales, teniendo como objetivo protegerlos de las condiciones
del medio el cual hace que disminuya su efecto beneficioso. Dicho proceso consiste en proteger
un material activo que puede estar en estado sélido, liquido o gas, cubriéndolos con un agente
encapsulante (Madene et al., 2006). La encapsulacidn es una de las técnicas mas utilizadas para
la elaboracién de alimentos funcionales y nutraceuticos, por lo que su uso e investigacién ha
aumentado en estos Ultimos afios (Gouin, 2004). Estos productos son elaborados a partir de
alimentos que combinan la idea de alimentos o nutriente con la de producto farmacéutico y
poseen cierta capacidad curativa o beneficiosa en la salud, incluyendo la prevenciéon y el
tratamiento de enfermedades. Existe una diferencia entre alimentos y medicamentos. Sin
embargo, cada vez es mas claro que también es posible obtener productos con efectos
beneficiosos para prevenir enfermedades a través de los alimentos (Calvo et al., 2011). Es
posible obtener nutracéuticos extrayendo los compuestos bioactivos de las frutas. Mediante la
extraccidn es posible aislar dichos compuestos solubles de su material vegetal en diferentes
disolventes. Dicha extraccién parece dependiente del tipo de disolvente utilizado y de su
polaridad, por ello resulta un elemento clave para lograr una extraccion eficaz. Diversos autores
han utilizado varios disolventes para la extraccién de compuestos bioactivos, como por ejemplo
los compuestos fendlicos de frutas y verduras. Los mas utilizados han sido agua, metanol, etanol,
acetona y sus mezclas con agua (Michiels et al., 2012; Nack y Shahidi, 2006)

Estos nutracéuticos tienen numerosos efectos terapéuticos para quien los consumen, tales
como efectos antiobesidad, cardiovasculares, efectos antidiabéticos, mejora inmunoldgica y
anti-inflamatorias (Kuppusamy et al., 2014). Dichos productos son comercializados en forma de
pildoras, pastillas, capsulas o polvo para el consumo humano como complemento nutricional
(Cruzado y Cedrodn, 2012).

Una de las opciones para la elaboracion de nutracéuticos es emplear la técnica de
liofilizacién. Durante la liofilizacidn, el producto se congela convirtiendo la mayor parte del agua
a estado sodlido (hielo) que posteriormente es eliminado mediante la sublimacién a baja
temperatura y presion, obteniendo finalmente un producto en polvo concentrado con baja
actividad del agua (aw). De esta forma, eliminando el agua se retardan o inhiben los procesos de
degradacion bioquimicos del producto y por consecuencia aumenta su estabilidad. Se trata de
un método de deshidratacion con un especial interés debido a la sencillez del proceso, a la
reduccion de volumen del producto, facilidad de manejo, y por ofrecer una calidad superior de
producto final .Al llevarse a cabo a bajas temperaturas se preserva el sabor, color y apariencia,
asimismo reduce al minimo la degradacién de la calidad nutricional del producto al no someterse
a tratamientos térmicos. (Guio et al., 2000). Asi pues, la liofilizacidn es una de las técnicas mas
adecuadas para la deshidratacion de los productos sensibles al calor .Ademas, puede ser
utilizada para la encapsulacién de compuestos bioactivos. (Fang y Bhandari, 2010; Munin y
Edwards-Lévy, 2011)



El producto resultante de la liofilizacion de frutas es un polvo concentrado de
aproximadamente 2% de humedad, que puede presentar dificultades de manejo y estabilidad
debido a su elevada higroscopicidad y termoplasticidad en presencia de elevadas temperaturas
y humedad (Adhikari et al., 2004). Ademas, se pueden desarrollar fenémenos caracteristicos del
estado gomoso de los materiales amorfos, tales como pegajosidad, colapso estructural y
apelmazamiento. La Tg (temperatura de transicidn vitrea) marca la temperatura a la que el
material pasa de estado vitreo a gomoso, siendo mayor cuanto mayor es el peso molecular de
los solutos del producto. Por tanto en el caso del producto en polvo que presenta menor
contenido de agua su Tg serd menor, dando lugar a los fendmenos antes mencionados (Roos,
1995). Esto hace aconsejable agregar solutos de alto peso molecular, como la goma arabiga,
para aumentar la estabilidad del producto en polvo. Estos solutos ejercen como encapsulantes,
evitando la oxidacién de los componentes y ejerciendo como barrera frente a la adsorcion de
agua. Asi se evita el problema de apelmazamiento al aumentar su Tg y reduce su caracter
higroscépico. De esta forma, se ha comprobado que la adicion de goma arabiga en el proceso
de liofilizacion incrementa la estabilidad y mejora las condiciones de conservaciéon del producto
obtenido, retrasando el cambio de estado de vitreo a gomoso (Singthong et al., 2009; Gabas et
al., 2007; Krishnan et al., 2005; Mosquera et al., 2010)

La goma ardbiga es un hidrocoloide producido por el exudado de plantas del género Acaci
y presenta una alta solubilidad en agua, por lo que es un agente de encapsulacion eficaz, capaz
de formar una matriz seca en los procesos de deshidratacion, atrapando en su interior los
compuestos evitando su contacto con el aire (Gabas et al., 2007; Mosquera et al., 2010). Tiene
numerosas aplicaciones alimentarias, como estabilizantes de espumas y emulsiones, fijacién de
sabores, clarificante en vinos, para retrasar la cristalizacion de azlcares en confiteria,
elaboracion de productos lacteos y emulsificante en bebidas (Iniesta y Ramirez, 2005; Gracia,
1991)

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la liofilizacién y de la adiciéon de goma
arabiga sobre los principales compuestos bioactivos y actividad antioxidante de fresa y mora.
Para ello se han extraido y cuantificado los principales compuestos bioactivos liposolubles e
hidrosolubles y se ha analizado la actividad antioxidante de cada uno de los extractos obtenidos.
Ademads se realizardn ensayos in vitro de citotoxidad en una linea celular de macréfagos murinos
y se evaluarad la posible actividad antiinflamatoria de los extractos estudiando la inhibicién de la
produccién de acido nitrico.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 MATERIA PRIMA

Las fresas (Fragaria ananassa) empleadas para este estudio fueron adquiridas en un
supermercado local de Valencia, procedentes de Huelva. Mientras que las moras (Morus alba)
fueron recogidas de las moreras situadas en el campus de la Universidad Politécnica de Valencia.
Las frutas se seleccionaron por observacion visual teniendo en cuenta diversos factores, tales
como madurez, ausencia de dafios superficiales, color, apariencia fisica y tamafio, con el fin de
obtener una muestra homogénea. Para la obtencidon de fruta en polvo liofilizada, en una parte
de las muestras, se utilizé como aditivo tecnoldgico goma arabiga (Sigma-Aldrich).

2.2 PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE FRUTA

Las frutas fueron lavadas con agua, se les elimind el pedunculo y se trituraron mediante
una mezcladora eléctrica (Thermomix, TM 21 Vorwerk, Espafia) a velocidad 4 durante 1 minuto.
El puré de cada fruta obtenido se distribuyé en 3 lotes, uno se destind a analisis en fresco, otro
se congeld para su posterior liofilizacidén y el tercer lote se le afiadié goma arabiga, en una
proporcién de 1,2 g /100 g puré fruta, segin estudios previos (Mosquera et al, 2009 )
previamente a su congelacién y posterior liofilizacién.

Las muestras de los lotes 2 y 3 que iban a ser liofilizadas se dispusieron en bandejas
formando una capa de 0,5 cm de espesor y se congelaron a -452C (Liebherr Mediline 7083 207-
00) durante 48 h hasta su liofilizacion, la cual se realizd con un liofilizador (Telstar Lioalfa-), a
0,021 Pay -59 C durante 48 h (Figura 1a). Las muestras deshidratadas obtenidas (Figura 1b), se
trituraron hasta obtener un producto en polvo homogéneo.

(b)

FIGURA 1. Equipo en el que se realizo la liofilizacion de las muestras (a); muestra liofilizada en bandeja

(b)



La muestra fresca de fresa y mora se denomind F y M, respectivamente; las muestras
liofilizadas de fresa y mora FL y ML y las muestras liofilizadas con goma ardbiga de fresa y mora
FLG y MLG, tal y como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Nomenclatura utilizada en el trabajo para denominar a las diferentes muestras.

Muestra Nomenclatura
Fresa fresca F
Mora fresca M
Fresa liofilizada FL
Mora liofilizada ML
Fresa liofilizada con goma arabiga FLG
Mora liofilizada con goma arabiga MLG

2.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE FRUTA.

Con la intencién de favorecer la extraccion de los compuestos bioactivos hidrofilicos y
lipofilicos de las frutas estudiadas, cada muestra se sometié a dos extracciones utilizando
disolventes con distinta polaridad, tal y como se detalla a continuacion.

2.3.1 Extraccion de compuestos fitoquimicos hidrofilicos

Para la extraccidén se siguid la metodologia descrita por Tomas-Barberan et al. (2001) con
algunas modificaciones. Se empleé como disolvente de extraccién de los compuestos
hidrofilicos una mezcla metanol: agua (70:30, v/v). Este disolvente mostré los mejores
resultados en estudios previos para la extraccién de compuestos fendlicos (Farinha, 2014;
Spaggiari, 2014). Se pesé 1 g de muestra y se le adicion6 9 mL de disolvente metanol: agua
(70:30, v/v). Se homogeneizd durante 20 minutos mediante agitacion magnética. Seguidamente,
la mezcla se centrifugd a 8000 rpm durante 10 min a 202C (Selecta Medifriger-BL, Espafia).
Finalizado el tiempo se recuperé el sobrenadante (Extracto 1, Figura 2 y 3) y a este extracto se
le midié el contenido en fenoles totales (apartado 2.4.2.1) y la actividad antioxidante (apartado

2.4.3).
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FIGURA 2. Ejemplo de extracto 1 de mora y fresa frescas.




2.3.2 Extraccion de compuestos fitoquimicos liposolubles

Para la extraccién de compuestos fitoquimicos liposolubles se siguid la metodologia
descrita por Barba et al. (2006), para ello el precipitado resultante de la extraccion 1 con
metanol:agua (70:30, v/v) se realizd una segunda extraccion utilizando como disolvente una
disolucién de hexano:acetona:etanol (50:25:25, v/v/v) para asi poder obtener el extracto 2. En
primer lugar se pesé el precipitado obtenido y se afiadié disolvente de extraccién en proporcion
1:10 (p/v). La extraccidn se realizd de la misma manera que se ha descrito en 2.3.1. A este
extracto se le denomind Extracto 2 (Figura 3) y se le midieron carotenoides totales (apartado

2.4.2.2) y la actividad antioxidante (apartado 2.4.3).
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FIGURA 3. Ejemplo de extractos 1y 2 de muestras de fresa (a) y mora (b)

2.3.3 Extraccion actividad bioldgica

Para la obtencidn del extracto que serd utilizado en los ensayos in vitro, se pesaron
alrededor de 2 gramos de muestra liofilizada con y sin adicion de goma arabiga. Se afiadié 30 mL
de disolvente metanol:agua (70:30 v/v) y se homogenizé durante 20 minutos en agitacion
magnética. Posteriormente, se centrifugd a 202C y 9000 rpm durante 10 minutos. Se repartio el
sobrenadante obtenido en matraces corazén para después eliminar el disolvente que pudiera
contener mediante evaporacién introduciéndolos en un rotavapor durante 10 minutos.
Seguidamente, se procedié a eliminar el agua que pudiera contener introduciéndolos en el
liofilizador durante 24 horas.

El extracto seco obtenido liofilizado se disolvié con PBS para obtener una concentracién de 100
mg/mL.

2.4 DETERMINACIONES ANALITICAS.

2.4.1 Contenido en agua (xw)

En cada muestra se determind el contenido de humedad segln el procedimiento descrito
en AOAC (1997) para alimentos ricos en azlcares. Esta determinacion se basa en la pérdida de
peso de la muestra bajo condiciones especificas. Para su determinacion se pesaron alrededor de
2 g de cada muestra en capsulas de vidrio empleando una balanza analitica de sensibilidad 0,1
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mg. Se colocaron en una estufa de vacio (Vacioterm, J.P. Selecta) a una temperatura de 60+12C
con una presién menor a 100 mm Hg hasta alcanzar un peso constante. Los resultados se
expresaron en g agua/ 100 g muestra.

2.4.2 Compuestos bioactivos

A todas las muestras obtenidas se les analizd, por triplicado, el contenido en fenoles totales
y carotenoides. Todos los analisis se llevaron a cabo por triplicado. Se calculé la media y la
desviacidn estandar. Con fines comparativos, todos los resultados se expresaron referidos a 100
g de solutos de fruta (sf), aplicando la ec. 1.

mm+v-p
™)

m; 100 (1)

N My (1—-Xw) Xsf/st

Donde:

m;: cantidad de compuesto analizado (mg/100 g sf)

m: cantidad de compuesto analizado en el extracto (mg/g disolucién)
Mm: masa de muestra analizada (g)

v: volumen de disolvente de extraccién (mL)

p: densidad del disolvente de extraccién (g/mL)

Xw: humedad de la muestra analizada (g agua/g muestra)

Xsf/st: (g solutos de fruta/g solutos totales) en la muestra analizada

2.4.2.1 Fenoles totales

El analisis de los fenoles totales presentes en las muestras se llevd a cabo en el extracto 1,
a través del ensayo Folin—Ciocalteu, segtiin Benzie y Strain (1999) y Selvendran y Ryden (1990).
El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para reaccionar con agentes
oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sddico, que reaccionan
con cualquier tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico. A pH basico los
complejos formados se reducen dando lugar a un color azul intenso capaz de ser medido pos
espectrofotometria.

Para su determinacidn, se afiadio 250 ul del extracto 1 obtenido a 15 mL agua bidestilada y
1,25 ml de reactivo Folin-Ciocalteu. Esta mezcla se dejé reposar durante 8 min, evitando el
contacto con la luz. Pasado el tiempo se le afiadié 3,75 mL de una disolucidn de carbonato de
sodio 7,5% (p/v) y agua bidestilada hasta 25 mL. Tras 2 horas en oscuridad a temperatura
ambiente, se procedié a medir la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro UV-visible
(Thermo Electron Corporation USA).



Con el mismo procedimiento se prepard una recta de calibrado tomando como patrén
disoluciones de 4acido galico (Sigma—Aldrich, Alemania) a diferentes concentraciones. Los
resultados se expresaron como mg de acido gélico (AG)/ 100 g sf.

2.4.2.2 Carotenoides Totales

El analisis de los carotenoides totales presentes en las muestras se llevd a cabo en el
extracto 2. Para su determinacion se siguié la metodologia descrita segiin la norma AOAC (1996).

Para ello se adicionaron 15 mL de agua bidestilada a 100 ml del extracto 2, después se
prosiguid a homogenizarlo en un agitador Vortex durante 2 minutos. Al finalizar el tiempo, se
pudo observar la separacién de fases. De la fase liposoluble se cogieron 600 uL, se llevd a
sequedad con Nitrégeno y se disolvid en 1 mL de disolucion THF:ACN:MeOH (15:30:55, v/v/v).
A continuacién, se midi6 la lectura de la absorbancia a 446 nm, con un espectrofotémetro UV-
visible (Thermo Electron Corporation USA). Para la cuantificacién se utilizd una recta de
calibrado de B—caroteno (Fluka, Espafia) como patrén. Los resultados se expresaron como mg
de B-caroteno/100 g sf.

2.4.3 Actividad antioxidante (AOA)

A cada uno de los extractos obtenidos para la cuantificacidon de los compuestos fitoquimicos
se les midio la actividad antioxidante mediante tres métodos diferentes: ABTS, FRAP y DPPH.

2.4.3.1 Método ABTS

Se trata de uno de los métodos de evaluacidn de actividad antioxidante mas adecuado para
los compuestos que presentan una absorbancia maxima cercana al espectro infrarrojo (700-750
nm) como el caso de las antocianinas (Moon y Shibamoto, 2009).

El radical ABTSe+ se genera a partir de su precursor el Acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin)-6-sulfénico (ABTS) mediante oxidacion por persulfato de potasio (Prior, 2005).
El radical catidnico obtenido es un compuesto de color verde-azulado, estable y con un espectro
de absorcidn en el UV-visible. Una vez generado el radical la medida se realiza mediante un
ensayo de post-adicion. En el ensayo de post-adicion se forma el radical en ausencia de la
muestra y asi, cuando se afiade la sustancia antioxidante se produce un descenso en la seial
debido a la disminucién de la concentracién del radical (Prior et al., 2005).

Para la realizacion de este método se siguié la metodologia descrita por Re et al. (1999);
Arnao et al. (2001) y Thaipong et al. (2006). Para ello, se prepara una disolucién de ABTS 7 mM
y persulfato de potdsio 2,45mM, dicha solucion se mantiene a temperatura de refrigeracién y al
abrigo de la luz 12-16horas, condiciones necesarias para la formacion del radical catidnico
ABTSe+. Antes de iniciar la lectura de la absorbancia se realiza una dilucidn de la solucién de
ABTSe+ en etanol hasta obtener un valor de absorbancia de 0,7 Una vez alcanzado este valor de
absorbancia, se adicionaron 10 plL de extracto y a continuacién se midié la absorbancia a 734
nm a tiempo cero y a tiempo 1 minuto mediante un espectrofotémetro UV-visible, (Thermo
Electron Corporation, USA).



Para su cuantificacién se prepard una recta de calibrado previamente con diferentes
concentraciones de Trolox (Sigma—Aldrich, Alemania) en un intervalo de 1-25 ppm (mg/L)
utilizando el disolvente de extraccidon correspondiente a cada extracto. Los resultados se
expresaron como milimoles de Trolox equivalente /100g sf.

2.4.3.2 Método FRAP

Este método se basa en el poder de la sustancia antioxidante en reducir el Fe 3* a Fe %, el
cual tiene menor poder antioxidante. De esta forma, se determina la actividad antioxidante de
manera indirecta. El complejo férrico-2, 4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) incoloro es reducido al
complejo ferroso coloreado. Se trata de un método espectrofotométrico ya que se mide la
absorbancia del Fe 2*. Asi, cuanto méas antioxidante es la sustancia objeto de estudio, mayor es
la reduccidn y mayor la concentracién de Fe #* y mas alta la sefial de absorbancia. (Prior et al.,
2005).

Para la realizacion de este método se siguid la metodologia descrita por Benzie y Strain
(1996); Pulido et al. (2000) y Thaipong et al. (2006). De esta forma, en una cubeta
espectrofotométrica se mezclaron 900 pL de reactivo FRAP, con 30 plL de agua bidestilada y 30
ulL de extracto. El reactivo FRAP se prepard previamente con 2,5 mL de TPTZ 10 mM/L en 40 mM
HCL, 2,5 mL de FeCI3 20 mM (preparado diariamente) y 25 mL de tampdn acetato 0,3 M
(pH=3,6), manteniendo el reactivo FRAP en bafo a 372C durante todo el analisis. Seguidamente
se midid la absorbancia a 593 nm mediante un espectrofotometro UV-visible, (Thermo Electron
Corporation, USA). Se prepard un blanco de la misma manera pero empleando disolvente de
extraccién en lugar de muestra.

Se prepard una recta de calibrado previamente con diferentes concentraciones de Trolox
(Sigma—Aldrich, Alemania) en un intervalo de 1-25 ppm (mg/L) utilizando el disolvente de
extraccién correspondiente a cada extracto. Los resultados se expresaran como milimoles de
Trolox equivalente /100g sf.

2.4.3.3 Método DPPH

El objetivo de este método es evaluar la capacidad de un antioxidante en neutralizar el
compuesto 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil (DPPH), dicho compuesto es un radical estable con una
coloracion intensa violeta y con una absorbancia de 517 nm, por lo que su concentracion puede
determinarse con métodos espectrofotométricos. De esta forma, se procede a determinar la
concentracidn inicial de DPPH y la concentracién final al afiadir la sustancia antioxidante para
asi determinar si existe una disminucidn de la sefial debido a la disminucién de la concentracién
de DPPH debido a la cesidén de electrones de la especie antioxidante, teniendo por tanto una
mayor actividad antioxidante (Antolovich et al., 2002; Prior et al., 2005)

Para su realizacidon se siguié la metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995) y
Sanchez-Moreno et al. (2003). Se colocaron 3 mL de reactivo DPPH (0,030 g/L en metanol,
Sigma-Aldrich, Germany) en una cubeta espectrofotométrica y se adicionaron 30 pL de extracto.
Seguidamente se leyod la absorbancia a 517 nm (espectrofotémetro UV-visible, Thermo Electron
Corporation USA) a tiempo cero y a los 2,5 minutos, cuando la reaccidén se ha estabilizado.

10



El resultado se expreso en % DPPH que se calculd segun la ecuacion (2):

(Acontrol—Amuestra)

% DPPH = x100 (2)

Acontrol

Siendo:

Acontrol = absorbancia a tiempo 0 minutos; Amuestra = absorbancia a tiempo 2,5 minutos.

Por otro lado, se realizé6 una recta de calibrado con Trolox (Sigma—Aldrich, Alemania) que
permitid expresar el porcentaje de inhibicion del DPPH de forma cuantitativa (milimoles de
Trolox equivalente /100 g sf).

2.5 ENSAYOS IN VITRO

2.5.1. Cultivo de la linea celular RAW 264.7 y pase de células

La linea celular RAW 264.7 ( Figura 4) es una linea de macréfagos murinos obtenida a partir
del liquido ascitico generado por un tumor inducido en ratones macho Balb/C mediante
inyeccion intraperitoneal del virus de la leucemia Abselon (A-MulLV). Se trata de células de la
Coleccion Europea de Cultivos Celulares (European Collection of Cell Cultures, ECACC, Salisbury,
GB) proporcionadas por la unidad de cultivos del Servicio Central de Soporte a la Investigacion
Experimental (SCSIE) de la Universidad de Valéncia.

FIGURA 4. Fotografia de la linea celular RAW 264.7
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El cultivo se realizd en frascos de 75 cm2 con medio DMEM GlutaMAX 1 g/L glucosa
suplementado con 10% de SFB y 1% de antibidtico (100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL
estreptomicina) y se incubaron a 37 2C en un incubador celular (Thermo Scientific Forma Steri-
Cycle, Ohio, Estados Unidos) con atmdsfera controlada al 5% de CO2 y 95% de humedad. Las
células crecen fijadas en la superficie del frasco, aunque algunas pueden crecer en suspension.

Cada 2 dias se realizé un pase de células, para ello se eliminé el medio de cultivo mediante
aspersion y se afiadié 5 mL de medio 10% SFB. Mediante un raspador se hizo un raspado de la
superficie del frasco para recuperar las células. Finalizado el raspado, se traspasé 5 mL a un tubo
tipo “falcon” que contenia previamente 5 mL del medio 10 % SFB. A continuacion, se cogié 1 mL,
se paso a un frasco nuevo que contenia 7 mL de 10% de SFB y se metié en la incubadora durante
48 h

El recuento celular se realizd tifiendo las células con el colorante vital Trypan blue (Sigma-
Aldrich) anadiendo 180ulL del colorante a 20 puL de células y empleando una camara de
Neubauer-Improved (Marienfield, Lauda-Kénigshofen, Alemania) para su recuento. Una vez
obtenido el nimero de células por mililitro, se siembran en placas de 96 pocillos a una
concentracién de 60.000 células por pocillo. A las 24 h se cambia el medio de cultivo a medio
con un 0,5% de SFB y se dejan las células en reposo en el incubador durante 2 h.

2.5.2. Ensayos de citotoxicidad celular.

Del extracto liofilizado obtenido previamente con una concentraciéon de 100 mg/mL, se
realizaron diferentes diluciones para poder estudiar la toxicidad de las muestras a diferentes
concentraciones y asi determinar cudl de ellas no resulta toxica. De esta forma, se observo la
toxicidad partiendo de diluciones hechas a partir de concentraciones de 100, 10y 1 mg/mL como
datos iniciales. Las concentraciones varian en funcién de los resultados obtenidos.

2.5.2.1. Evaluacion de la citotoxicidad por MTT.

Se siguio el protocolo descrito por Mosmann (1983). Se trata de un ensayo colorimétrico
basado en la reduccidn de MTT a formazdn mediante una reaccién catalizada por las enzimas
succinildeshidrogenasas mitocondriales. La sefial generada por esta reaccion depende
directamente del grado de activacién de las células.

Este método detecta solamente células vivas y se puede emplear para determinar la
citotoxicidad, proliferacién y activacion celular.
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FIGURA 5. Reduccion de MTT a formazan.

Pasado el tiempo de incubacién de la placa con células se afiaden 5 pL del extracto del
liofilizado a distintas concentraciones (100, 10 y 1 mg/mL) obteniendo una concentracion final
en el pocillo de 2,5, 0,25 y 0,0025 mg/mL, respectivamente y se deja incubar durante 24 horas.
A continuacion, se afiaden 20 uL MTT en cada pocillo a una concentracién de 5 mg/mL, de esta
forma obtenemos una concentracion final en el pocillo de 0,5 mg/mLy se incuba durante 1 hora
aproximadamente. Seguidamente, se comprueba la aparicidn de los depdsitos de formazan, se
elimina todo el volumen del pocillo y se afiaden 200 uL de DMSO que disuelve los depdsitos de
formazan, dando lugar a una solucién de un color azulado. Tras dejar la placa 1 h a temperatura
ambiente, la absorbancia se mide a 570 nm y a 630 nm como longitud de onda de referencia en
el lector de placas Bio-Rad iMarkTM Microplate reader.

La viabilidad celular se determina segun la siguiente ecuacién:
I Am
% Viabilidad = I x 100

Siendo Am la medida aritmética de la absorbancia de la muestra y Ac la media aritmética
de la absorbancia del control.

2.5.3. Determinacion de la produccion de NO.

Segun indica Pozo et al. (1998), el 6xido nitrico (NO) es una molécula que actla como un
mensajero intercelular que regula la activacion de plaquetas y las respuestas inmunes en el
sistema nervioso central. Ademads, es una molécula citotdxica si es sintetizada por macréfagos
activados que esta implicada en la eliminacidn de bacterias, virus, protozoos y células tumorales.

Peter Griess describié en 1879 un método para la determinacién de la produccién de NO.
El método se basa en la reaccién quimica que se produce al adicionar una sulfanilamida a un
medio acido que contenga nitritos. En esas condiciones se forma una sal de diazonio. Al afiadir
N-(1-naftil)-etilendiamina se forma un croméforo de grupos azo que puede detectarse
espectrofotométricamente a 540 nm.

Asi pues, transcurrido el tiempo de incubacién de las células, se afiadieron 5 pl del extracto
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del liofilizado a distintas concentraciones en funcién de los datos obtenidos en el ensayo de
citotoxicidad. Se metié en la incubadora durante 1 hora a 37 °C. Transcurrido ese tiempo se
estimularon con 20 pL LPS en cada pocillo. A las 24 h se tomaron 100 pL de sobrenadante y se
pasaron a otra placa de 96 pocillos.

A esos 100 uL de sobrenadante se afiadieron otros 100 pL de reactivo de Griess. Finalmente,
se incubd la placa durante 10 min y se leyd en el espectrofotémetro a 540 nm.

3. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados se efectué mediante un andlisis de la varianza
(ANOVA) de caracter simple con un nivel de confianza del 95% (a = 0,05), para establecer las
diferencias existentes entre las muestras. El andlisis se realiz6 empleando el programa
Statgraphics Centurion XVI versidn 16.1.17. Por otra parte se realizaron andlisis de correlaciones
de Pearson entre la actividad antioxidante y los compuestos bioactivos estudiados con un nivel
de confianza del 95%.

4. RESULTADOS
4.1 EFECTO DE LA LIOFILIZACION Y DE LA ADICION DE GOMA ARABIGA

4.1.1 Contenido en humedad.

En la siguiente tabla (Tabla 2) se describe la media y la desviacidon estandar, entre
paréntesis, de los valores obtenidos de humedad (xw) de las diferentes muestras estudiadas.

Tabla 2. Valores medios de contenido de agua (xw) y su correspondiente desviacidn estandar, expresado
en g de agua/ 100 g de muestra.

Muestra Xw
F 90,78 (0,16)
FL 2,4(0,2)2
FLG 2,29 (0,08) 2
M 82,6 (0,4)
ML 1,53 (0,12)"
MLG 1,07 (0,17) 2

&b para cada fruta, la misma letra en superindice indica los grupos homogéneos establecidos por el
ANOVA (p<0,05) entre las muestras liofilizadas.

La fresa fresca presentd unos valores de humedad de 90,78 g de agua/100 g de producto,
valores que fueron similares a los encontrados por otros autores para la misma fruta fresca
(Moraga et al., 2006). Por su parte, la mora presentd un contenido en agua de 82,62 g de
agua/100 g de producto, valor ligeramente superior a los reportados por otros autores (Ercisli y
Orhan, 2007), probablemente debido al distinto estado de madurez u origen de las muestras
utilizadas.

Las muestras de fresa en polvo, FL, presentaron valores de humedad de 2,4 g de agua/100
g de producto, ligeramente superiores (p>0,05) a las muestras FLG con goma arabiga (2,29 g de
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agua/100 g de producto). La liofilizacién de la mora permitié obtener muestras con menor
humedad que con la fresa, obteniéndose valores de 1,53 y 1,07 g agua/ 100 g muestra, para ML
y MLG, respectivamente. Se observdé un aumento significativo (p<0,05) en el contenido de
humedad en la mora liofilizada con goma arabiga en comparacién con la mora liofilizada sin este
soluto. Algunos estudios han evidenciado una disminucién de humedad en productos liofilizados
al adicionar solutos a la muestras, tales como goma arabiga o maltodextrina proporcionando
una disminucién del caracter higroscopico y mayor estabilidad fisicoquimica a los productos en
polvo obtenidos (Mosquera, 2010).

En todos los casos se consiguid un producto liofilizado en polvo con unos valores de
humedad del orden de los sugeridos por otros autores para alimentos liofilizados (Fellows,
2000).

4.1.2 Contenido en compuestos fitoquimicos.

Hoy en dia existe una gran variedad de frutas catalogadas como fuentes naturales de
compuestos fendlicos, importantes por su reconocida actividad antioxidante. Este es el caso de
los frutos estudiados en este trabajo. Como ya se ha comentado en la parte de Introduccion, el
consumo de alimentos ricos en estos compuestos se ha asociado a la reduccién del riesgo a sufrir
enfermedades cardiovasculares, apoplejias y ciertas formas de cancer por sus compuestos
fendlicos y elevada capacidad antioxidante (Klimczak et al., 2007). Variados estudios reportan el
poder curativo y el uso terapéutico de estos compuestos presentes en la fresa (Mudnic et al.,
2009; Tulipani et al., 2009; O’Mahony, 2010).

El contenido de fenoles totales en las distintas muestras de fresa y mora se muestra en las
figuras 6 y 7. Todos los resultados estan expresados como mg de acido galico (AG)/ 100 g de
solidos de fruta.

Fenoles en Fresa
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1600
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1200
1000
800
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400
200

mg acido galico/100g sf

F FLG FL

a-c: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

FIGURA 6. Contenido en fenoles totales (mg acido galico/100 g sf) de las diferentes muestras de fresa.
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Los valores obtenidos en el contenido de fenoles totales para la fresa fresca fue de 126,32
mg de AG/ 100 g de fruta, valores ligeramente inferiores a los que obtuvieron en otros estudios
sobre la fresa (Da Silva et al., 2008). El contenido de fenoles totales de las frutas varia en funcién
de la temperatura, genotipo, grado de madurez, tiempo de cosecha y el almacenamiento
(Gunduz y Ozdemir, 2014).

Como puede observarse en la figura 6, la liofilizacion aumenté aunque no
significativamente (p>0,05) el contenido de fenoles totales de la fresa, en mayor medida en la
muestras con goma arabiga. Se produjo un aumento en estos compuestos de un 8,24% en FLy
26% en FLG. El aumento en compuestos fendlicos debido al proceso de liofilizacion ha sido
observado en otros estudios (Wu et al., 2010). Esto puede ser debido a la congelacidn de la
materia prima previa a la liofilizaciéon. Durante la congelacién se forman cristales de hielo
capaces de romper la estructura celular, de esta forma se facilita la entrada del disolvente y por
consecuente mejorando la extracciéon de los compuestos fendlicos. De la misma manera, otros
estudios han observado una mayor cantidad de compuestos fendlicos, como por ejemplo las
antocianinas, en frutos justo después de la congelacion, atribuyéndose a una mayor eficacia de
su extraccion a partir de frutas congeladas en comparacién con la de las frutas frescas, esto se
debe a una ruptura celular durante la congelacién y descongelacion. Leong y Oey (2012)
encontraron un aumento de 22 a 108% de antocianinas totales después de la congelacidn en
cerezas, nectarinas, melocotones y ciruelas. Diversos estudios explican que ademas, el secado
por liofilizacién aumenta la porosidad del tejido del alimento haciendo que haya una mayor
eficacia en la extraccién de compuestos fendlicos (Vashisth et al., 2011; Wu et al., 2010). En la
fresa liofilizada con goma arabiga el aumento en estos compuestos fue mayor (25%). Este
aumento respecto a la muestra sin este soluto podria deberse a la accién protectora del mismo,
actuando como encapsulante de los compuestos fendlicos. Algunos estudios estudiaron el
efecto protector de la adicién de solutos de alto peso molecular. Sanchez et al. (2013) observd
que el contenido de polifenoles de vino tinto liofilizado con maltodextrina preservé hasta un
97,8% el contenido fendlico de las muestras.

En la Figura 7 se observan los valores medios de fenoles totales de las muestras de mora.
En general el contenido en fenoles totales de la mora fue mayor que en la fresa. La mora es un
alimento rico en compuestos fendlicos confiriéndole efectos beneficiosos en la salud (Ozgen et
al., 2009).
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Fenoles en Mora
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a-c: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

FIGURA 7. Contenido en fenoles totales (mg acido galico/100 g sp) de las diferentes muestras de mora.

Los valores obtenidos del contenido de fenoles totales de la mora fresca fueron 370,04 mg
de AG/ 100 g de fruta. Valores mayores a los encontrados en la fresa y un poco mas elevados
que los obtenidos por otros estudios (Donno et al., 2015). En este caso la liofilizacién disminuyd
significativamente (p<0,05) el contenido en fenoles de la mora, se observé una pérdida mayor
en la muestra sin goma arabiga. Las pérdidas fueron de 51,44 y 13,36% para ML y MLG,
respectivamente. Esta observacidn coincide con estudios realizados por otros investigadores.
Asami et al. (2003), observé que los mayores contenidos de compuestos fendlicos totales de
muestras de bayas, fresa y maiz se encontraban en las muestras sin tratar, seguidas de los
productos liofilizados y de los secados por aire caliente. Por su parte, Vashisth et al. (2011)
encontraron una disminucién en el contenido de compuestos fendlicos en pulpa de uva
liofilizada. Otro ejemplo lo encontramos en el estudio realizado por Wojdylo et al. (2009), que
observd un ligero descenso en la concentracidn de fenoles totales en fresas liofilizadas. El
contradictorio efecto ocasionado por el secado por liofilizacién sobre estas sustancias entre las
muestras de fresa y mora, puede ser debido a que la ruptura de la estructura celular ocasionada
durante la congelacion de las muestras debido a la formacién de cristales de hielo, ademas de
poder facilitar la extraccién de los mismos, también puede facilitar la liberaciéon de enzimas
oxidativas que al no ser inactivadas posteriormente, al no alcanzarse elevadas temperaturas
durante la liofilizacién, pueden degradar los compuestos fenélicos. Ademas, algunos estudios
han descrito la diferente sensibilidad a factores de degradaciéon como la temperatura, laluzola
accién de enzimas de los compuestos fenélicos dependiendo de su composicidn (Garau et al.,
2007). Por otro lado, la adicidon de goma arabiga parece ejercer un papel protector (Yousefi et
al., 2015) en los compuestos fendlicos de la mora durante el proceso de liofilizacién, del mismo
modo que en el caso de la fresa.

En las figuras 8 y 9 se muestran los valores obtenidos en la cuantificacién de carotenoides
totales en la fresa y mora. Los resultados se encuentran expresados como pg de B-caroteno/
100 g solutos de fruta.
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Carotenoides en Fresa
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a-c: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

FIGURA 8. Contenido en carotenoides totales (ug B-caroteno/100 gsf) de las diferentes muestras de
fresa.

La fresa mostrd menor contenido en compuestos carotenoides que la mora. Los valores
obtenidos en el contenido de carotenoides fue de 10,947 ug de B-caroteno/ 100 g sf y de
128,479 ug de B-caroteno/ 100 g sf para la fresa y mora frescas, respectivamente. El
comportamiento de ambas frutas fue similar al someterlas al proceso de liofilizacién. Asi, la
liofilizacion no causé cambios (p>0,05) en el contenido en carotenoides de FL y ML, vy sin
embargo, aumento significativamente (p<0,05) en las muestras liofilizadas con goma arabiga
(aumento del 49% en FLG y 7% en MLG, respecto a Fy M respectivamente).

Carotenoides en Mora

140
138
136
134
132
130
128 2
126
124
122

b

ug B-caroteno/100 gsf

M MLG ML

a-c: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

FIGURA 9. Contenido en carotenoides totales (ug B-caroteno/100 gsf) de las diferentes muestras de
mora.
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Estos resultados pueden ser debidos, tal y como se ha comentado para los compuestos
fendlicos, porque la ruptura celular ocasionada durante la congelacién de las muestras puede
facilitar la extraccidon de los compuestos bioactivos (Hossain et al., 2010). Ademas, la liofilizacion
debido a que utiliza bajas temperaturas y bajas presiones, protege a los carotenoides de la
oxidacion y la degradacidon que se veria amenazados si se aplicaran otros tratamientos en los
que se aplicaran temperaturas elevadas (Wu et al.,2010). La adicion de goma arabiga
proporciona una mayor estabilidad de estos componentes, tal como han descrito otros estudios,
protegiendo los compuestos bioactivos frente a la humedad, el oxigeno, la temperatura u otras
reacciones quimicas que puedan degradarlo (Zuidam y Nedovize, 2009, Parra, 2010). En el
estudio realizado por Rascon et al. (2011) se utilizé este efecto protector de la goma ardbiga
para retener el contenido de carotenoides de praprika.

4.1.3 Actividad antioxidante de los extractos.

En la tabla 3 se muestran los valores medios de la actividad antioxidante analizada por tres
métodos diferentes en el extracto 1, utilizado para la extraccidn y cuantificacion de los fenoles
totales de la fresa.

Tabla 3. Valores medios de actividad antioxidante, en mmol Trolox Equivalente/100 g solutos de fruta,
y desviacidn estandar en el extracto 1 de las muestras de fresa.

Muestra DPPH ABTS FRAP
F 8,3(0,8)° 9(2)° 7,9 (0,2)¢
FL 4,64 (0,02)* 5,7(0,4)? 4,15 (0,01)?
FLG 4,74 (0,07)? 6,1 (0,6)* 6,83 (0,52)°

a-c: Para cada método de analisis, superindices diferentes dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre las muestras (p<0,05).

En general, en todos los métodos de analisis utilizados, la fresa fresca fue la muestra que
presentd mayor (p<0,05) actividad antioxidante. No se observaron diferencias significativas
(p>0,05) en la actividad antioxidante de las muestras liofilizadas con y sin goma arabiga en los
métodos de analisis DPPH y ABTS. En general se observd una disminucidn significativa (p<0,05)
con una pérdida del 44% de la actividad antioxidante al aplicar la liofilizacién. Al observar el
efecto del tratamiento de liofilizacidn con adicién de goma arabiga se vié una disminucion
(p<0,05) de un 42,87%, 33,15% y 13,13% en la actividad antioxidante en los métodos DPPH, ABTS
y FRAP, respectivamente. Unicamente con el método FRAP se detectaron diferencias entre la
actividad antioxidante de FL y FLG. Ademads, algunos estudios han puesto de manifiesto las
propiedades antioxidantes que tiene la goma arabiga (Montenegro et al., 2012).

El diferente comportamiento entre los fenoles totales y la actividad antioxidante del
extracto 1, puede ser debido a que en la extraccion con la disolucidn metanol:agua se podrian
haber extraido otros compuestos hidrosolubles, como por ejemplo la vitamina C, que puede
perderse durante el proceso de liofilizacion, contribuyendo a la disminucidn observada de la
actividad antioxidante debido a este proceso (Asami et al., 2003; Huang et al., 2005;
Castafieda,2010) .
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En la tabla 4 se muestran los valores medios y sus desviaciones entre paréntesis de la
actividad antioxidante analizada por tres métodos diferentes en el extracto 1 de las muestras de
mora.

Tabla 4. Valores medios de actividad antioxidante, en mmol Trolox Equivalente/100 g solutos de fruta,
y desviacidn estandar en el extracto 1 de las muestras de mora.

Muestra DPPH ABTS FRAP
M 9(2)° 8,271 (0,01)° 5,9 (1,3)2
ML 4,64 (0,01)? 5,34 (0,05)? 5,58 (0,02)?

MLG 4,95 (0,07)? 7,27 (0,01)° 5,86 (0,11)?

a-c: Superindices diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0,05).

En el caso de la mora, también es la muestra fresca la que presentd mayor (p<0,05)
actividad antioxidante. El comportamiento observado en los compuestos fendlicos de la mora
parece reflejarse con los cambios observados en su actividad antioxidante debido al procesado.
De esta forma, comparando la actividad antioxidante de la M con ML se observé una reduccién
significativa (p<0,05) de la misma del 48,42% y 35,43% en los métodos DPPH y ABTS,
respectivamente. La muestra MLG presenté unas pérdidas significativas (p<0,05) de la actividad
antioxidante del 45% y 12.10%, en el método DPPH y ABTS, respectivamente; pérdidas menores
que sin la adicién de este soluto. Unicamente con el método FRAP no se apreciaron cambios
significativos en esta propiedad ocasionados por la liofilizacién, con y sin la adicion de goma
arabiga.

A continuacién, en la tabla 5 se presenta las medidas de actividad antioxidante que se
analizaron por los tres métodos empleados al extracto 2, empleado para la extraccion y
cuantificacion de los carotenoides de la fresa. En general los valores de actividad antioxidante
de los extractos lipofilicos fueron inferiores a los obtenidos en el extracto 1, tal y como han
observado otros autores (Pérez-Jiménez et al., 2008). Esto parece légico, porque también el
contenido en fenoles del extracto 1 fue mucho mayor que el contenido en carotenoides del
extracto 2.

Tabla 5. Valores medios de actividad antioxidante, en mmol Trolox Equivalente/100 g solidos de fruta,
y desviacidn estandar en el extracto 2 de las muestras de fresa.

Muestra DPPH ABTS FRAP

F 0,37 (0,11)? 1,0 (0,3)? 0,25 (0,02)?

FL 0,69 (0,03)P 2,0 (0,2)° 0,51 (0,14)°
FLG 0,83 (0,02)¢ 2,3(0,3)° 0,7 (0,2)°

a-c: Superindices diferentes dentro de la misma columna indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0,05).

20



En todos los casos, FLG fue la muestra que presentd mayor actividad antioxidante,
aumentando entorno a un 125% respecto a la fruta fresca. Con los métodos ABTS y FRAP no se
vio efecto protector de la goma arabiga, no observandose diferencias significativas (p>0,05) en
la actividad antioxidante de FLy FLG. La mayor actividad antioxidante de las muestras liofilizadas
puede estar relacionada con la mayor extraccién de compuestos antioxidantes producidos
debido a la ruptura celular producida durante la congelacidn de las muestras previa a la
liofilizacidn, tal y como ya se ha comentado.

La tabla 6 presenta las medidas de actividad antioxidante que se analizaron por los tres
métodos empleados en el extracto 2 de las muestras de mora.

Tabla 6. Valores medios de actividad antioxidante, en mmol Trolox Equivalente/100 g solutos de fruta,
y desviacidn estandar en el extracto 2 de las muestras de mora.

Muestra DPPH ABTS FRAP
M 0,65 (0,10)? 0,6 (0,2)? 0,37 (0,09)?
ML 1,03 (0,12)° 2,5(0,8)° 0,52 (0,11)?
MLG 1,12 (0,15)° 3,5(0,2)° 1,1(0,2)°

a-c: Para cada método de analisis, superindices diferentes dentro de la misma columna indican diferencias
significativas entre las muestras (p<0,05).

Al observar la tabla 6, vemos que en todos los casos, excepto con el método FRAP, la
actividad antioxidante de la mora liofilizada fue mayor (p<0,05) que la fruta fresca. Con el
método de andlisis DPPH y ABTS no se vieron diferencias entre las muestras liofilizadas con y sin
la adicién de goma ardbiga. Mediante el método FRAP, la muestra liofilizada con goma arabiga
presentd una actividad antioxidante significativamente (p<0,05) mayor.

Con el objetivo de estimar la capacidad antioxidante total de las muestras, se sumaron las
actividades antioxidantes de los dos extractos para cada muestra (Van der Berg et al., 1999;
Pérez-Jiménez et al., 2008), obteniéndose los valores mostrados en la tabla 7.

Tabla 7. Actividad antioxidante total, en mmol Trolox Equivalente/100 g solutos de fruta, y desviaciéon
estandar de las muestras de fresa y mora.

Muestra DPPH ABTS FRAP
F 8,7 (0,9)° 10 (2)2 8,1(0,2)°

FL 5,33 (0,02)? 7,7 (0,5)? 4,65 (0,12)?
FLG 5,6 (0,06)? 8,4 (0,7) 7,5 (0,4)°
M 10 (2)° 8,8 (0,2)° 6,3 (1,3)?

ML 5,67 (0,13)? 7,8 (0,8)° 6,10 (0,12)?

MLG 6,1 (0,2) 10,8 (0,2)¢ 6,89 (0,13)?

a-c: Para cada fruta y para cada método, superindices diferentes dentro de la misma columna indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

En general, tanto en fresa como en la mora, las muestras que presentaron mayor actividad
antioxidante fueron las frutas frescas sin tratar. En la fresa se observaron pérdidas significativas
(p<0,05) de AAO al aplicar la liofilizacion de un 38,7% y 42,52% en los métodos DPPH y FRAP,
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respectivamente. El tratamiento de liofilizacion con goma aradbiga provocd pérdidas
significativas (p<0,05) del 35% en esta propiedad cuando se analizé con el método DPPH. No se
observaron cambios significativos en la AAO de las muestras de fresa con el método ABTS. En
cuanto a la mora, se produjeron pérdidas significativas (p<0,05) en la actividad antioxidante de
los productos liofilizados de un 43,3%y 12% en DPPH y ABTS, respectivamente. Al afiadir la goma
arabiga también se observd un descenso significativo (p<0,05) de la actividad antioxidante
aunque en menor medida, con pérdidas del 39% en método DPPH. Unicamente en el método
ABTS la muestra MLG mostré mayor (p<0,05) actividad antioxidante que la mora fresca
(ganancias del 21,75%). El método FRAP empleado en el analisis de la mora y el método ABTS
empleado en fresa no presentaron diferencias significativas en la actividad antioxidante debidas
al tratamiento (con o sin adiciéon de goma arabiga) comparando la fruta fresca, lo que indica
estos métodos de analisis no son tan sensibles a los cambios producidos en los compuestos
antioxidantes debidos al procesado.

4.2 ANALISIS DE CORRELACION ENTRE LOS FITOQUIMICOS Y LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

La actividad antioxidante parece dependiente de la cantidad de compuestos bioactivos que
presentaron las muestras, como los compuestos fendlicos y carotenoides analizados.
Numerosos estudios han evidenciado dicha relacidn, un ejemplo de ello es un estudio realizado
en fresas, donde se observd que la reduccidon ocasionada en el contenido de vitamina C,
compuestos fendlicos y carotenoides totales en la fabricacion de puré, zumo y néctar dio lugar
a una reduccidn en su actividad antioxidante (Klopotek et al., 2005; Boeing et al., 2014)

Segln lo descrito por Boeing et al. (2014), no existe un método de extraccién de
compuestos bioactivos Unica, ya que su eficacia depende de varios factores como el tamaiio de
particula, el método de extraccidon que se utilice, la presencia de sustancias que puedan
interferir, asi como la naturaleza del compuesto bioactivo, etc.

Para identificar si existe alguna correlacién entre de los métodos de cuantificacién de la
actividad antioxidante utilizados y cada uno de los compuestos extraidos analizados, se
realizaron analisis estadisticos de correlacion de Pearson (Tablas 8 y 9). El rango de este
coeficiente de correlacion va de -1 a +1, y miden la fuerza de la relacion lineal entre las variables.

4.2.1 Analisis de correlacion en los extractos de fresa

En la siguiente tabla (Tabla 8) se muestran el grado de asociacién entre los fenoles, los
carotenoides y los distintos métodos de cuantificacidn de la actividad antioxidante en la fresa.

Tabla 8. Coeficientes de correlacién de Pearson entre la actividad antioxidante por el método FRAP,
ABTS y DPPH, y los fenoles y carotenoides de la fresa.

DPPH ABTS FRAP
Fenoles Totales -0,4486 -0,7037%* -0,0616
Carotenoides 0,7525* 0,6435 0,6895*

* Correlaciones estadisticamente significativas (nivel de confianza 95%).
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Los resultados obtenidos en las correlaciones de fenoles de fresa nos indicaron que estos
compuestos mostraron correlaciones negativas con todos los métodos de andlisis de la actividad
antioxidante. Ademas, el método significativamente (p<0,05) mas correlacionado con los
fenoles fue el ABTS. La presencia de correlaciones significativas o no significativas entre los
compuestos fendlicos y la actividad antioxidante puede depender de la fuerte presencia otras
sustancias presentes en las frutas que interfieren que en el resultado, tales como acido
ascorbico, minerales, etc. (Deepa et al, 2006 Moo-Huchin et al., 2014).

En la tabla 8 se puede ver que se produjeron correlaciones positivas entre todos los
métodos de anadlisis de la AAO y los carotenoides. De entre todos ellos, el método
significativamente (p<0,05) mds correlacionado fue el DPPH, con una correlacién positiva de
0,7525. El método FRAP también mostrd correlaciones significativas con los carotenoides
(0,6895).

4.2.2 Analisis de correlacion en los extractos de mora

La tabla 9 muestra el grado de asociacidn entre los fenoles, los carotenoides y los distintos
métodos de cuantificacién de la actividad antioxidante en la mora.

Tabla 9. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la actividad antioxidante total por el método
FRAP, ABTS y DPPH, con los fenoles y carotenoides de la mora.

DPPH ABTS FRAP
Fenoles Totales 0,6214 0,9892* 0,1327
Carotenoides 0,5796 0,7261* 0,9115*

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

Los resultados obtenidos en las correlaciones de Pearson nos indican que los fenoles
estuvieron positivamente correlacionados con los tres métodos de andlisis de la actividad
antioxidante. El método ABTS fue el que presenté mejor correlacién significativa (0,9892), este
hecho también coincide con el reportado por otros autores (Gil y Rojano, 2009). Estudiando la
relacidn entre los métodos, se observd que los métodos FRAP y DPPH mostraron muy buena
correlacién, con correlaciones significativas entre ellos, la razén de esto podria ser que ambos
métodos se basan en reacciones redox (Huang et al., 2005).

En la tabla 9 se puede ver que se produjeron correlaciones positivas entre todos los
métodos de andlisis de la AAO y los carotenoides. El método significativamente de medida de la
actividad antioxidante mas correlacionado (p<0,05) con los carotenoides fue el FRAP, con una
correlacién de 0,9115. EI ABTS también mostro correlaciones significativas con los carotenoides
aunque en menor medida (0,7261).
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5. RESULTADOS ESTUDIOS IN VITRO.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos In vitro de la actividad

antiinflamatoria y la citotoxicidad de los compuestos bioactivos analizados en el presente
estudio a distintos tratamientos

5.1. ENSAYOS DE PROLIFERACION Y CITOTOXICIDAD.

En primer lugar, se determind la dilucién de trabajo no tdxica. Para ello se empled el ensayo
de reduccidon de MTT, que determina la viabilidad celular basdndose en la capacidad de las
células vivas de producir formazan a partir del MTT. Por tanto, este ensayo sirve para evaluar
tanto la viabilidad como la proliferacion celular.

Viabilidad celular

Viabilidad celular

% Viabilidad
% Viabilidad

Control 5 2.5 0.25 0.025 7.5 5 2.5 0.25 0.025 mg/mL Control7.5 5 2.5 0.5 025 5 25 0.250.025 mg/mL
| Il | L Il |
Fresa liofilizada Fresa liofilizada Mora liofilizada Mora liofilizada
. +
solutos solutos

FIGURA 10. Evaluacion de la citotoxicidad celular por medio de la reduccion de MTT a formazén. (A) Evaluacion de
la viabilidad celular de fresa liofilizada sin solutos y con solutos. (B) Evaluacion de la viabilidad celular de mora
liofilizada sin solutos y con solutos. Los datos se expresan como la media + error estandar. Las diferencias de cada
dosis de cada muestra respecto al control se determinaron por medio del analisis de varianza ANOVA seguido del test
de la t de Dunnett, siendo **** p < 0,0001; *** p < 0,001 y ** p <0,01; ns = diferencias no significativas.

Tal como se muestra en la figura 10A, la fresa liofilizada no presentd toxicidad a las
concentraciones ensayadas. En cambio, la fresa liofilizada con solutos presentd toxicidad a partir
de una concentracién de 2,5 mg/mL. En el caso de la mora (figura 10B), se observa que la
muestra liofilizada con solutos no presentd toxicidad a ninguna concentracion ensayada, pero
en el caso de la mora liofilizada sin solutos, la concentracion de 5 mg/mL ya resulté tdxica (se
observa una pérdida de la viabilidad de aproximadamente el 50%). Por ello, las concentraciones
de trabajo establecidas para los analisis posteriores fueron menores a 5 mg/mL.
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5.2. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE NO

Los polifenoles, aislados o como constituyentes de una fraccién, presentan capacidad para
actuar como potenciales antioxidantes protegiendo los tejidos corporales frente al estrés
oxidativo asi como frente a enfermedades asociadas a estas condiciones (Sies et al., 2005).

Los resultados del presente trabajo mostraron que aquellas concentraciones con mayor
contenido en polifenoles ejercen una inhibicion mayor de la producciéon de NO en macréfagos
murinos estimulados con LPS que aquellas concentraciones con menor contenido (figura 11),
numerosos estudios han evidenciado que los extractos de polifenoles derivados de las frutas
muestran efectos inhibitorios sobre la produccién de NO, asi como efecto antiinflamatorio
(Wang y Mazza,2002; Lin y Tang,2008)

Inhibicién de la produccién de NO Inhibicion de la produccién de NO
150 ns
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mg/mL
CO””O'I 5 25 0'25”0'5 0.25 O'OZSI( g/mL) Control 2.5 0.25 0.025 2.5 0.25 0.025 (mg/mL)
L Il |
Fresa liofilizada Fresa liofilizada . R
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+
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FIGURA 11. Evaluacion de la produccién de NO en macro6fagos RAW 264.7. (A) Evaluacion de la inhibicion de la
produccién de NO de fresa liofilizada sin solutos y con solutos. (B) Evaluacidn de la inhibicion de la produccion de
NO de mora liofilizada sin solutos y con solutos Los datos fueron obtenidos a partir de cuatro experimentos
independientes y se expresan como la media + desviacion estandar. La significacion estadistica de las diferencias de
cada dosis respecto al control se determinaron por medio del analisis de varianza ANOVA seguido del test de la t de
Dunnett (siendo * p < 0,05; *** p < 0,001; **** p < 0,0001) ; ns = diferencias no significativas.

De esta forma, en las muestras de fresa liofilizada se observé una inhibicidn significativa en
la produccidn de NO de alrededor del 40% a una concentracidn de 5 mg/mL, siendo ésta la mayor
concentracion medida en el estudio. En la fresa liofilizada con solutos no se observé inhibicidn
a ninguna concentracién. Por otra parte, la mora liofilizada presentd una inhibicidn significativa
de la produccion de NO del 50% a la mayor concentracidn estudiada (2.5 mg/mL). La mora
liofilizada con solutos tampoco presenté inhibiciones significativas, por lo que se podria deducir
que tal y como se ha explicado anteriormente a mayor contenido de compuestos fendlicos
totales mayor actividad antiinflamatoria.
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Resulta significativo el hecho de que los extractos liofilizados con solutos no muestraron
efecto inhibidor del NO, a diferencia de los extractos sin solutos. En el caso de la fresa, debido a
su toxicidad, no pudimos ensayar concentraciones superiores a 0,5 mg/mL de fresa liofilizada
con solutos, lo que supone 10 veces menos concentracidn que la concentracion efectiva de fresa
liofilizada sin solutos. En el caso de la mora, a pesar de ensayar las mismas concentraciones con
solutos y sin solutos, las muestras con solutos no mostraron actividad inhibidora. Aunque serian
necesarios mas experimentos para comprobarlo, nos planteamos como hipdtesis que el
encapsulado con goma ardbiga esté dificultando la accidén de los polifenoles en las células. Nishi
y Jayakrishnan (2004) estudiaron el tiempo de liberacion de un farmaco (la primaquina) en
tampon fosfato sédico tras ser encapsulado con goma ardbiga. Segln sus resultados,
manteniendo el farmaco encapsulado en dicho tampdn en un bafio oscilante (a 100
oscilaciones/min) a una temperatura de 37 °C, tras 24h solo se habia liberado un 15% del
farmaco. Por tanto, cabe la posibilidad de que el encapsulado con goma ardbiga en nuestras
muestras esté impidiendo la liberacidn rapida de los principios activos.

6. CONCLUSIONES

La liofilizacién parece una buena alternativa para obtener un producto en polvo con un alto
contenido en compuestos bioactivos y actividad antioxidante, pudiendo ser empleado como
parte de un alimento funcional o en elaboracién de nutraceuticos. La mora presenté mayor
contenido en compuestos fendlicos y carotenoides. En la fresa el procesado no ocasiond
cambios significativos en el contenido en fitoquimicos, mientras que en la mora se produjeron
pérdidas en fenoles. Las muestras liofilizadas con goma ardbiga mostraron el mayor contenido
en carotenoides. En general, la incorporacion de este soluto como aditivo tecnoldgico favorecio
la estabilidad de los fitoquimicos estudiados, demostrando su accidn encapsulante y protectora,
y mejorando la actividad antioxidante de los productos en polvo. Para ambas frutas los extractos
hidrofilicos mostraron mayor actividad antioxidante que los lipofilicos. En cuanto a la relacion
entre los compuestos fitoquimicos estudiados y los métodos de andlisis de la actividad
antioxidante, en la fresa se obtuvieron relaciones negativas entre los fenoles y la actividad
antioxidante. Esto parece indicar que otros compuestos fitoquimicos no evaluados en este
trabajo, como la vitamina C, pueden estar afectando a los resultados. En la mora tanto los
fenoles como los carotenoides se relacionaron de manera positiva con la actividad antioxidante.
Fue el FRAP el método que mejor se correlaciond con los carotenoides en ambas frutas.

Ademas, en los estudios in vitro se ve una clara inhibicidn en la produccion de NO y por
tanto un efecto antiinflamatorio en los extractos liofilizados sin solutos. Sin embargo, la
presencia de solutos da lugar a una baja actividad antiinflamatoria, por lo que se plantea que la
goma arabiga dificulta la accidén de los compuestos bioactivos en las células. Como hipdtesis
planteamos que esto seria debido a la lenta liberacion de dichos compuestos en el medio celular.
Seria por tanto necesario realizar un estudio de liberacion de compuestos fendlicos en
condiciones andlogas al proceso digestivo para poder ensayar después la actividad
antiinflamatoria.
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