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TITULO: EFECTO DE LOS PRETRATAMIENTOS DE
DESHIDRATACION E INCORPORACION DE SOLUTOS EN EL VALOR
FUNCIONAL DEL POMELO LIOFILIZADO.

RESUMEN

Las frutas son una fuente importante de sustancias bioactivas que parecen estar
relacionadas con efectos beneficiosos en la salud. EI pomelo es uno de los citricos que mas
cantidad de sustancias bioactivas aporta a la dieta, sin embargo, la estacionalidad y la
corta vida util del fruto limitan su consumo en fresco, ademas del ritmo de vida acelerado
actual de las personas. Por ello, es fundamental la presentacion de nuevas alternativas de
mercado, en este sentido, podria ser de gran interés disefiar un producto nutracéutico a base
de extractos de fruta. Para ello una opcion es partir de fruta en polvo, sometiendo el
producto a un proceso de deshidratacion. La liofilizacién es una técnica que proporciona
productos de elevada calidad y bajos contenidos en humedad, pero es altamente costosa
respecto a tiempo y consumo energético. Por lo que puede resultar muy interesante la
reduccion de parte del agua a través de pretratamientos, como el secado por microondas,
ayudando asi a la reduccién costes. Por otro lado, el producto liofilizado muestra
fendmenos de pegajosidad, apelmazamiento y colapso estructural; dicha adherencia de
particulas puede evitarse a través de la adicion de solutos. En este estudio se evalua el
efecto del pretratamiento con microondas y la adicién de goma arabiga y fibra de bambu
sobre la calidad funcional de pomelo liofilizado. A las muestras de pomelo planteadas se
les ha extraido y cuantificado, por diferente procedimiento segun el compuesto, la
Vitamina C, los fenoles totales y los carotenoides totales. Ademés se ha analizado la
capacidad antioxidante de los tres extractos por tres métodos diferentes: ABTS, DPPH y
FRAP. Los resultados mostraron que el pretratamiento con microondas produjo un
aumento en el contenido en fenoles totales y carotenoides, pero una disminucion de la
vitamina C, y ademas no se observé ningun cambio significativo en la capacidad
antioxidante. La liofilizacion aumento el contenido en fenoles de las muestras con solutos
pero disminuy6 la cantidad de carotenoides y vitamina C. En cuanto a los métodos de
cuantificacion de actividad, el DPPH es el que mejor se correlaciona con el contenido en
compuestos fenolicos y vitamina C. Ni éste ni el ABTS ni el FRAP parecen
correlacionarse bien con el contenido en carotenoides.
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de bambu, actividad antioxidante.
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TITOL: EFECTE DELS PRETRACTAMENTS DE DESHIDRATACIO |
INCORPORACIO DE SOLUTS AL VALOR FUNCIONAL DEL POMELO
LIOFILITZAT.

RESUM

Les fruites son una font important de substancies bioactives que semblen estar
relacionades amb efectes beneficiosos en la salut. EI pomelo és un dels citrics que més
quantitat de substancies bioactives aporta a la dieta, pero, I'estacionalitat i la curta vida util
del fruit limiten el seu consum en fresc, a més del ritme de vida accelerat actual de les
persones. Per aixo, és fonamental la presentacio de noves alternatives de mercat, en aquest
sentit, podria ser de gran interés dissenyar un producte nutraceutic a base d'extractes de
fruita. Per aix0 una opcio és partir de fruita en pols, sotmetent el producte a un procés de
deshidratacid. La liofilitzaci6 és una técnica que proporciona productes d'elevada qualitat i
baixos continguts en humitat, pero és altament costosa pel que fa a temps i consum
energétic. Pel que pot resultar molt interessant la reduccio de part de l'aigua a través de
pretractaments, com l'assecat per microones, ajudant aixi a la reduccié costos. D'altra
banda, el producte liofilitzat mostra fenomens de enganxositat, atapeiment i col-lapse
estructural; aquesta adheréncia de particules pot evitar mitjancant l'addicié de soluts. En
aquest estudi s'avalua I'efecte del pretractament amb microones i I'addicié de goma arabiga
i fibra de bamb( sobre la qualitat funcional d'aranja liofilitzat. A les mostres d'aranja
plantejades se'ls ha extret i quantificat, per diferent procediment segons el compost, la
Vitamina C, els fenols totals i els carotenoides totals. A més s'’ha analitzat la capacitat
antioxidant dels tres extractes per tres métodes diferents: ABTS, DPPH i FRAP. Els
resultats van mostrar que el pretractament amb microones va produir un augment en el
contingut en fenols totals i carotenoides, pero una disminucio de la vitamina C, a més no es
va observar cap canvi significatiu en la capacitat antioxidant. La liofilitzacié va augmentar
el contingut en fenols de les mostres amb soluts perd va disminuir la quantitat de
carotenoides i vitamina C. Quant als metodes de quantificacié d'activitat, el DPPH és el
que millor es correlaciona amb el contingut en compostos fenolics i vitamina C. Ni aquest
ni el ABTS ni el FRAP semblen correlacionar-bé amb el contingut en carotenoides.

Paraules clau: aranja, fitoquimics, microones, liofilitzaci6, goma arabiga, fibra de
bambu, activitat antioxidant.
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TITLE: EFFECT OF DEHYDRATION AND INCORPORATION
PRETREATMENTS OF SOLUTES IN THE FUNCTIONAL VALUE OF
THE LYOPHILIZED GRAPEFRUIT.

ABSTRACT

Fruits are an important source of bioactive substances that appear to be related to
beneficial effects on health. Grapefruit is a one of the citrus that most amounts of bioactive
substances contributes to the diet, however, seasonality and its short shelf life limit fresh
consumption, in addition to the current accelerated way of life. Therefore, it is essential the
presentation of new market alternatives, in this sense, it could be of great interest to design
a nutraceutical product based on fruit extracts. An option is subjecting the fruit to a
dehydration process to obtain a product powder. Freeze-drying is a technique that provides
high quality products with low moisture content, but is highly expensive with respect to
time and energy consumption. It can be very interesting the reduction of water through
pretreatments such as microwave drying, thus helping reducing costs. Furthermore, the
freeze dryed product shows phenomena of tackiness, lumping and structural collapse; such
adhesion of particles can be avoided by adding solutes. In this study the effect of
pretreatment with microwaves and addition of arabic gum and bamboo fiber on the
functional quality of freeze dryed grapefruit was evaluated. Vitamin C, total phenols and
total carotenoids were extracted and quantified by different methods depending on the
compound. Furthermore, antioxidant capacity of the three extracts obtained was analyzed
by three different methods: ABTS, DPPH and FRAP. Results showed that microwave
pretreatment increased the content of total phenols and carotenoids, but decreased vitamin
C. No significant changes were observed in antioxidant capacity due to microwave
pretreatment. Freeze drying increased phenol content of the samples with solutes but
decreased the amount of carotenoids and vitamin C. As for the methods of quantifying
antioxidant capacity, DPPH was the best correlated with phenolic compounds and vitamin
C. Neither DPPH, nor ABTS and FRAP appear to correlate with carotenoids content.

Keywords: grapefruit, phytochemicals, microwave, freeze drying, arabic gum,
bamboo fiber, antioxidant activity.
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1. INTRODUCCION

El consumo de fruta en la dieta es muy importante para conseguir una nutricion
adecuada y mantener un estilo de vida saludable (Dauchet et al., 2006; Luximon-Ramma et
al., 2003; Stahl et al., 2005). Numerosos estudios epidemioldgicos sugieren que este grupo
de alimentos ejerce efectos beneficiosos en la salud, asocidndose con un descenso en el
desarrollo de distintos procesos crénicos, como enfermedades cerebrovasculares y
cardiovasculares, algunos desordenes neuroldgicos, ciertos procesos inflamatorios,
distintos tipos de cancer e incluso a la enfermedad de Alzhéimer (John et al., 2002; Kaur y
Kapoor, 2001; Liu et al., 2000; Martinez-Navarrete et al., 2008; Sanchez-Moreno et al.,
1998; Stahl et al., 2005; Stanner et al., 2004; Vanamala et al., 2006; Xu et al., 2008).
Dichos beneficios parecen estar relacionados con un amplio numero de compuestos
denominados fitoquimicos o sustancias bioactivas (Hensley et al., 2004; Xu et al., 2008;
Yen et al., 2002). En este grupo de sustancias destacan los antioxidantes, compuestos de
distinta naturaleza quimica que protegen a los sistemas bioldgicos contra los efectos
perjudiciales de procesos o reacciones de oxidacién. Las vitaminas C y E, polifenoles,
carotenoides y terpenoides, entre otros, estan incluidos entre estos compuestos bioactivos
(Arnao et al., 2001; Bravo, 1998; Garcia-Lafuente et al., 2009). Por todo ello, la funcién de
estos compuestos es muy importante ya que, en la sociedad actual, el cancer es la segunda
causa de muerte después de las enfermedades cardiovasculares (Robles-Agudo et al.,
2005). Como consecuencia, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda el consumo
diario de més de cinco raciones de frutas y hortalizas (OMS, 2015), ya que se ha
demostrado que los individuos que siguen dicha recomendacién, tienen aproximadamente
la mitad de riesgo de padecer cancer (Dembitsky et al., 2011).

El pomelo (Citrus paradisi) es el tercer citrico con mayor produccion mundial (supera
las 3,8 millones de toneladas anuales) detras de las naranjas y las mandarinas (Infoagro,
2015). Las variedades de pomelo pueden clasificarse principalmente en dos grupos segun
su tonalidad. Por un lado se encuentran las variedades blancas o comunes, que presentan
una tonalidad amarillenta, donde se engloban las variedades Duncan y Marsh. Por otra
parte se hallan las variedades pigmentadas, que tienen un color rosa o rojizo, donde se
encuentran las variedades Burgundy, Ruby, Star Ruby, Thompson y Pink Marsh. En
Espafa, la Star Ruby es la mas consumida ya que presenta mejor sabor y un color mas
intenso por su contenido en licopeno, pigmento que la hace mas atractiva para el
consumidor (Kimball, 1999). ElI pomelo, presenta gran interés desde el punto de vista
nutricional y funcional debido a que aporta a la dieta mas cantidad de sustancias bioactivas
que la naranja, la mandarina, el limén y la lima (Peterson et al., 2006a; Peterson et al.,
2006b; Xu et al., 2008). Es una fuente importante de vitamina C, fenoles y [B-caroteno
(provitamina A), compuestos con capacidad antioxidante que proporcionan beneficios para
la salud (Burgess y Andrade, 2006; Igual et al., 2009; Xu et al., 2008), empleandose en
tratamientos y prevencién de diversas patologias (Del Caro et al., 2004; Pamplona, 2006).
Sus frutos se consumen principalmente en fresco (Infoagro, 2015), sin embargo, el sabor
amargo debido a la presencia de flavonoides como la naringina, la estacionalidad y la corta
vida util del fruto, limitan su consumo en fresco (Drewnowski et al., 1997), aumentado asi
su consumo en forma de mermeladas y zumos (Infoagro, 2015).

Actualmente, el ritmo de vida acelerado ha llevado a la gente a habitos alimentarios
inadecuados, conllevando a un déficit nutricional. Por otro lado, cada vez mas, las personas
son conscientes de la importancia que tiene la alimentacion en la salud y en la reduccion
del riesgo de contraer enfermedades (Alvidrez et al., 2002). Debido a este hecho, la
presentacion de nuevas alternativas de mercado, que permitan el acercamiento de las



propiedades beneficiosas de alimentos como el pomelo a los consumidores, es un reto para
la ciencia y tecnologia de los alimentos. Por estas razones, el empleo del pomelo para la
elaboracion de nutracelticos puede responder a dicha cuestion. Los nutracedticos son
suplementos dietéticos formulados como un concentrado de compuestos bioactivos
beneficiosos para la salud, extraidos usualmente de los alimentos, presentados en una
matriz no alimentaria para ser ingeridos como pildoras, pastillas, cépsulas o ténicos
(Contreras-Calderon et al., 2010; Cruzado y Cedron, 2012; Drago et al., 2006; Hasler,
2003; Roberfroid, 2007; Xu et al., 2008). Dada la diferente naturaleza y polaridad de las
sustancias bioactivas, es necesario emplear distintos disolventes para su extraccion (Boeing
etal., 2014; Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2006; Pérez-Jiménez et al., 2008).

Para la elaboracion de nutracedticos una opcion es partir de fruta concentrada en
polvo, siendo necesario someter al pomelo a un proceso de deshidratacion (Bennet et al.,
2011). La liofilizacién una de técnica de secado que proporciona productos de elevada
calidad sensorial, nutritiva y funcional y bajos contenidos en humedad (Barbosa-Céanovas
et al., 2005; Guio et al., 2000; Lopez et al., 2006). Ademas, los productos obtenidos a partir
de este método, suponen una ventaja adicional respecto al consumo de fruta fresca, ya que
se pueden emplear en dietas modificadas para alimentacion hospitalaria en pacientes con
dificultades en masticacion y deglucion (De Luis et al., 2002). La liofilizacion se basa en la
eliminacioén del agua por sublimacion, en condiciones de baja presion y temperatura, de un
producto previamente congelado (Berk, 2009). Debido a la disminucion de la actividad del
agua (ay) y a las bajas temperaturas, la mayoria de reacciones de deterioro se detienen,
obteniéndose productos de mayor calidad que los obtenidos por tratamientos térmicos
(Igual et al., 2009).

Sin embargo, el producto obtenido es altamente higroscépico, pudiendo mostrar
fendmenos de pegajosidad, apelmazamiento y colapso estructural (Gabas et al., 2007;
Ross, 1995). Estos problemas estan generalmente asociados al estado gomoso de la matriz.
El cambio de estado de gomoso a vitreo, de maxima estabilidad, viene determinado por la
temperatura de transicion vitrea (Tg). La T4 se encuentra directamente relacionada con la
composicion del alimento, aumentando cuanto mayor sea el peso molecular promedio de
los solutos de la matriz amorfa, y disminuyendo cuanto mayor sea la concentracion de
agua (Ross, 1995). Para favorecer el estado vitreo y evitar la adherencia de las particulas,
se hace necesario aumentar el peso molecular promedio de la matriz amorfa, lo que puede
conseguirse adicionando solutos (Gabas et al., 2007; Zhongxiang & Blesh, 2012). Los
solutos utilizados en este estudio con dicho fin han sido la goma arabiga y la fibra de
bambd. La goma arabiga es un hidrocoloide protector de origen natural, obtenido del
exudado de plantas de diferentes especies Acacia, (Cozic et al., 2009) que contiene L-
arabinosa, L-ramnosa, D-galactopiranosa y algunos acidos derivados (Hao Wang et al.,
2014). Ademas, este hidrocoloide presenta capacidad de agente encapsulante y
estabilizante (Gabas et al., 2007; Hao Wang et al., 2014; Righetto & Netto, 2005). La fibra
de bambl procede de una planta de subfamilia Bambusoidae y estd compuesta por
hemicelulosa, celulosa, pectina y lignina (Abdul Khalil, 2013; Eun-Jin & Deok Young,
2009; Ming-Fei et al., 2010; Pai et al., 2011; Scurlock et al., 2000). Ademés algunos
estudios describen su contribucion a prevencion de enfermedades cronicas (Dello et al.,
2004; Eun- Jin & Deok-Young, 2009; Mejia et al., 2009; O’Shea et al., 2012).

Por otro lado, la liofilizacion es una técnica altamente costosa, en cuanto a tiempo y
consumo energético (Fellows, 2000; Kasper & Friess, 2011), por lo que la disminucién
previa de parte del agua del alimento podria contribuir a la obtencién de productos de
menor coste en menor tiempo (Barbosa-Canovas et al., 2005; Benlloch-Tinoco et al., 2013,

2



Fahloul et al., 2009). En este sentido puede resultar muy interesante una deshidratacion
parcial por microondas, que, por su elevado rendimiento térmico, permite la eliminacion de
agua en un tiempo relativamente corto, lo que contribuye a una menor degradacién de los
compuestos termol&biles, obteniéndose productos de mejor calidad (Giese, 1992; Igual et
al., 2012; Benlloch, 2015).



2. OBJETIVO

Con la intencion de conocer la viabilidad de la liofilizacion para la obtencién de un
producto nutracedtico, el objetivo de este trabajo ha sido evaluar el efecto del
pretratamiento con microondas y la adicién de goma aradbiga y fibra de bambu sobre la
calidad funcional de pomelo liofilizado. Para ello se ha estudiado el contenido en
compuestos fenolicos, carotenoides y vitamina C de las muestras obtenidas, asi como su
capacidad antioxidante.



3. METODOLOGIA

3.1 Materia prima

En este estudio se empled pomelo (Citrus paradisi) de la variedad Star Ruby. Fue
adquirido siempre en la misma cadena de supermercado de la ciudad de Valencia y las
piezas utilizadas se seleccionaron en base a su tamario, color, firmeza y ausencia de dafios
fisicos superficiales, segun apreciacion visual.

En cuanto a los solutos utilizados como aditivos tecnoldgicos para la obtencién de
algunas muestras, se empled goma arébiga (GA) de Scharlab S.L. (Sentmenat, Espafa) y
fibra de bambu (FB) de J.Rettenamaier & Sohne (JRS) (Rosenberg, Alemania).

3.2 Obtencion de las muestras

Para la obtencién de las muestras, los pomelos se lavaron, pelaron, cortaron vy,
finalmente, se trituraron mediante un robot de cocina (Thermomix TM 21, Vorwerk,
Spain). Con el puré de pomelo obtenido se prepararon las cuatro muestras que se detallan
en la Tabla 1. La cantidad de solutos adicionada, asi como los tratamientos empleados se
seleccionaron de acuerdo a las formulaciones optimizadas de estudios previos (Marchirant,
2014).

TABLA 1. Cddigo asignado a las muestras de pomelo estudiadas. Cantidad de goma arabiga
(GA) y fibra de bambu (FB) afiadidas (g /100 g,u«) Y tecnologia empleada para el procesado.

Codigo muestra Tecnologia GA FB
PS - 3,78 0,476
PSL Liofilizacion 3,78 0,476
PM Microondas 0 0
PML Microondas+ Liofilizacion 0 0

A una parte del puré de pomelo obtenido se le adicionaron los solutos (GA 'y FB) en el
mismo robot de cocina utilizado para la trituracion de la fruta (Thermomix TM 21,
Vorwerk, Spain). El puré de pomelo con los solutos afiadidos constituyd la muestra PS.
Parte de esta muestra se dispuso en bandejas de aluminio con 0,5 cm de espesor de puré, se
congel6 a -40 °C (Liebherr Mediline 7083 207-00) durante 48 horas y posteriormente se
liofilizé a 0,021 mPa y -59 °C en el condensador, durante 48 horas. La liofilizacion se
realizd en un liofilizador Telstar Lioalfa-6. La torta obtenida la liofilizacion se trituro,
obteniéndose la muestra PSL, que se envasd a vacio y se almacend en un desecador con
silicagel hasta que se analizé.

Para obtener las muestras PM y PML otra parte del puré de pomelo obtenido se
sometié a un tratamiento de deshidratacion parcial con microondas, a 2 W/g (Moulinex
Ultimys Duocombi), hasta un nivel de humedad de 72 g agua/100 g producto. Para
asegurar dicha humedad, se determind la humedad del puré de pomelo (apartado 3.4.1) y
con ella se aplicd un balance de agua para conocer el peso de la muestra cuando hubiera
alcanzado dicha humedad, el cual se fue controlando a diferentes tiempos del proceso.
Parte del producto obtenido constituy6é la muestra PM, mientras que la otra parte se
liofiliz, tal y como se ha descrito para la muestra PSL, para obtener la muestra PML.



3.3 Obtencion de los extractos

En funcién de su naturaleza lipo o hidrofilica la extraccion de compuestos
antioxidantes en alimentos vegetales se puede realizar con una gran cantidad de
disolventes, entre los cuales se encuentran el metanol, el etanol, la acetona, y mezclas de
los mismos con diferentes proporciones de agua (Pérez-Jiménez & Saura-Calixto, 2006).

En este caso, en primer lugar se realiz6 una extraccion con una mezcla metanol: agua
(70:30). Este disolvente mostro los mejores resultados en estudios previos para la
extraccion de compuestos fenolicos (Farinha, 2014; Spaggiari, 2014). Se pes6é 1 g de
muestra y se le afadieron 9 mL del disolvente de extraccion. Seguidamente se mezcl6 en
agitacion magnética durante 20 minutos y se centrifug6 a 8000 rpm, durante 10 minutos a
20°C (Selecta Medifriger-BL, Espafia). El sobrenadante se denomind extracto 1. Este
extracto se empled para la cuantificacion de compuestos fendlicos (apartado 3.4.2.1) y
también se determind su actividad antioxidante (apartado 3.4.3). Por otra parte, a 1 g del
precipitado se le afiadieron 9 mL de la mezcla hexano:acetona:etanol (50:25:25). La
mezcla se agitd y centrifugd como se ha descrito para la obtencion del extracto 1. El
sobrenadante se denomind extracto 2. Este extracto se empled para la cuantificacion de
compuestos carotenoides (apartado 3.4.2.2) y también se determind su la actividad
antioxidante (apartado 3.4.3).

Por otro lado, se realizé una extraccién con &cido oxalico al 1% en agua (p/v). Se peso
1 g de muestra y se le afiadieron 9 mL del disolvente de extraccién y se mezclé y
centrifugd igual que los extractos 1 y 2. El sobrenadante se denominé extracto 3. Este
extracto se empled para la cuantificacion de la vitamina C (apartado 3.4.2.3) y para la
determinacion de la actividad antioxidante (apartado 3.4.3).

3.4 Determinaciones analiticas

3.4.1 Humedad

La humedad se determiné siguiendo el método oficial 20.013 (AOAC, 1990) que se
basa en la determinacion de la pérdida de peso de una muestra cuando se seca en una
estufa a una temperatura constante de 60 °C + 1°C y una presion <100 mmHg, hasta
alcanzar peso constante. Se utiliz6 una estufa Vacioterm, J.P. (Selecta). Los resultados se
expresaron en g agua/ g muestra.

3.4.2 Compuestos bioactivos

A las muestras PS, PSL, PM y PML se les analiz6, por triplicado, el contenido en
vitamina C, fenoles totales y carotenoides. Se calcul6 la media y la desviacion estandar.
Con fines comparativos, todos los resultados se expresaron referidos a 100 g de solutos de
pomelo (sp), aplicando la ec. 1.

Mmm+v-p
M)

m; 100 (1)

Myn-(1=Xw) Xsp/st



Donde:

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

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

v: volumen de disolvente de extraccion (mL)

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

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

Xspist: (g solutos de pomelo/g solutos totales) en la muestra analizada

3.4.2.1 Fenoles totales

El analisis se realiz6 mediante el Ensayo Folin-Ciocalteu, segun Benzie y Strain
(1999) y Selvendran y Ryden (1990). A 250 uL del extracto 1 se le afiadieron 15 mL de
agua bidestilada y 1,25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemania). Las
muestras se mezclaron y se dejaron reposar durante 8 minutos en oscuridad. A
continuacion se afiadieron 3,75 mL de carbonato de sodio 7,5% (p/v) y se ajustd a un
volumen final de 25 mL con agua bidestilada. Se mantuvieron en oscuridad a temperatura
ambiente durante 2 horas. Tras esto, se midid la absorbancia a 765 nm con un
espectrofotometro UV-visible (Thermo Electron Corporation, USA). Se utilizaron
diferentes disoluciones de acido galico (Sigma—Aldrich, Alemania) para construir la recta
patron utilizada para la cuantificacion de los fenoles. El resultado se expresé en mg de
acido galico/ 100 g sp.

3.4.2.2 Carotenoides totales

La determinacion de los carotenoides se realizé mediante espectrofotometria segun el
método AOAC (1996). Para ello se adicionaron 15 mL de agua bidestilada a 100 ml del
extracto 2. Seguidamente, las muestras se homogenizaron unos segundos en un agitador
Vortex para lograr la separacion de fases. Del sobrenadante (fase hexano) se tomaron 600
puL, que se llevaron a evaporar con nitrogeno. A continuacion se les adiciond 1 mL de
THF/ACN/Metanol (15:30:55 v/v/v) y se midio la absorbancia a 446 nm (Thermo Electron
Corporation, USA). Para la cuantificacion de los carotenoides se construyd una recta
patron utilizando diferentes disoluciones de f-caroteno (Fluka, Espafia). Los resultados se
expresaron como mg de - caroteno/100 g sp.

3.4.2.3 Vitamina C

Para determinacion de la vitamina C se procedio a la reduccion del acido
dehidroascorbico (DHAA) a acido ascérbico (AA) utilizando el reactivo DL-ditiotretiol
(DDT) (Sigma-Aldrich), segun Sanchez-Mata et al. (2000) y Sanchez-Moreno et al.
(2003). Los analisis se realizaron por el método de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC) segun Xu et al. (2008), midiendo la absorbancia a 243 nm. Se empled un equipo
HPLC (Jasco, Italia) con una bomba ternaria (Jasco PU-1580 HPLC pump), un generador
de gradiente (LG-1580-02 Ternary Gradient Unit) y un detector UV-visible (MD-1510),
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con un intervalo de longitud de onda de 190 hasta 650 nm. Se emple6 una columna Zorbax
SB-C18 de Sum (4,6 x 25mm), junto con una precolumna (C18 Teknokroma). Los
resultados se expresaron como mg de vitamina C/100 g sp.

3.4.3 Actividad antioxidante

A los extractos 1, 2 y 3 se le midié la actividad antioxidante empleando 3 métodos:
FRAP, DPPH y ABTS.

3.4.3.1 FRAP

El método FRAP se llevé a cabo segin Benzie y Stain (1996), Pulido et al., (2000) y
Thaipong et al., (2006). En una cubeta espectrofotométrica se introdujeron 9 pL de
reactivo FRAP mantenido en un bafio a 37°C, 30 uL de agua bidestilada y 30 puL del
extracto correspondiente o del disolvente de extraccion en el caso del blanco. A
continuacion se homogeneizé y se realizd la medida de la absorbancia a 593 nm
(espectrofotdmetro  UV-visible (Thermo Electron Corporation, USA)). Se utilizaron
diferentes disoluciones de Trolox (Sigma—Aldrich, Alemania) para construir la recta
patron. Los resultados finales fueron expresados como mmol Trolox equivalente /100 g sp.

3.4.3.2 DPPH

El método del DPPH se basa en la capacidad de las sustancias antioxidantes para
captar radicales libres (Puupponen-Pimia et al., 2003). Este ensayo es recomendado por
distintos autores (Brand-Williams et al., 1995; Sanchez-Moreno et al., 2003). Para
realizarlo, se colocaron en una cubeta espectrofotométrica 3 mL de reactivo DPPH y 30
pL del extracto correspondiente. Finalmente, se homogeneizo y se midié la absorbancia a
515 nm (espectrofotometro Thermo Electron Corporation, USA). El porcentaje de DPPH
fue calculado segln la ecuacion (2). Se utilizaron diferentes disoluciones de Trolox
(Sigma—Aldrich, Alemania) para construir la recta patron. Los resultados finales fueron
expresados como mmol Trolox equivalente /100 g sp.

(Acontrol-Amuestra)

%DPPH =

Acontrol x 100 (2)
Donde: A control= absorbancia a tiempo 0; A muestra= absorbancia a tiempo 2,5
minutos cuando la reaccion se estabilizo.

3.4.3.3 ABTS

Segun lo propuesto por Re et al. (1999), Arnao et al. (2001) y Thaipong et al. (2006),
se prepard una disolucion de ABTS 7 mM vy persulfato de potasio 2,45 mM (1:0,5) y se
mantuvo en refrigeracion y en oscuridad entre 12 y 16 horas para que se formase el radical
ABTSe+. Una vez transcurrido el tiempo se diluy6 en etanol hasta obtener un valor de
absorbancia a 734 nm de 0,7 nm. 10 uL de extracto junto con 1 mL del reactivo anterior,
se introdujeron en una cubeta para realizar la medida de la absorbancia a 734nm a tiempo
cero y pasado un minuto, cuando la reaccion ya se habia estabilizado (espectrofotémetro
UV-visible, Thermo Electron Corporation, USA). Se utilizaron diferentes disoluciones de
Trolox (Sigma—Aldrich, Alemania) para construir la recta patron. Los resultados finales
fueron expresados como mmol Trolox equivalente /100 g sp.



3.5 Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los resultados se realizé un analisis de la varianza
(ANOVA) utilizando el test de comparacion simple con un nivel de confianza del 95%
(p<0,05). Ademas, se realizaron andlisis de correlacion de Pearson entre la actividad
antioxidante y los compuestos bioactivos estudiados. Para llevar a cabo estos analisis se

empleo el programa Statgraphics Plus version 5.1.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 2, se muestran la media y la desviacion estandar, entre paréntesis, de los
valores obtenidos de humedad (x,) de las diferentes muestras estudiadas PS, PM, PML,

PSL.

TABLA 2. Media y desviacién estandar del contenido en agua (x,,), expresado en g de agua/ g de

muestra, de las diferentes muestras.

Muestra Xw
PS 0,851 (0,004)
PM 0,698 (0,004)
PSL 0,019 (0,002)
PML 0,017%(0,001)

La misma letra en superindice indica los grupos homogeéneos establecidos por el ANOVA (p<0,05)
entre las muestras liofilizadas

Se parti6 de pomelo con una humedad de 0,867(0,001) g agua/g muestra, valor similar
al obtenido en otros estudios con esta fruta (Igual et al., 2015), el puré de pomelo con
solutos present6 0,851 (0,004) g agua /g muestra. Al aplicar el tratamiento por microondas
al pomelo fresco, préacticamente se alcanz6 la humedad objetivo de 72 g agua/100 g
muestra. Las muestras liofilizadas, PSL y PML, no presentaron diferencias significativas
(p>0,05) en su contenido en agua, ademas ambas presentaron unos valores de humedad del
orden de los sugeridos por otros autores para alimentos liofilizados (Fellows, 2000).

En la tabla 3 se pueden observar los valores medios (con su desviacion estandar) de
los fenoles, carotenoides totales y vitamina C de las muestras.

TABLA 3. Media y desviacion estandar del contenido en fenoles (mg de acido gélico/100 g solutos
de pomelo), carotenoides (mg de -caroteno/100 g solutos de pomelo) y vitamina C (mg vitamina
C/ 100g de solutos de pomelo).

Muestra Fenoles Carotenoides Vitamina C
PS 688° (24) 99° (1) 5067 (2)
PM 974° (24) 103" (6) 235" (5)
PSL 764" (25) 76 (5) 449° (6)

PML 774" (16) 102° (16) 198° (7)

La misma letra en superindice, dentro de una misma columna, indica los grupos homogéneos
establecidos por el ANOVA (p<0,05).

Los valores obtenidos de fenoles totales para la muestra de pomelo fresco con solutos
(95 mg acido galico/100 g pomelo) fueron del orden de los obtenidos en otros estudios
para pomelo (lgual et al., 2015) y para otras frutas citricas, en concreto naranja (Klimczak
et al., 2007).

Parece ser que existe una controversia en las conclusiones obtenidas por distintos
autores en relacion al efecto del tratamiento térmico en el contenido en compuestos
fenolicos de las frutas. Algunos estudios confirman el efecto negativo del tratamiento
térmico sobre estas sustancias, como el realizado por Igual et al. (2011) o Benlloch-Tinoco
et al. (2014), en los que muestras de zumo de pomelo o puré de Kiwi, respectivamente,
sometidas a una pasteurizacion convencional o por microondas, presentaron un descenso
en el contenido de fenoles aunque menor con el tratamiento por microondas. De hecho, la
pasteurizacion ha sido descrita como un tratamiento suficientemente severo como para
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reducir el contenido en compuestos bioactivos de diferentes productos de fruta (Rawson et
al., 2011). Sin embargo, otros estudios, obtuvieron un incremento del contenido fendlico al
someter muestras de harina de calabaza a tratamiento térmico (secado con aire caliente)
(Que et al., 2008). En las muestras de pomelo estudiadas, el tratamiento con microondas
parece aumentar significativamente (p<0,05) el contenido de estos compuestos. EI aumento
de fenoles en la muestra PM respecto a la muestra fresca podria deberse a que el
tratamiento por microondas pudo inducir la ruptura de las cadenas polifenodlicas, a la
consecuente liberacion de grupos fenolicos libres y la formacion de otras sustancias
fenolicas, tal y como afirman algunos autores (Hayat et al., 2010). Otros autores también
afirman que las temperaturas a las que la muestra ha sido expuesta durante el secado por
microondas, puede producir una disrupcion celular importante, facilitando la extraccién de
estos compuestos (Carranza-Concha et al., 2012; Benlloch, 2015). Por otra parte, se
observo que el proceso de liofilizacion afectd de distinta manera a las muestras. Asi, la
liofilizacion disminuy6 un 21% el contenido en compuestos fenolicos de las muestras pre-
tratadas con microondas, pero aumentd un 11% los fenoles en la muestra con solutos
afiadidos. El aumento en compuestos fenolicos debido al proceso de liofilizacion ha sido
observado en otros estudios trabajando con Tuberaria lignosa (Pinela et al., 2012). Estos
autores explican el aumento de fenoles con la liofilizacion debido a los efectos de la
congelacién a la que se somete la a fruta previamente al secado por liofilizacion, sobre la
matriz de la fruta. Durante la congelacion se forman cristales de hielo que pueden romper
la estructura celular y liberar los fitoquimicos de la matriz, facilitando la posterior entrada
del disolvente y mejorando asi su extracciéon (Dorta et al., 2010). Sin embargo, los acidos
fenolicos libres formados durante el tratamiento con microondas parecen ser mas sensibles
y resisten peor la liofilizacion. En cualquier caso, no se observaron diferencias
significativas (p>0,05) entre las dos muestras liofilizadas (PML y PSL).

Por otro lado, respecto al contenido en carotenoides, los resultados obtenidos para PS
(14 mg B-caroteno/100 g pomelo) coinciden con los valores obtenidos para pomelo fresco
(lgual et al., 2015) y para otras frutas citricas, segun bibliografia (Xu et al., 2008). Las
muestras, PS y PM no presentaron diferencias significativas (p>0,05). Lee y Coates (1999)
tampoco encontraron diferencias significativas en el contenido de carotenoides después de
la pasteurizacion térmica de zumo de pomelo rosa. No todas las técnicas de procesado
afectan en la misma medida a estas sustancias. La inestabilidad de los carotenoides se debe
al hecho de que son compuestos altamente insaturados, degradandose fundamentalmente
debido a procesos oxidativos. Otros factores como la temperatura, la luz o el pH también
pueden producir importantes cambios cualitativos en estos compuestos debido a reacciones
de isomerizacion (Meléndez-Martinez et al., 2004). Durante el tratamiento térmico puede
ocurrir la degradacion de los isomeros cis y trans, la isomerizacion de las formas trans a
cis, y al mismo tiempo, una mayor extraccion de carotenoides de la matriz del alimento. El
calentamiento puede inducir a la ruptura celular y a la liberacion de carotenoides,
principalmente en la forma trans, asi como a la inactivacion de enzimas responsables de su
degradacion (Shi et al., 2008). Algunos autores han observado en procesado de tomate a
distintas temperaturas, que la isomerizacion y la degradacion de carotenoides puede ocurrir
simultaneamente, lo que puede conllevar a un inconsistente cambio en la concentracion de
los mismos (Lin & Che, 2005). La liofilizacion produjo perdidas significativas (p<0,05),
del 23% de estos compuestos, en la muestra de pomelo con solutos. Wagner y Warthesen
(1995) evaluaron la estabilidad de oo y B -caroteno en polvo de zanahoria encapsulado en
diferentes tipos de almiddn hidrolizado, comprobando que la degradacion de los carotenos
estudiados como consecuencia del almacenamiento a temperaturas comprendidas entre
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37°C y 65°C, se debia fundamentalmente a procesos de autooxidacion debido a la
presencia de la enzima lipoxigenasa.

La muestra de pomelo fresco con solutos fue la que presenté mayor contenido en
vitamina C (68 mg / 100 g pomelo), estos valores fueron similares a los descritos por otros
autores para esta fruta (Igual et al., 2015) y para otros citricos como la naranja (Sanchez-
Moreno et al 2003; Klimczak et al., 2007; Xu et al., 2008). El secado con microondas
disminuyé de manera significativa (p<0,05) el contenido de vitamina C, produciendo unas
pérdidas del 53% de este compuesto. Otros autores como Paez et al. (2008) también
obtuvieron pérdidas del contenido en vitamina C al someter muestras de fruta a un
tratamiento térmico de pasteurizacion. Estas pérdidas tan acusadas parece ser que son
producidas porque la vitamina C es un compuesto muy termolabil (Grajales-Agudelo et al.,
2005). Ademas el proceso de liofilizacion también disminuyd de manera significativa
(p<0,05) el contenido de esta vitamina, produciendo, en las muestras con solutos y en las
muestras predeshidratadas, unas pérdidas de un 41% y un 16% de vitamina C,
respectivamente. Si, en el caso de la muestra PML se calcula la pérdida total, como
consecuencia del tratamiento por microondas y la liofilizacién, ésta es de un 61 %. En
otros estudios también se han observado pérdidas de este componente en distintas frutas
durante la liofilizacion (Castafieda et al., 2010). Estos autores afirman que a la degradacion
de esta vitamina puede contribuir el efecto degradativo del oxigeno, mas accesible en la
estructura porosa de la muestra liofilizada. No obstante, las pérdidas detectadas en este
caso por estos autores, fueron inferiores a las causadas por otros métodos de
deshidratacion, como la deshidratacion osmatica a vacio, el secado convectivo, 0 métodos
combinados.

La actividad antioxidante de las diferentes muestras de pomelo fue medida segun los
métodos descritos en el apartado de metodologia. Puesto que la actividad antioxidante de
una muestra es debida a reacciones sinérgicas entre distintos compuestos (vitaminas,
polifenoles, minerales, compuestos de Maillard), es recomendable emplear mas de un
método para medir correctamente dicha actividad (Thaipong et al., 2006). Las
comparaciones entre resultados de capacidad antioxidante solo se pueden realizar para un
mismo método y para muestras obtenidas con los mismos disolventes (Pérez-Jiménez et
al., 2008).

En la figura 1 se presentan los valores de capacidad antioxidante del extracto 1, segun
los tres métodos de cuantificacion utilizados en este estudio. Para este extracto, el método
FRAP fue el que dio los valores mas bajos.
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FIGURA 1. Capacidad antioxidante del extracto 1 obtenido de las muestras PS, PM, PSL y
PML, medida por los métodos DPPH, ABTS y FRAP. La misma letra en superindice, para un
mismo método de cuantificacion, indica los grupos homogéneos establecidos por el ANOVA
(p<0,05).

Con cualquiera de los métodos, la muestra PM fue la que presentd mayor actividad
antioxidante. En el estudio realizado por Que et al., (2008), también se obtuvo un
incremento de la capacidad antioxidante en el caso de muestras de harina de calabaza
sometidas a tratamiento térmico. La mayor capacidad antioxidante de la muestra PM puede
ser debida a la produccion de melanoidinas generadas en las reacciones de Maillard
durante el procesado por microondas. Se ha comprobado que estos compuestos tienen
actividad antioxidante, con lo que su presencia podria aumentar la actividad antioxidante
de las muestras (Que et al., 2008; Ahmad-Qasem et al., 2013). Ademas a esta mayor
actividad antioxidante de las muestras PM también puede contribuir la mayor cantidad de
fenoles totales analizados en ella. También el efecto de la liofilizacion fue como el
observado para los fenoles. Asi, en el caso de las muestras con solutos, la liofilizacion
produjo un incremento de la capacidad antioxidante (entre un 17 y un 19%). Sin embargo,
el tratamiento de liofilizacion produjo una disminucién de entre un 15 y un 27%, segun el
método, de la actividad antioxidante en las muestras de pomelo pre-tratadas por
microondas. Por su parte, no se observaron diferencias significativas en la capacidad
antioxidante, obtenida por los métodos DPPH ni ABTS, de las dos muestras liofilizadas.

En la figura 2 se presentan los valores de capacidad antioxidante del extracto 2, con el
que se han extraido principalmente los carotenoides (Cardona et al., 2003). 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 ldgico, en este caso, porque también el contenido en fenoles del
extracto 1 es mucho mayor que el contenido en carotenoides del extracto 2.
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FIGURA 2. Capacidad antioxidante del extracto 2 obtenido de las muestras PS, PM, PSL y
PML, medida por los métodos DPPH, ABTS y FRAP. La misma letra en superindice, para un
mismo método de cuantificacion, indica los grupos homogéneos establecidos por el analisis
estadistico ANOVA (p<0,05).

En este caso, el comportamiento observado difiere un poco del obtenido al cuantificar
los carotenoides de las muestras. En todos los casos se observa un aumento de la actividad
antioxidante asociada al tratamiento con microondas, aunque este aumento sélo fue
significativo (p<0,05) en el caso del método DPPH, siendo de un 17,9%. Como ya se ha
comentado, algunos autores asocian este incremento a la formacion de nuevos compuestos
antioxidantes, compuestos de Maillard y estructuras poliméricas de polifenoles, algunos de
los cuales pueden haberse extraido con la fase liposoluble (Pérez-Jiménez et al., 2008). En
cuanto a la liofilizacién, solo se observd un efecto negativo de ésta en la actividad
antioxidante cuando ésta se analiza por el método ABTS y también por el DPPH en el caso
de la muestra tratada con microondas. En este caso, por ninguno de los 3 métodos, se
observaron diferencias significativas (p>0,05) entre las dos muestras liofilizadas.

El método menos sensible para detectar los cambios de la actividad antioxidante
comentados es el FRAP, que no mostré diferencias significativas (p>0,05) entre ninguna
de las muestras.

En la figura 3 se muestran los valores de capacidad antioxidante del extracto 3. En
este caso, también la tendencia observada es la misma que se ha observado para la
vitamina C, excepto en el caso de la muestra PML analizada por el método ABTS que dio
un valor excepcionalmente alto. La muestra con mayor actividad antioxidante fue PS.
Tanto el pretratamiento con microondas aplicado como el proceso de liofilizacion, con la
excepcién comentada, disminuyeron de manera significativa (p<0,05) la capacidad
antioxidante de las muestras.
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FIGURA 3. Capacidad antioxidante del extracto 3 obtenido de las muestras PS, PM, PSL y
PML, medida por los métodos DPPH, ABTS y FRAP. La misma letra en superindice, dentro de
una mismo método de cuantificacion, indica los grupos homogéneos establecidos por el analisis
estadistico ANOVA (p<0,05).

Bajo condiciones estandarizadas, la actividad antioxidante de una mezcla de
compuestos hidro y liposolubles es aditiva. Asi, con el objetivo de estimar la capacidad
antioxidante total de las muestras, se sumaron las actividades antioxidantes de los tres
extractos para cada muestra (Van der Berg et al., 1999; Pérez-Jiménez et al., 2008),
obteniéndose los valores mostrados en la figura 4. Puesto que la capacidad antioxidante
total de una muestra viene dada por interacciones sinérgicas entre diferentes compuestos,
en esta estimacién se pueden cometer algunos errores subestimando la capacidad
antioxidante total de las muestras. Ademas, a pesar de haber utilizado combinaciones de
disolventes con distinta polaridad para facilitar la extraccién de todos los compuestos
antioxidantes, lipo y hidrofilicos, también habria que tener en cuenta que pueden haber
ciertos compuestos con potencial antioxidante que no hayan sido extraidos con los
disolventes utilizados en este estudio. VVan der Berg et al., (1999) compararon la actividad
antioxidante total tetrica calculada como suma de las actividades antioxidantes de los
distintos componentes (vitamina C, vitamina E, hesperidina, naringina y narirutina) de
muestras de zumo de naranja y uva, con la actividad antioxidante total medida, resultando
ésta superior, lo cual indicé la presencia de sustancias antioxidantes “desconocidas” no
contabilizadas.
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FIGURA 4. Suma de la capacidad antioxidante total de los extractos 1, 2 y 3
obtenidos de las muestras PS, PM, PSL y PML, medida por los métodos DPPH, ABTS y FRAP. La
misma letra en superindice, dentro de una mismo método de cuantificacién, indica los grupos
homogéneos establecidos por el anélisis estadistico ANOVA (p<0,05).

Por el método ABTS no se observan diferencias significativas entre ninguna de las
muestras. Los métodos DPPH y FRAP no diferencian por efecto del pretratamiento con
microondas pero los dos reflejan la disminucion de la actividad antioxidante de la muestra
pretratada por efecto de la liofilizacion.

Para identificar si existe alguna correlacion entre de los métodos de cuantificacion de
la actividad antioxidante utilizados y cada uno de los compuestos extraidos mayormente,
se realizaron analisis estadisticos de correlacion de Pearson (Tabla 5). El coeficiente de
correlacion de Pearson es un indice que mide el grado de variacion entre distintas variables
relacionadas linealmente. El intervalo de variacion de este coeficiente es de -1 a +1 y mide
la fuerza de relacion lineal entre las variables.

TABLA 4. Coeficientes de correlacion de Pearson entre los compuestos fendlicos, carotenoides y
vitamina C cuantificados en cada extracto y los métodos utilizados para el analisis de la actividad
antioxidante (DPPH, ABTS y FRAP).

DPPH ABTS FRAP

FENOLES 0,8104*  0,8047* 0,5348
CAROTENOIDES 0,5557 0,4600 0,0060
VITAMINA C 0,9191* 0,7338*  0,7542*

*Estadisticamente significativo (nivel de confianza del 95%)

Como se puede observar en la tabla 4, existe una correlacién positiva entre la
actividad antioxidante cuantificada por cualquiera de los tres métodos y el contenido en
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fenoles totales y en vitamina C de las diferentes muestras de pomelo. Esta correlacion es
significativa (p<0,05) en todos los casos, excepto para la relacion fenoles totales-método
FRAP. Un estudio realizado por Prior et al. (2005) también demostrd que el método FRAP
estaba mal correlacionado con la cuantificacion de compuestos antioxidantes y en otros
trabajos también se vio una fuerte correlacion entre el contenido en compuestos fendlicos y
la actividad antioxidante evaluada por el método ABTS (Ramful et al., 2010). En este caso,
tanto para los fenoles como para la vitamina C, el coeficiente de correlacion mas alto se
obtuvo con el método DPPH. Por su parte, las correlaciones de Pearson de los carotenoides
no fueron significativas con la actividad antioxidante cuantificada por ninguno de los tres
métodos. Pulido et al. (2000) tampoco observaron relacion de los carotenoides con el
método FRAP, concluyendo que estas sustancias no parecen contribuir a la reduccion del
hierro. Pérez Jiménez et al. (2008), sugieren la aplicabilidad de este método de
cuantificacion de la capacidad antioxidante para compuestos hidrofilicos, y el método
DPPH para ambos extractos, lipo e hidrofilico.
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V. CONCLUSION

El pretratamiento con microondas produjo un aumento en el contenido en fenoles
totales y carotenoides de las muestras de pomelo y una disminucién de la vitamina C.
Como resultado, no se observo ningln cambio significativo en la capacidad antioxidante
cuantificada por ninguno de los tres métodos. Aunque la liofilizacion aumentd el contenido
en fenoles de las muestras con solutos, disminuyd la cantidad de carotenoides y vitamina C
en todos los casos. Como resultado, las muestras liofilizadas con solutos mostraron
bastante mayor cantidad de vitamina C, aunque algo menor de carotenoides, que las
pretratadas por microondas, que consecuentemente fueron las que presentaron menor
actividad antioxidante. Desde este punto de vista, no se recomendaria la aplicacion de un
pretratamiento de deshidratacion por microondas para acortar el tiempo de liofilizacién. En
cuanto a los métodos de cuantificacion de actividad, el DPPH es el que mejor se
correlaciona con el contenido en compuestos fendlicos y vitamina C. Ni éste ni el ABTS ni
el FRAP parecen correlacionarse bien con el contenido en carotenoides.
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