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EFECTO DE LA ADICION DE GOMA ARABIGA EN LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE Y ANTIINFLAMATORIA DE
EXTRACTOS DE ACEROLA Y KIWI LIOFILIZADOS

RESUMEN

Las frutas, especialmente las tropicales, presentan un gran interés en la nutricion
humana por su elevado valor nutritivo y funcional, derivado de la presencia de vitaminas,
minerales, fibra y otras sustancias bioactivas. El consumo regular de estas frutas estd
relacionado con la prevencion y el tratamiento de diversas enfermedades. Sin embargo, se
trata de productos estacionales y perecederos, estando ademds su calidad comprometida el
deterioro debido al transporte y al almacenamiento. La eliminacion de agua mediante la
técnica de liofilizaciéon es un medio para estabilizar el alimento sin provocar grandes
pérdidas funcionales y de nutrientes.

Para este trabajo se ha seleccionado como frutas de estudio la acerola y el kiwi y se
ha estudiado la influencia del secado por lioflilizaciéon y la incorporacion de goma ardbiga
como agente encapsulante, con el fin de conocer la viabilidad de la esta tecnologia para la
obtencion de productos nutracéuticos con alta capacidad antioxidante. Se han realizado
extracciones con distintos disolventes para obtener la mayor cantidad de compuestos
bioactivos liposolubles (carotenoides) e hidrosolubles (compuestos fenolicos) y se ha
evaluado la actividad antioxidante por los métodos DPPH, FRAP y ABTS. Ademas, se ha
realizado un screening in vitro de la actividad antiinflamatoria mediante el estudio de la
inhibicion de la produccion de 4cido nitrico en macréfagos de raton.

Los resultados mostraron que la acerola obtuvo mayor contenido en compuestos
fitoquimicos, asi como mayor actividad antioxidante que el kiwi. En ambas frutas la
actividad antioxidante evaluada en el extracto hidrofilico fue mayor que en el lipofilico. La
liofilizacion afectd de distinta manera a la calidad funcional de las frutas, mejorando la
actividad antioxidante de la acerola, pero disminuyendo la del kiwi. En general, la
incorporacion de goma arabiga favorecio la estabilidad de los fitoquimicos estudiados y
mejord la actividad antioxidantes de los productos en polvo. En los resultados obtenidos de
los ensayos in vitro, solo se encontrd inhibicidn celular en el extracto de kiwi liofilizado con
un 75% de inhibicién en la produccion de NO.
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actividad antioxidante, actividad antiinflamatoria.
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ABSTRACT:

Fruits, especially the tropical ones, are of great interest in human nutrition due to
their high nutritional and functional benefits, which are provided by the presence of
vitamins, minerals, fiber and other bioactive components. Moreover, it has been demostrated
that regular consumption of these fruits is related to the prevention and treatment of various
diseases. However, fruits are seasonal and perishable products and its quality is influenced
by the deterioration suffered by transport and storage. Previous studies have shown that the
removing of the water in fruits by freeze drying technique stabilizes the product without
causing major alterations of their functional or nutritional benefits.

In the present work, kiwi and acerola were selected to find out how important the
influence of freeze drying could be in these products and also, if arabic gum could be used as
an appropiated encapsulating agent. Therefore, our aim is to know the viabilitiy of the use of
this technique to obtain neutraceutical products with high antioxidant properties. To reach
this aim, extractions were performed with different solvents to obtain the larger amount of
lipophilic bioactive compounds (carotenoids) and hydrophilic (phenolic compounds) and the
antioxidant activity was evaluated by the use of three different methods: DPPH, FRAP and
ABTS. Furthermore, a screening in vitro of the anti-inflammatory activity was performed by
examining the inhibition of nitric acid in mouse macrophages.

The results showed that acerola had higher amount of phytochemicals and greater
antioxidant activity than kiwi. When comparing hydrophilic and lipophilic extracts, we
found that both fruits showed higher antioxidant activity in the hydrophilic extract. Besides,
the freeze drying affected differently the functional quality of both fruits, since the process
improved the antioxidant activity of acerola, but decreased in kiwi. In relation with the
encapsulation, in general, the incorporation of arabic gum improved both the stability of the
phytochemicals studied and the antioxidant activity of the powders. Finally, the in vitro
assays results show a single cell inhibition in the freeze dried kiwi extract which reachs 75%.

KEY WORDS: Acerola, kiwifruit, freeze drying, arabic gum, phenols, carotenoids,
antioxidant activity, antiinflammatory activity.
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[. Introduccion

1. Nutracéuticos

En los ultimos afos, la comida ha asumido la condiciéon de "alimento funcional”,
satisfaciendo los requerimientos nutricionales y, al mismo tiempo, aportando multitud de
beneficios para nuestra salud. En concreto, la fruta es un alimento excelente, caracterizado por
un bajo contenido de calorias, una alta cantidad de sustancias antioxidantes y niveles
significativos de componentes activos con funciones fisioldgicas y bioquimicas (Tavarini et al.,
2008). Un nutracéutico puede definirse como todo alimento o parte del mismo que proporciona
beneficios para la salud, incluyendo la prevencion y/o tratamiento de enfermedades. Estos
nutraceuticos se extraen de su matriz natural y se estudian mediante procesos similares a los que
se emplean para identificar las propiedades biologicas de los fArmacos. Gracias a este concepto,
los alimentos ya no solo son evaluados en términos de macronutrientes y micronutrientes, sino
que se analiza ademas su contenido en otros componentes activos. Su papel mas importante es
la prevencion o posible tratamiento de enfermedades, como el cancer, enfermedades
cardiovasculares y enfermedades degenerativas. Generalmente se crean productos elaborados a
partir de alimentos para ser comercializados en forma de pildoras o polvos (Biruete ef al.,
2009).

El contenido en compuestos bioactivos o fitoquimicos de una fruta depende de factores
como las condiciones climaticas, el genotipo, la técnica de cultivo, la ubicacion geografica, la
aplicacion de pesticidas, la etapa de maduracion, el procesado y el almacenamiento (Lee y
Kader, 2000; Tavarini et al., 2008).

Diariamente el ser humano estd expuesto a agentes oxidantes producidos por la
contaminacién ambiental, el estrés, diversos productos quimicos adicionados a los alimentos,
(Avello y Suwalsky, 2006) etc. Todo ello provoca la generacién de radicales libres en el
organismo que deben ser neutralizados por los antioxidantes bioldgicos para evitar que
provoquen dafio oxidativo, ya sea en las membranas celulares o en el ADN. Este dafio oxidativo
es el causante de diversas enfermedades. Entre los antioxidantes no sintéticos encontramos los
endogenos, sintetizados por el organismo humano, y los exégenos, presentes en componentes de
la dieta. A pesar del amplio y efectivo sistema antioxidante enddgeno, (Carocho y Ferreira
2013) éste no resulta suficiente en algunas situaciones por lo que los humanos dependen de
antioxidantes presentes en la dieta para mantener las concentraciones de radicales libres a
niveles suficientemente bajos (Pietta, 2000). Asi, la actividad antioxidante de los alimentos es
fundamental, ya que estos contienen compuestos que frenan la formacioén de radicales libres y
previenen o permiten tratar las enfermedades causadas por el estrés oxidativo (Biurete ef al.,
2009). Ente los antioxidantes mas importantes presentes en las frutas se encuentran:



2.

Vitamina C o acido ascorbico, es un compuesto hidrosoluble presente en el plasma, el cual
es un potente inhibidor de la oxidacion de los lipidos. A nivel bioldgico es importante en la
formacion de colageno, absorcion de hierro inorgénico, reduccion de niveles de colesterol
en el plasma, mejora el sistema inmune. Como antioxidante, tiene la funcién de frenar
problemas como la inflamacion, reducir el riesgo de arteriosclerosis, enfermedades
cardiovasculares, algunos tipos de cancer y regenera la vitamina E (Mateljan, 2001; Lee y
Kader, 2000).

Vitamina E, también llamado tocoferol. Es un poderoso antioxidante liposoluble, el cual
facilita la absorciéon de vitamina A. Aunque su papel mdas importante es proteger la
integridad de las membranas celulares, por lo que es necesaria una concentracion suficiente
en el organismo para que los radicales libres no oxiden a los lipidos de la membrana
celular. Por esta razdn es de gran importancia para prevenir el envejecimiento (Biurete et
al., 2009).

Compuestos fendlicos: Estrechamente relacionados con la calidad sensorial y nutricional
de los alimentos, contribuyendo al aroma y sabor deseable o indeseable. Las coloraciones
azules y violetas se deben al contenido de estos compuestos en las frutas. Los fenoles
protegen al organismo humano de dafos oxidativos, atrapando los radicales libres y
previniendo que estos se unan y dafien las moléculas de DNA, este es un paso muy
importante en la prevencion de los procesos de cancer. También previenen la peroxidacion
de lipidos, los cuales pueden causar dafio estructural a las células, interfiriendo asi con el
transporte de moéleculas a través de estas. Esto afecta al crecimiento y proliferacion celular
(Chasquibol et al., 2003). Asi mismo tienen gran relevancia en los procesos inflamatorio y
ataques cardiacos (Imeh y Khokhar, 2002). El grupo de los fenoles incluye a los
flavonoides y sus subgrupos las antocianidinas, las catequinas, los 4cidos galicos y las
isofavonas.

Terpenos: Son antioxidantes liposolubles que protegen a los lipidos, a la sangre y a otros
fluidos corporales del ataque de radicales libres. Responsables del color rojo, naranja y
amarillo de las frutas y verduras. Dentro de este grupo se encuentran los carotenoides, que
incluyen dos moléculas importantes, los carotenos y las xantofilas. Entre los carotenos se
encuentra el a-caroteno, P-caroteno, licopeno, B-cryptoxanthina, luteina y zeaxantina,
siendo el b-caroteno el mas activo. Ofrecen proteccion contra diferentes tipos de céncer
(Bendich y Olson, 1989), reduce el riesgo de ataques cardiacos, tiene efectos beneficiosos
para el sistema immunologico y protegen la piel contra la radiacion ultravioleta. (Bendich y
Olson, 1989; Biurete et al., 2009).

Kiwi (Actinidia deliciosa)

Kiwi (Actinidia deliciosa) perteneciente a la variedad Hayward, es la mas comercializada

en el mercado internacional, esto se refleja por la combinacion de sabor, valor nutricional y

aspecto unico. El cultivo del kiwi se ha generalizado en todo el mundo (Testolin y Ferguson,
2009; D’Evoli et al., 2015). Se trata de una planta trepadora originaria del valle del rio Yantze

de China (Luh y Wang, 1984), la cual fue conocida como Yang Tao. En 1845 tuvo su entrada

en Europa, concretamente en Londres, pero no fue hasta principios del siglo XX cuando lleg6 a
Inglaterra, Francia, California, Nueva Zelanda y por ultimo Italia y Grecia (Soufleros et al.,

2001). La explotacion comercial de esta planta se inicié en la década de 1950 (Luh y Wang,



1984; Soufleros et al., 2001), pero la primera apariciéon en los restaurantes fue en Estados
Unidos (1961), con el nombre de “Chinese Gooseberry to kiwifruit”’, donde posteriormente fue
distribuida con una gran aceptacion en los mercados alcanzando una notable produccién. En
1962, esta fruta exotica unica, fue importada por su creciente demanda abandonando su nombre
originario de Grosella china y adoptando el nombre de Kiwi (Mateljan, 2001).

El fruto es cilindrico y envuelto por una la piel marrén con vellosidades. Su interior es de
color verde brillante con diminutas semillas negras dispersas radialmente en su nucleo central.
Segun indica D’Evoli ef al. (2015) los beneficios que aporta son muy importantes por su alto
contenido en fitonutrientes, vitaminas, minerales (P, K, Ca, Mg) y compuestos aromaticos
(principalmente ésteres, alcoholes, aldehidos y cetonas) (Soufleros et al., 2001; Beirao et al.,
2007).

Como apuntan Du et al. (2009), D'Evoli et al. (2015) y Bursal y Giilgin (2011), en
relacion a las sustancias bioactivas o fitonutrientes presentes en el kiwi, se encuentran una gran
variedad de flavonoides y carotenoides, siendo de este ultimo grupo, la luteina el mas
abundante, seguido de B-caroteno. Su color verde caracteristico se debe principalmente a las
clorofilas a y b (Tavarini et al., 2008). Respecto a los tocoferoles (vitamina E), el a-tocoferol es
uno de los mas abundantes seguido de g-tocotrienol y por ultimo el g-tocoferol. También tiene
una alta concentracion de 4cido quinico (tanino), caracteristica muy importante en los kiwis,
seguido de acido citrico, galacturonico, lactico, malico, gluconico, oxalico y fumaérico
(Soufleros, 2001). Los kiwis también son muy ricos en acido ascoérbico, asi D'Evoli et al.
(2015) demostraron que es el principal contribuyente a la actividad antioxidante total y que
contiene de 3 a 5 veces mds acido ascorbico que los citricos. Por ultimo, cabe destacar la gran
importancia dentro de los compuestos fenolicos en el kiwi, en concreto del &cido pirogélico,
donde algunos estudios han demostrado que junto con el acido ascorbico son los compuestos
con mayor indice de actividad antioxidante y reductora (Bursal y Giilgin., 2011).

En la actualidad se acepta que el consumo de kiwi tiene un efecto preventivo contra
ciertos tipos de cancer y enfermedades cardiovasculares. Asi, especialmente los canceres del
sistema digestivo (principalmente cancer estomacal), pulmén e higado, han sido tratados con
bioactivos provenientes del kiwi debido a sus actividades citotdxicas y antioxidantes (Du et al.,
2009).

3. Acerola (Malpighia emarginata DC.)

Acerola (Malpighia emarginata DC.) comprende 30 especies de arbustos nativos
procedentes de las Indias Occidentales, aunque también la podemos encontrar en América
Central, del Sur y sobretodo en Brasil, debido a su buena adaptacion al suelo y al clima. En la
actualidad Brasil es el principal productor mundial, consumidor y exportador (Vera de Rosso et
al., 2008; Mezadri el al., 2008). En Espafa es poco conocida como fruto fresco y no es muy
comercializada ya que aun no ha sido ampliamente distribuida. Si la podemos encontrar en
mezclas de zumos, refrescos en polvo, pulpa congelada y otros derivados.

El fruto tiene una gran semejanza con la cereza. Este es redondo con un diametro entre 1
a2cmy 20 g de peso. Su piel es lisa de color rojo y amarillo. La pulpa es muy jugosa y



refrescante con un sabor afrutado y dulce pero un poco acido.

El mayor impulso de esta fruta fue cuando se publico el primer informe de su alto
contenido de vitamina C (Asenjo, 1980; Sean Carrington y King, 2002), siendo mayor que el de
las naranjas, convirtiéndose asi en una de las fuentes naturales mas importantes de acido
ascorbico. El consumo de tres unidades de frutas por dia satisface la cantidad diaria
recomendada de vitamina C para un adulto. Ademas, presenta alto contenido en otras vitaminas
como tiamina, riboflavina y niacina. Los principales minerales esenciales son hierro, calcio y
fosforo (Mezadri et al., 2008).

Los principales contribuyentes de la actividad antioxidante son los compuestos
polifenolicos. Asi mismo, contiene cantidades importante de carotenoides. Mezadri et al. (2005)
identificaron 17 pigmentos diferentes mediante HPLC, ademas de flavonoides como las
antocianinas y los flavonoles, ambos muy importantes por sus propiedades antioxidantes
(Biurete et al., 2009). En 2008, Mezadri et al.. (2008) identificaron cinco compuestos diferentes
por HPLC, los cuales fueron el 4cido clorogénico, galato de epigalocatequina, epicatequina
procianidina B1 y rutina, siendo estos dos ultimos predominantes.

4. Liofilizacion

Los alimentos liofilizados han tenido un gran auge en proyectos multinacionales con el
fin de preparar productos para astronautas, montaflistas y militares, pero en la actualidad el
mercado se estd ampliando al comensal comun, gracias a las firmas alimentarias que
descubrieron los liofilizados por su sabor intenso, su consistencia crocante y su caracter
novedoso (Ramirez, 2010).

La liofilizacion es el proceso mas importante de conservacion de productos biologicos
conocido, el cual atna los dos métodos mas fiables de conservacion, la congelacion y la
deshidratacion, donde las temperaturas bajas reducen al minimo las reacciones de degradacion.
De esta manera se consiguen productos de mas alta calidad que con cualquier otro método de
secado (Berk, 2009).

Cuando va a liofilizarse un material himedo se efectian tres operaciones basicas que se
observan en la figura 1: a) la congelacion del producto a baja temperatura, b) la deshidratacion
primaria, donde el vapor de agua se mueve progresivamente por sublimacion de la masa
congelada mientras que la temperatura baja se mantiene constante. La fuerza termodinamica
impulsora para la eliminacion de agua es provista por la diferencia de presion de vapor entre el
frente seco y el espacio dentro de la camara. Esta etapa es importante porque le confiere al
producto la porosidad adecuada para la rehidratacion posterior ademas de que es la etapa en que
el contenido de agua desciende hasta un 15% (Zhai, 2003), y c) la desorcion o deshidratacion
secundaria, a temperaturas mas elevadas, donde el agua no congelada es eliminada (Wolff,
1988).
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Figura 1: Etapas de la liofilizacién (Ramirez, 2010)

El factor principal es la rigidez estructural que presenta la sustancia congelada al termino
de la etapa de sublimacion, esto evita el colapso de la estructura porosa después del secado
(Orrego, 2008; Ramirez, 2010). Un aspecto a tener en cuenta a la hora de obtener frutas en
polvo por liofilizacion es que al afiadir agua posteriormente, el producto rehidratado retiene la
mayor parte de su estructura original, ademas de que las propiedades mds interesantes de esta
técnica es que conserva su sabor y aroma (Ramirez 2010). Sin embargo, el secado por
congelacion es una forma de deshidratacion de alimentos bastante costosa, debido a la velocidad
lenta de secado y a la necesidad de usar vacio (Menlik et al., 2010).

Por otro lado, en el caso de las frutas, su alto contenido en azucares y acidos confieren al
producto liofilizado una estructura pegajosa y una elevada higroscopicidad. Para paliar este
problema y mejorar el rendimiento del proceso y la calidad del producto obtenido, es frecuente
adicionar solutos de alto peso molecular con un efecto encapsulante, antihumectante y
antiapelmazante, como por ejemplo la goma arabiga (Krishnan et al., 2005). Actualmente, se
estan realizando estudios para la elaboracion de nutracéuticos de alta capacidad antioxidante por
liofilizacion (Shui y Leong, 2006), técnica también ampliamente utilizada para la produccion de
farmacos (comprimidos, tejidos, plasma, sueros y otros productos bioldgicos) (Niwa et al.,
1987; Tang y Pikal, 2004).

5. Goma arabiga

La goma ardbiga (E-414) también conocida como goma de acacia, goma de Turquia o
goma de Senegal. Se trata de la goma mas antigua y mejor conocida de las gomas naturales. En
la actualidad existen alrededor de 500 especies de Acacia distribuidas por las areas subtropicales
y tropicales de Africa, India, Australia, América Central y el Suroeste de Norteamérica
(Oswaldo, 20006).

Concretamente es una exudacién gomosa seca, proveniente de varias especies de arboles
de Acacia, de la familia de las leguminosas. Esta exudacion aparece entre las grietas de los
troncos de los arboles en forma de esferas que semejan lagrimas. Se recogen de forma manual y
se exportan a los proveedores de todo el mundo. Existe en la naturaleza como una sal neutra o
ligeramente 4cida de un polisacarido complejo, el cual contiene calcio, magnesio y potasio.
Quimicamente es un heteropolisacarido de estructura ramificada con cantidades variables de D-
galactopiranosa, L-arabinosa, L-ramnosa y algunos 4acidos derivados como es &cido D-
glucurénico ligado a la cadena principal (3-(1-6)) (Beniller y Whistler, 1996).



La adiccién de este tipo de solutos a la fruta liofilizada viene dada por ser un hidrocoloide
complejo con excelente solubilidad en agua, ademds de sus propiedades tensoactivas, su buena
actividad superficial con capacidad para formar una pelicula protectora alrededor de las gotitas
de la emulsion, antiapelmazante y productor de bajas viscosidades en la solucion. Estas
propiedades han facilitado su amplio uso como agente encapsulacién para la retencion y
proteccion de compuestos saborizantes o volatiles (McNamee et al, 2001; Chanamaiand y
McClements, 2001). Este material tiene multiples aplicaciones en el sector de la industria
alimentaria como en la confiteria, productos de panificacion, productos lacteos, bebidas y
fijadores del sabor, entre otras (Oswaldo, 2006).



[I. Objetivos

Con la intencién de conocer la viabilidad de la liofilizacion para la obtencion de
productos nutracéuticos con alta capacidad antioxidante, este estudio tiene como objetivo
evaluar el posible efecto sobre los principales compuestos fitoquimicos y sobre la actividad
antioxidante del secado por liofilizacion y de la incorporacion de goma ardbiga como agente
encapsulante y antihumectante en kiwi y acerola. Con esta finalidad, se han extraido y
cuantificado algunos compuestos bioactivos liposolubles (carotenoides) e hidrosolubles
(compuestos fendlicos) de las muestras obtenidas, empleando para ello distintos disolventes.
Ademas, se ha evaluado la actividad antioxidante de los distintos extractos obtenidos de acerola
y kiwi por distintos métodos de andlisis, y se ha realizado un screening in vitro de la posible
actividad antiinflamatoria mediante el estudio de la inhibicién de la produccién de acido nitrico
en una linea celular de macrofagos de raton.



[II. Materiales y métodos

1. Materia prima

El estudio se llevo a cabo a partir de dos frutas diferentes. Se trabajo con pulpa de acerola
congelada (Malpighia emarginata DC., suministrada por DeMarchi, Brasil), y kiwi (Actinidia
deliciosa) de la variedad Hayward, adquiridos siempre en el mismo supermercado, en la ciudad
de Valencia. Se seleccionaron kiwis sin dafios fisicos, con un tamafio, color y firmeza lo mas
uniforme posible, segin apreciacion visual. Algunas muestras se formularon incorporando
goma arabiga (GA), de Alfa Aesar GmbH & Co KG (Alemania).

1.1. Preparacion de las muestras

Para la obtencién de las muestras, los kiwis se lavaron y se les raspd la piel con ayuda de
un cuchillo para desprender las vellosidades, y se extrajeron las partes correspondientes al
ombligo y al pedunculo. A continuacién se cortaron en rodajas y se trituraron mediante un robot
de cocina (Thermomix TM 21, Vorwerk, Spain). La pulpa de acerola congelada se mantuvo en
refrigeracion hasta su completa descongelacion y se triturd en las mismas condiciones que el
kiwi. Los purés de fruta obtenidos se dividieron en tres partes cada uno para preparar las
diferentes muestras. Por un lado se separd parte del puré obtenido constituyendo las primeras
muestras K y A (kiwi y acerola, respectivamente), otra parte de puré se separd para liofilizar,
como se describira a continuacion, y por ultimo a la tercera parte de puré se le afiadieron solutos
de alto peso molecular con capacidad antiapelmazante como aditivo, en concreto, goma arabiga.
La proporcion adicionada para ambas muestras fue de 1,2 g GA/100g de puré (Mosquera et al,
2009 y 2010). La adicién de la GA se realizé en el mismo robot de cocina utilizado para la
trituracion de la fruta (Thermomix TM 21, Vorwerk, Spain). Estas muestras de fruta con GA
también se liofilizaron, como se describe en el siguiente apartado.

2.  Obtencion de los productos liofilizados en polvo

Los purés de kiwi y acerola con y sin GA se liofilizaron. Para ello los purés se
dispusieron en bandejas de aluminio de 15 cm de diametro y 5 cm de alto, y se depositaron
formando una capa homogénea por toda la bandeja de 5 mm de espesor. Posteriormente las
muestras se congelaron durante 24 horas antes de la liofilizaciéon en un criocongelador (CVF
545/86, Ing. Climas, Espafia) a -86°C. Finalmente, se llevo a cabo la liofilizacion empleando
para ello un liofilizador LioAlfa-6 (Telstar, Espafia) a 0,026 mBar y -56,6 °C durante 48 horas.
Tras la liofilizacion y con el fin de obtener el producto en polvo, las muestras fueron trituradas
en una picadora eléctrica (Moulinex, Moulinette:320). Los productos asi obtenidos se envasaron
a vacio con una envasadora Tecnotrip EVO86154 (Espaia) y se almacenaron en un desecador



con gel de silice y cierre de silicona al resguardo de la luz hasta el momento de su anélisis. Las
muestras en polvo obtenidas de esta manera se designaron como KL y KL+S para el kiwi (sin 'y
con GA, respectivamente), y AL y AL+S, para la acerola (sin y con GA, respectivamente).

3. Obtencion de los extractos

Escoger el solvente adecuado es uno de los factores mas importantes en la obtencion de
extractos con alto contenido de compuestos bioactivos. Los compuestos antioxidantes de los
alimentos se extraen con disolventes de diferentes polaridades de acuerdo con el caracter
hidrofilico o lipofilico de los compuestos que se desean evaluar. Ademas, se ha observado en
algunos estudios que el tipo de disolvente y la polaridad puede afectar a la transferencia del
electron singulete y a la del atomo de hidrogeno, los cuales son esenciales en la medida de la
capacidad antioxidante (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2006).

- Extraccién de compuestos fitoquimicos hidrosolubles: Para esta extraccion se utilizo la

mezcla de metanol/agua en una proporcion de 70:30 (v/v). Este disolvente mostr6 los
mejores resultados en estudios previos para la extraccion de compuestos fendlicos
(Farinha, 2014; Spaggiari, 2014). Se pes6 1 g de muestra y se afiadieron 9 ml del
disolvente de extraccion. La mezcla se homogeneizd durante 20 minutos en agitacion
magnética y después se centrifugd a 20°C y 8000 rpm durante 10 minutos (Selecta
Medifriger-BL, Espafia). Para cada muestra, el sobrenadante obtenido se denomind
extracto 1. Este extracto se empled para la cuantificacion de compuestos fendlicos y
también se determind su actividad antioxidante.

- Extraccion de compuestos fitoquimicos liposolubles: El disolvente mas comunmente

utilizado en la obtencion de extractos lipofilicos es el hexano puro o mezclado con otros
disolventes orgénicos. En este estudio se ha utilizado la mezcla de hexano, acetona y
etanol en una proporcion 50:25:25 (Olives et al., 2006).

Para llevar a cabo esta extraccion se partid del precipitado obtenido en la extraccion
con metanol y agua, el cual se pes6 y se mezclo con una disolucién de
hexano:acetona:etanol (50:25:25) en la misma proporcion y condiciones descritas para
la extraccion de compuestos hidrofilicos. El sobrenadante obtenido para cada muestra
se denomind extracto 2. Este extracto se empled para la cuantificacion de compuestos
carotenoides y también se determiné su actividad antioxidante.

- Extractos analisis de actividad biolégica: En este caso se ha utilizado la mezcla de
metanol/agua en una proporcion de 70:30.
Por 2 gramos de muestra procesada se afiadieron 30 mL del disolvente y se mantuvo

durante 20 minutos en un homogeneizador. Posteriormente se centrifugd a 20°C y 9000
rpm durante 10 minutos (Selecta Medifriger-BL, Espafia).

Para los analisis de actividad bioldgica es necesario eliminar el disolvente que
acompafia a los solutos de interés. Para ello repartimos el sobrenadante producido, tras
centrifugar la muestra, en tres matraces corazon en la misma cantidad. Estos matraces
se introdujeron en un rotavapor durante 10 minutos, produciéndose la separacion por
evaporacion a presion reducida y suave. Una vez extraido todo el soluto, se guardd en
viales y se volvid a liofilizar.



4. Determinaciones analiticas

4.1. Humedad

La humedad (xw) se determiné por el método oficial para alimentos ricos en azucares

(AOAC 934.06, 2000). Este método consiste en la determinacioén de la pérdida de peso de la
muestra mediante desecacion de la misma en una estufa de vacio (Vacioterm, J.P. Selecta) a una
temperatura de 60°C y P<100mm Hg, dejando secar hasta peso constante. La variacion de peso
se midié en una balanza Mettler AE 100 de precision 0,1 mg. Los analisis se realizaron por
triplicado y los resultados se expresaron como g de agua/ g de muestra.

4.2. Compuestos bioactivos

A las muestras K, KL, KL+S, A, AL y AL+S se les analizo, por triplicado, el contenido
en fenoles totales y carotenoides. Se calculé la media y la desviacion estandar. Con fines
comparativos, todos los resultados se expresaron referidos a 100 g de solutos de fruta (sf),
aplicando la ec. 1.

m(mm+v-p)

m; = i 100 (1)

mm'(l_Xw)'Xsf/st

Donde:

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

m: cantidad de compuesto analizado en el extracto (mg/g disolucién)
m,,: 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)

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

4.2.1. Fenoles totales

La determinacion de los fenoles totales presentes en las muestras de fruta se llevo a cabo
mediante el método de Folin-Ciocalteu, segiin Benzie y Strain, (1999). Este método permite el
analisis de compuestos organicos que presenten anillos hidroxilados y es caracteristico por su
rapidez y sencillez (Tomas-Barberdn et al., 2001). Los compuestos fendlicos presentes en las
muestras reaccionan a pH basico con el reactivo Folin-Ciocalteu, dando lugar a una coloracion
azul, susceptible de ser medida espectofotométricamente a una longitud de onda de 765 nm.

Para llevar a cabo el ensayo, a 250 puL de extracto 1 se le afadieron 15 mL de agua
bidestilada y 1,25 mL del reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemania) y se dejo
reaccionar la mezcla en oscuridad durante 8 minutos. Seguidamente, se afiadieron 3,75 mL de
carbonato sodico al 7,5% (p/v) y agua bidestilada hasta completar 25 mL. Tras 120 minutos en
oscuridad se midi6 la absorbancia a 765 nm en un espectofotometro UV/Visible (Thermo
Electron Corporation, USA). Los resultados se expresaron como mg de acido galico (AG)/ s.f.

4.2.2. Carotenoides

La determinacion de los carotenoides totales se realizd mediante espectrofotometria
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segun el método AOAC (1996). Para llevar a cabo el ensayo, se uso el extracto 2, por cada 100
mL de extracto 2 se afladieron 15 ml de agua bidestilada,. Después se mezclo en agitacion
magnética durante 1 minuto, provocando asi una separacion entre fases. Del sobrenadante (fase
hexano) se tomaron 600 pL, que se llevaron a sequedad con nitrogeno y el extracto seco se
disolvié en 1 mL de una disolucion de THF:ACN:MeOH (15:30:55 v/v/v). La medida de la
absorbancia a 446 nm se realizd a través de un espectofotometro UV-visible (Thermo Electron
Corporation, USA). Los resultados se expresaron como mg de B- caroteno/100 g de s.f.

4.3. Capacidad antioxidante

Las propiedades antioxidantes (AAQ) de los extractos 1 y 2 se evaluaron por los métodos
DPPH, FRAP y ABTS. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.3.1. Método DPPH

El método DPPH se emplea para determinar los radicales libres y los grupos oxidables
presentes en los extractos de frutas (Brand-Williams et al., 1995; Sanchez-Moreno et al., 2003).
El radical DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) tiene la capacidad de secuestrar componentes
antioxidantes presentes en la muestra, dando lugar a un cambio en la coloracion de la disolucion
(Molyneux, 2004; Brand-Williams et al., 1995). Inicialmente, la disolucion de DPPH es de un
tono morado y, a medida que el radical DPPH se va reduciendo (gana electrones) por reaccion
con los antioxidantes presentes en la muestra (los cuales ceden electrones), se decolora
(Prakash, 2001). Por lo tanto, una menor absorbancia en la mezcla de la reacciéon indica un
mayor poder antioxidante de la muestra (Duarte-Almeida ef al., 2007).

Para llevar a cabo el ensayo la medida de la actividad antioxidante por este método se
siguid la metodologia propuesta por Brand-Williams ef al., (1995) y Sanchez-Moreno ef al.,
(2003). Se afiadi6 a las cubetas de espectrofotometria 3 mL de una disolucién de DPPH al 30%
(w/v) en metanol y 30 uL de extracto. Se midi6 la absorbancia a 517 nm, en un
espectrofotometro UV/Visible (Thermo Electron Corporation, USA) a tiempo cero y a los 2,5
minutos, cuando la reaccion se habia estabilizado.

Se calcul6 el porcentaje (%) de inhibicién de DPPH, a partir de la ecuacion 2:

% DPPH = % 100 (2)

donde Apy Ax representan las absorbancias medidas a 517 nm a tiempo 0 y a tiempo 2,5
minutos cuando la reaccion se estabilizd, respectivamente. Los resultados se expresaron como
milimoles de Trolox equivalente (TE)/100 g sf.

4.3.2. Método ABTS

El cation ABTS que se genera a partir de su precursor, el acido 2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico), por oxidacidén en presencia de persulfato, es un compuesto de
color verde-azulado, estable y con un espectro de absorcion en el UV-visible. La capacidad
antioxidante de los compuestos se mide como inhibicion de la absorbancia (disminucion del
color), al reaccionar directamente con el radical ABTS.
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Este método se llevd a cabo segun metodologia descrita por Re et al.(1999), Arnao et
al.(2001) y Thaipong et al.(2006). El reactivo ABTS fue disuelto en agua bidestilada hasta
alcanzar una concentracién de 7 mM. El cation radical ABTSe+ se produjo por reaccion del
ABTS con persulfato potasico a una concentracion de 2,45 mMen oscuridad y en refrigeracion
durante 12-16 horas. Una vez conseguido el radical, se diluy6é con etanol hasta conseguir una
absorbancia de 0,7 = 0,01 a 734 nm. Para llevar a cabo las medidas se mezclaron en la cubeta
del espectrofotometro 10 pL de extracto y 1 mL de la disoluciéon de ABTS. La absorbancia se
midi6 a 734 nm en un espectofotometro UV/Visible (Thermo Electron Corporation, USA). Los
resultados se expresaron en milimoles de Trolox equivalente (TE)/100 g s.f.

4.3.3. Método FRAP

Se determind la actividad antioxidante por el método FRAP segun Benzie y Strain
(1996), Pulido et al., (2000) y Thaipong et al (2006). Este método se basa en el poder que tiene
una sustancia antioxidante para reducir Fe'" a Fe*". 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*". Asi, cuanto mas antioxidante es la
sustancia objeto de estudio, mayor es la reduccion y mayor la concentracion de Fe*" y mas alta
es la sefial de absorbancia.

Para llevar a cabo las medidas, se mezclaron en cada cubeta del espectrofotometro 900
pL de la solucion FRAP mantenido en un bafio a 37°C, 30 uL de agua bidestilada y 30 pL de
extracto o disolvente de extraccion, este ultimo para la lectura del blanco. La absorbancia se
midié a 593 nm en un espectofotometro UV/Visible (Thermo Electron Corporation, USA). Los
resultados se expresaron en milimoles de Trolox equivalente (TE)/100 g s.f.

4.4. Ensayos in vitro

Para la realizacion de este trabajo se emplearon los siguientes reactivos y disolventes: el
medio de cultivo celular (DMEM GlutaMAX 1 g/L de glucosa), el suero fetal bovino (SFB), el
antibidtico y el tampdén fosfato salino (PBS) fueron comprados a Life Technologies
(Alcobendas, Madrid). Ademas, el colorante Trypan blue, lipopolisacarido bacteriano (LPS), 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-bromuro de tetrazoilo (MTT) y el reactivo de Griess se
adquirieron en Sigma-Aldrich.

4.4.1. Cultivo de la linea celular RAW 264.7

La linea celular RAW 264.7 es una linea de macroéfagos 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-MuLV). 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.
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ATCC Number: TIB-71 ™
Designation: RAW 264.7

TCCH

Low Density Scale Bar=100um  High Density

Figura 2: Fotografias representativas del tipo celular descrito procedentes de la American Type
Culture Collection (ATCC)

Estas células son parcialmente adherentes, algunas crecen en suspensiéon mientras que
otras se adhieren débilmente o crecen fijadas a la superficie del frasco de cultivo. El cultivo se
realiz6 en frascos de 75 cm® 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 °C en un incubador celular (Thermo Scientific Forma Steri-Cycle, Ohio, Estados
Unidos) con atmésfera controlada al 5% de CO, y 95% de humedad hasta alcanzar la
subconfluencia (70-80%).

Cada 2 o 3 dias se realiza un pase de células elimindndose el medio de cultivo y
anadiendo 10 mL de medio completo. Las células se recuperan mecénicamente con un raspador
y esta suspension celular se diluye a razon 1:6 para el mantenimiento en un frasco nuevo o bien
se cuentan y se siembran. El recuento celular se realizé tifiendo las células con el colorante vital
Trypan blue (Sigma-Aldrich) y empleando una cdmara de Neubauer-Improved (Marienfield,
Lauda-Konigshofen, Alemania).

4.5. Ensayos de citotoxicidad celular
4.5.1. Preparacion de las muestras

Las muestras fueron anteriormente extraidas y liofilizadas, extracto A3 y K3 en sus
diferentes formas. Se disolvieron en PBS para una concentracion final de 100 mg/mL, tras
mezclar y homogeneizar se preparan diferentes diluciones. Inicialmente, se ensayo6 la toxicidad
de las muestras a una concentracion de 100, 10 y 1 mg/mL y, en funcién de los resultados
obtenidos, se fueron modificando esas concentraciones de trabajo.

4.5.2. Evaluacion de la citotoxicidad y proliferacion celular por MTT
Se siguio el protocolo descrito por Mosmann (1983). Se trata de un ensayo colorimétrico

basado en la reducciéon de MTT a formazan mediante una reaccién catalizada por las enzimas
succinildeshidrogenasas mitocondriales. La sefial generada por esta reaccion depende
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directamente del grado de activacion de las células. Este método detecta solamente células vivas
y se puede emplear para determinar la citotoxicidad, proliferacion y activacion celular.

=N =N
N \ Succinil deshidrogenasas N \
o :\I/N\© mitocondriales /\\ZHN\@
SN 7Ny

X
X

MTT (amarillo) Formazan (azul)

Figura 3: Reduccion de MTT a formazan

Las células se siembran en placas de 96 pocillos a una concentracion 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. Transcurrido ese tiempo, se afladen 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. Tras su
incubacion 24 h a 37 °C, se toman 100 pL de sobrenadante y se pasan a otra placa de 96 pocillos
y se afiaden 20 pL. MTT a una concentracién de 5 mg/mL (para obtener una concentracion final
en el pocillo de 0,5 mg/mL). A los 60 min y tras comprobar que han aparecido los depdsitos de
formazan, se elimina todo el volumen del pocillo y se afiaden 100 uL de dimetil sulféxido
(DMSO), donde disuelve los depositos de formazan, dando lugar a una solucién de un color
azulado homogéneo. La absorbancia se mide a 570 nm como longitud de onda de referencia en
el lector de placas Bio-Rad iMark™™ Microplate reader. La viabilidad celular se determina segin
la siguiente ecuacion:

% Viabilidad = 2= x 100 (3)

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

i lldatastatage——

Tratar las células Transferir 100 mL Afadir 20ML de MTT
con los extractos de sobrenadante en e incubar 1 hora a 37°C
liofilizados. una nueva placa

Afadir 100 ml Medir absorbancia
de DMSO a490nm

Figura 4: Esquema del procedimiento para el ensayo de citotoxicidad

14



4.5.3. Determinacion de la produccion de NO

El gas sencillo 6xido nitrico (NO) es una molécula sefializadora paracrina, capaz de
difundir directamente a través de la membrana plasmadtica de sus células diana y alterar la
actividad de enzimas intracelulares. Es fundamental tanto en el sistema inmune como en el
nervioso y en el circulatorio, de ahi la importancia de su determinacion.

Peter Griess describi6 en 1879 un método para la determinacion de la produccion de NO.
El método se basa en la reaccion quimica que se produce al adicionar una sulfanilamida a un
medio 4cido que contenga nitritos. En esas condiciones se forma una sal de diazonio. Al afiadir
N-(I-naftil)-etilendiamina se forma un cromoéforo de grupos azo que puede detectarse
espectrofotométricamente a 540 nm.

HO,S — HOs8 NHCH,CH,NH,
HyPO,4

Sulfanilamina (incoloro) Sal de diazonio N-(1-naftil}-etilendiamina

R HOﬁ—@—N:N O NHCH,CH,NH,

Cromaforo diazo (rosa)

Figura 5: Reaccion de la sulfanilamina con nitrito y N-(1-naftil)-etilendiamina para formar un
cromoéforo diazo

Los macrofagos RAW 264.7 fueron sembrados en placas de 96 pocillos en una
concentracion 60.000 células por pocillo. Al dia siguiente, se sustituye el medio de cultivo
completo por medio de cultivo al 0,5% de SFB y 2 h después se tratan las células con los
productos a ensayar a distintas concentraciones durante 1 h. Las concentraciones se
seleccionaron en funcién de los datos obtenidos en el ensayo de citotoxicidad. Transcurrido ese
tiempo se estimulan con LPS 1 pg/mL. A las 24 h se toman 100 pL de sobrenadante y se pasan
a otra placa de 96 pocillos. A esos 100 pL de sobrenadante se afiaden otros 100 puL de reactivo
de Griess. Se incuba la placa durante 10 min y se lee en el espectrofotometro a 540 nm.

5. Analisis estadisticos

Para estudiar si hay diferencias significativas entre las muestras se realizaron analisis de
la varianza, también conocido como ANOVA. El nivel de confianza elegido serda del 95%
(p<0,05). También se realizaron correlaciones de Pearson entre los diferentes métodos de
actividad antioxidante y los compuestos bioactivos en cada extracto. Para llevar a cabo los
analisis se utilizo el programa Statgraphics Centurion XV y GraphPad Prism 6.
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IV. Resultados

La liofilizacién es una técnica de procesado de alimentos que al no emplear calor, causa
un efecto menos agresivo en los componentes del sistema y, ademas, garantiza la obtencion de
productos deshidratados con menor contenido de humedad que en otras tecnologias empleadas
para la obtencién de nutracetticos, como es el caso del secado por atomizacion (Mosquera,
2010). Por otra parte, dadas las caracteristicas de la materia prima, el desarrollo de un producto
en polvo de calidad y fisicoquimicamente estable a base de pulpa de fruta que pueda emplearse
como nutracéutico, requiere evaluar el efecto de la adiciéon de solutos (a una concentracion
definida), empleados con el fin de contribuir a optimizar el proceso tecnoldgico utilizado para
su obtencion y ademas mejorar las caracteristicas de calidad funcional en el producto final. En
este sentido, se ha estudiado el efecto de la liofilizacion con y sin la adicion de goma arabiga, en
los principales compuestos fitoquimicos hidro y liposolubles del kiwi y la acerola y en su
actividad antioxidante.

1. Efecto del tratamiento en el contenido en humedad

La acerola presenté una humedad de 92,85 g agua/100g de muestra (Tabla 1), valores
similares a los obtenidos en otros estudios con esta fruta (Vendramini y Trugo (2000) y
Arrazola et al., (2014)). Al aplicar el tratamiento por liofilizacién a la muestra de pulpa de
acerola, se alcanz6é una humedad de 4,42 g agua/100g de muestra. Del mismo modo pero en la
muestra a la que se le afiadidé goma arabiga, con la liofilizacion se consiguié una humedad
ligeramente inferior (p<0,05) de 3,79 g de agua/100g de muestra. Asi, parece que la adicion de
goma arabiga favorece la extraccion del agua congelada de la matriz del alimento durante el
proceso de liofilizacion, tal y como apunta Mosquera (2010) en estudios con fresa y borojo.
Ademas, con la adicion de este soluto, se mejoraria la calidad fisicoquimica de las muestras en
polvo, ya que se reduciria la higroscopicidad caracteristica de las mismas, tal y como han
observado otros autores en pomelo (Telis y Martinez-Navarrete, 2010), fresa (Mosquera et al.,
2010) y mango (Jaya et al., 2006). La goma ardbiga actia como vehiculo encapsulante durante
la liofilizacion, formando una barrera frente a la absorcion de agua, creando de esta manera
productos més estables (Mosquera, 2010).
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Tabla 1: Valores medios y desviacion estandar de la humedad (xw) de las diferentes muestras
expresadas como g agua/g muestra

Muestras Xy
A 0,9285 (0,0003)
AL 0,0442 (0,0023)™
AL+S 0,0379 (0,0006)”
K 0,853 (0,004)*
KL 0,0269 (0,001)™
KL+S 0,0237 (0,002)™

a-c: Para cada fruta, letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05)
y-z: Letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras liofilizadas (p<0,05).

En el caso del kiwi, como podemos observar también en la tabla 1, su humedad inicial fue
de 85,3 g de agua/l00 g de muestra, valores similares a los descritos para esta fruta por
Monteagudo et al.,, (2013). En este caso, no se observaron diferencias significativas (p>0,05)
entre las muestras liofilizadas, KL y KL+S, obteniéndose valores de humedad de 2,69 g de
agua/100 g de producto y 2,37 g de agua/100 g de producto, respectivamente.

Comparando los productos liofilizados de ambas frutas, los valores de humedad de la
acerola fueron significativamente mayores (p<0,05) que los del kiwi, confirmando un mayor
caracter higroscdpico del producto obtenido con esa fruta, siendo las pérdidas de agua
producidas en la acerola durante el secado por liofilizacion menores que las producidas en el
kiwi. En cualquier caso los valores de humedad de las muestras liofilizadas fueron del orden de
los recomendados para frutas procesadas mediante esta tecnologia (Fellows, 2000).

2. Efecto del tratamiento en el contenido de compuestos bioactivos

La tabla 2 presenta los datos del contenido en compuestos bioactivos analizados en las
muestras empleadas para este estudio. El contenido en fenoles totales de la pulpa de acerola
congelada empleada como materia prima para este estudio fue de 357,6 mg de AG/100g de
muestra, valores inferiores a los encontrados en otros trabajos para pulpa de acerola congelada
(Mezadri et al., 2008); siendo estos valores mucho mayores que en otras frutas como el caqui,
pifia, mango o guayaba, como expone el mismo autor. En estos frutos rojos intensamente
coloreados las antocianinas constituyen un importante grupo dentro de los compuestos fendlicos
(Heinonen y Meyer, 2002). En general, el contenido en fenoles de las muestras de kiwi fue muy
inferior a los de la acerola. La muestra de kiwi fresco presentd 37,94 mg de AG/100 g de
muestra, aproximadamente 10 veces menor que la acerola. Comparando este resultado con otros
estudios realizados en kiwi, comprobamos que fue similar al reportado por Du ef al., (2009) e
inferiores a los descritos en estudios realizados por D'Evoli et al, (2015). El contenido en
compuestos bioactivos de las frutas depende de factores como las condiciones climaticas, el
genotipo, la técnica de cultivo, la ubicacion geografica, la aplicacion de pesticidas, la etapa de
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maduracion o de procesamiento, las operaciones realizadas durante el almacenamiento post-
cosecha y el propio almacenamiento (Lee y Kader, 2000; Tavarini et al., 2008).

Tabla 2: Valores medios y desviacion estandar del contenido fenoles totales (mg acido
galico/100 g solidos de fruta) y carotenoides (mg 3 caroteno/100 g so6lidos de fruta) de las
diferentes muestras de acerola y kiwi

Muestras Fenoles totales Carotenoides
(mg acido galico/100 g s.f.) (mg P caroteno/100 g s.f.)

A 5002 (165)" 190 (10)*
AL 3284 (25)° 100 (4)°

AL+S 3467 (47)° 170,5 (1,2)
K 228 (60)* 4,8 (0,1)"
KL 250 (21)* 4,86 (0,17)°

KL+S 348 (46)° 4,98 (0,09)"

a-c: En columnas, para cada fruta, letras diferentes indican diferencias significativas entre las muestras
(»<0,05)

El impacto de distintas técnicas de secado sobre el contenido fendlico de los alimentos ha
sido ampliamente estudiada, existiendo cierta controversia entre los resultados obtenidos. En la
tabla 2, se puede observar que se produjo una disminucion significativa (p<0,05) en el
contenido de fenoles de la acerola debido al tratamiento de liofilizacién. Aunque no se
observaron diferencias significativas (p<0,05) entre las dos muestras liofilizadas AL y AL+S, se
observo cierto efecto protector de la goma ardbiga sobre los fenoles totales, asi se produjeron
unas pérdidas en estos compuestos del 34% para la muestra sin goma arabiga, AL, y de 30%
para la muestra con este soluto, AL+S. Otros autores explican el efecto protector de los solutos
de alto peso molecular, como la goma arabiga, sobre la matriz del alimento debido a que la
rapida congelacion de las sustancias hidrosolubles crea una tendencia a la formacion de mezclas
eutécticas. De esta manera, se forma una estructura cristalina inestable, que en el proceso de
sublimacidn posterior ocurrido durante la liofilizacion, se rompe. Esta ruptura de la estructura
celular del alimento, puede conllevar a la posterior degradaciéon de compuestos fendlicos por
accion enzimatica y oxidativa, pudiendo ser evitada mediante la incorporaciéon de ciertas
sustancias encapsulantes y de alto grado de cristalinidad, como la goma arabiga (Fernandes et
al., 2009).

Por otro lado, se produjo un aumento significativo (p<0,05) en los fenoles de
aproximadamente 10% en KL y un 50% en KL+S, respecto a la muestra de kiwi fresco. El
aumento en compuestos fenolicos debido al proceso de liofilizacion ha sido observado en otros
estudios. Delva y Goodrich-Schneider (2013) demostraron que los extractos obtenidos a partir
de polvo liofilizado de acerola contenian un total de polifenoles y de sustancias antioxidantes
mas altos que la muestra fresca (Delva y Goodrich-Schneider, 2013). Por su parte, Pinela et al.,
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(2012) explican el aumento de fenoles con la liofilizacion de muestras Tuberaria lignosa debido
a los efectos de la congelacion a la que se somete la 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 extraccion (Kim y Lee, 2002; Vashisth et
al., 2012; Dorta et al., 2010).

El contenido en carotenoides de la acerola también fue mayor que en el kiwi. Las
muestras de A presentaron unos valores de 13,57 mg de pB-caroteno/100 g de muestra, valores
similares a los reportados en otros estudios sobre esta fruta (Lima et al., 2005; Mezadri et al.,
2009). En esta fruta, el contenido total de B-caroteno supone el 40-60% del total de los
carotenoides (Mezadri et al., 2008). El kiwi presentd 0,701 mg de B-caroteno/100 g de muestra,
valores mayores a los descritos por otros autores (D'Evoli et al,. 2015). El carotenoide mas
abundante en el kiwi es la luteina con 0,46 mg/100g de muestra fresca (D Evoli et al,. 2015).

Las muestras de acerola liofilizadas presentaron unos valores de 100 y 170 mg B-
caroteno/100 g de sf en AL y AL+S, respectivamente, lo que corresponde a una disminucién
significativa (p<0,05) de los carotenoides respecto a la acerola fresca, con unas pérdidas del
47% para la muestra sin goma arabiga y del 10 % en la muestra liofilizada con este soluto.

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 isomerizacién (Meléndez-Martinez et al., 2004). En
el kiwi, no se observaron cambios significativos en el contenido en carotenoides ocasionados
por el procesado, obteniéndose alrededor de 5 mg 3-caroteno/100g s.f.

3. Efecto del tratamiento en la actividad antioxidante

Se han desarrollado diferentes métodos para medir la actividad antioxidante de un
alimento. Como la capacidad antioxidante total de una muestra viene determinada pro
interacciones sinérgicas entre diferentes compuestos antioxidantes, asi como por el modo de
accion concreto de cada uno de ellos, es necesario utilizar procedimientos adecuados en la
extraccion de antioxidantes y en la medida de la capacidad antioxidante (Thaipong et al 2006;
Pérez Jiménez et al 2008). Existen en la literatura diferencias sustanciales en cuanto a la
preparacion de las muestras, extraccion de los compuestos antioxidantes (disolvente,
temperatura, etc.), seleccion de los puntos finales de la reaccion y expresion de los resultados.
Incluso se encuentran diferencias en el protocolo para el mismo método de analisis, por lo que
la comparacion entre los valores reportados en la actividad antioxidante de una muestra por
diferentes laboratorios pueden ser bastante dificil. Los métodos elegidos en este estudio
(empleando el reactivo ABTS, como oxidante; el método FRAP basado en la capacidad de
reduccion férrica y el método DPPH basados en el potencial captador de radicales libres de este
reactivo) son los recomendados por distintos autores (Ozgen et al., 2007), pudiendo emplearse
para determinar la actividad antioxidante de matrices bioldgicas, como plasma, asi como
compuestos simples, componentes de alimentos o extractos de los mismos (Van der Berg et al.,
1999). Las comparaciones entre resultados de capacidad antioxidante solo se pueden realizar
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para un mismo método y para muestras obtenidas con los mismos disolventes (Pérez-Jiménez et
al., 2008).

En las figuras 6 y 7 se observan los valores medios de la actividad antioxidante del
extracto 1 de las muestras de acerola y kiwi, respectivamente, mediante los tres métodos de
cuantificacion de la misma seleccionados en este trabajo. En este extracto principalmente se han
extraido los compuestos fitoquimicos hidrosolubles. Si comparamos los resultados obtenidos en
cada muestra de acerola, se observaron valores de actividad antioxidante del mismo orden en los
tres métodos de analisis. Asi, en las muestras de pulpa de acerola se observaron valores de
2,95, 2,51 y 2,36 mmol Trolox equivalentes/100 g muestra con los métodos DPPH, ABTS y
FRAP, respectivamente. Estos valores son comparables con los resultados obtenidos por
Mezadri et al, (2008), en muestras de pulpa de acerola congelada. En cuanto al efecto del
secado por liofilizacién, no se observo la misma tendencia que en los compuestos fendlicos
cuantificados en este extracto. En este caso, con el método DPPH no se detectaron cambios
significativos (p>0,05) ocasionados por la liofilizaciéon. Por otro lado, con el método ABTS la
muestra liofilizada con goma ardbiga mostr6é valores de AAO superiores (p<0,05), con unas
ganancias del 16% a la muestra fresca. Este método no diferencia entre la AAO de las dos
muestras liofilizadas AL y AL+S. Con el método FRAP se detectd un aumento significativo del
30% en la AAO de la muestra AL, sin cambios significativos (p<0,05) entre la AAO de A y
AL+S.

Figura 6: Actividad antioxidante (AAO, milimoles Trolox Equivalente / 100 g s.f.) del extracto
1 de las diferentes muestras de acerola
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a-c: Para el mismo método de determinacion de la actividad antioxidante, letras diferentes
indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Cabe destacar que con esta extraccion realizada con la mezcla metanol:agua, también se
pueden estar extrayendo otros compuestos hidrosolubles como la vitamina C, con accién
antioxidante. Esta vitamina es muy importante en la acerola. Estudios realizados por Delva y
Goodrich-Schneider (2013) han descrito que la vitamina C oscilaba desde 1744 a 405 mg/100 g
acerola, dependiendo del estado de madurez de esta fruta. Estos valores son ligeramente
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inferiores a los reportados en la Vendramini y Trugo, (2000), pero mayores que los reportados
en la Mezadri et al., (2008). El contenido en vitamina C de la acerola es mucho mas alto que el
reportado para otras frutas, tales como naranja (51,6 mg/100 g), pomelo (27,4 mg/100 g) o
limén (32,7 mg/100 g) (Ashoor et al., 1984).

La actividad antioxidante de la fraccion hidroéfila del kiwi se describe en la figura 7. En
general, para este extracto, el método ABTS fue el que dio los valores mas altos de AAO. La
capacidad antioxidante del kiwi fresco recogida en este estudio fue de 0,164 mmolTrolox/100g
de muestra con el método FRAP, 0,273 mmolTrolox/100g con el método ABTS y 0,195
mmolTrolox/100g con el método DPPH, valores inferiores a la AAO de la acerola. Comparando
estos resultados de kiwi fresco con otros autores (D'Evoli et al,. 2015), se aprecia que tienen
una capacidad antioxidante menor que la referida por dichos autores, estas diferencias puede
estar relacionadas con el distinto estado de madurez, zona de cultivo, etc.

En la muestra KL se produjo una disminucion significativa (p<0,05) de la AAO respecto
la muestra de kiwi fresco en los andlisis DPPH y ABTS, con una pérdidas del 40% y del 33%,
respectivamente. En ningun método la muestra con goma ardbiga mostrd diferencias
significativas (p>0,05) en su AAO respecto a la muestra fresca. Por lo tanto, al igual que en
acerola, se observo el efecto protector de la goma arabiga sobre los compuestos bioactivos
hidrofilicos con caracter antioxidante. En este caso también en este extracto se puede estar
contabilizando la accion antioxidante de la vitamina C, siendo el kiwi también una fruta rica en
esta vitamina (Nishiyama et al., 2004). En general, los datos obtenidos son similares para la
extraccion hidrofilica en los 3 métodos de determinacion con otros estudios realizados por Park
(2014), el cual realiza un estudio de la capacidad antioxidante para diferentes extractos de
muestras de kiwi liofilizadas mediante los mismos métodos.

Figura 7: Actividad antioxidante (AAO, milimol de Trolox Equivalente/100 g s.f.) del extracto
1 de las diferentes muestras de kiwi
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a-c: Para el mismo método de determinacion de la actividad antioxidante, letras diferentes
indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).
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En las figuras 8 y 9 se observan los valores medios de la actividad antioxidante del
extracto 2 de las muestras de acerola y kiwi, respectivamente, analizadas mediante tres métodos
de andlisis diferentes. En general los valores de actividad antioxidante de los extractos
lipofilicos fueron inferiores a los obtenidos en el extracto hidrofilico 1, tal y como han
observado otros autores (Pérez-Jiménez et al., 2008). Esto parece 16gico, en este caso, porque el
contenido en fenoles del extracto 1 fue mucho mayor que el contenido en carotenoides del
extracto 2 para ambas frutas.

En todos los casos se observaron diferencias significativas (p<0,05) en la actividad
antioxidante de las muestras A, AL y AL+S, por los 3 métodos de andlisis. La actividad
antioxidante de las muestras liofilizadas aumento significativamente (p<0,05) un 61 y 65% en
FRAP y DPPH y un 15% en ABTS respecto a la fruta fresca. Respecto las muestras liofilizadas
con goma arabiga se estima un incremento del 77, 85 y 51% para DPPH, FRAP y ABTS,
respecto a la fruta fresca.

Figura 8: Actividad antioxidante (milimolTrolox Equivalente / 100 g sf) del extracto 2 de las
diferentes muestras de acerola
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a-c: Para el mismo método de determinacion de la actividad antioxidante, letras diferentes
indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Este aumento en la AAO de las muestras ocasionada por el proceso de liofilizacion ha
sido observado por otros autores. Durante la congelacion previa a la liofilizacion de las
muestras, se forman cristales de hielo que pueden romper la estructura celular y liberar los
fitoquimicos consolidados de la matriz facilitando la posterior entrada del disolvente y
mejorando asi su extraccion (Dorta ef al., 2010). Por otro lado, algunos autores como Paulino et
al., (2013), revelan que los mejores disolventes para la extraccion y cuantificacion de bioactivos
son la acetona y el metanol. Finalmente, podemos apoyar también los resultados obtenidos en
este extracto con otros autores (Lopez, 2010; Montenegro ef al., 2012), los cuales explican que
la goma ardbiga afiadida en la muestra ejerce un efecto encapsulante y protector de los
compuestos bioactivos.
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En la figura 9 se presentan los valores medios de la actividad antioxidante del extracto 2
de las muestras de kiwi extraidas mediante hexano:acetona:etanol (50:25:25) mediante tres
métodos de analisis diferentes. Se obtuvieron valores de AAO inferiores a las muestras de
acerola. Los resultados obtenidos de AAO de K por el método FRAP y ABTS fueron de 0,088
mmolTrolox/100g de muestra. Estos resultados fueron muy similares a los descritos por
D’Evoli et al., (2015), reportando valores de 0,083 mmolTrolox/100g de muestra para FRAP y
de 0,05 mmolTrolox/100g de muestra para ABTS en extracto lipofilico de kiwi. Para todas las
muestras, con el método DPPH se obtuvieron los menores valores de AAO.

La actividad antioxidante de las muestras KL disminuy6 significativamente (p<0,05)
respecto a la de la fruta fresca, con unas pérdidas del 28% en DPPH, 60% en FRAP y del 51%
en ABTS. Para las muestras liofilizadas con goma arabiga, se observé un incremento
significativo (p<0,05) medio del 40% segun los métodos FRAP y ABTS respecto las muestras
liofilizadas sin este soluto. Esto demuestra de nuevo el efecto protector de la goma arébiga
sobre los compuestos bioactivos con actividad antioxidante.

Figura 9: Actividad antioxidante (milimolTroloxEquivalente/100 g sf) del extracto 2 de las
diferentes muestras de kiwi

AAQO KIWI
Extracto 2
o 0,9 a
7] 0,8 a
g 0,7
o )
b
S 0,6 I ¢ ; ® DPPH
5_ 0,5 a ) b I
I

L;:é 0,4 b b FRAP
< 03 I ABTS
E 0,2
o
E %

K KL KL+S

a-c: Para el mismo método de determinacion de la actividad antioxidante, letras diferentes
indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Para estimar la capacidad antioxidante total de las muestras, se sumaron las actividades
antioxidantes de los extractos 1 y 2 para cada muestra (Van der Berg et al., 1999; Pérez-Jiménez
et al., 2008). La siguiente tabla describe la actividad antioxidante total de cada una de las
muestras estudiadas, para cada método de andlisis. Como se puede ver, todas las muestras de
acerola tienen una actividad antioxidante mayor que las muestras de kiwi, aproximadamente 40
veces mayores.
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Tabla 3: Actividad antioxidante total (milimolTroloxEquivalente/100 g s.f.) de las diferentes
muestras de acerola y kiwi

Muestra DPPH FRAP ABTS
A 41,59 33,95° 37,70°
AL 46,73° 50,63° 41,76
AL+S 49,10° 43,44° 47,57°
K 1,63 1,77 2,27°
KL 1,01° 1,22° 1,41°
KL+S 1,20° 1,45 2,36°

a-c: Para cada fruta y para el mismo método de determinacién de la actividad antioxidante,
letras diferentes en columnas indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Tanto en la acerola como en el kiwi, para todos los métodos de analisis de la actividad
antioxidante se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras frescas,
liofilizadas y liofilizadas con goma arabiga. En primer lugar en el caso de la acerola, vemos que
los valores de las muestras liofilizadas son mayores (p<0,05) que los de la fruta fresca para
todos los métodos. Los métodos DPPH y ABTS mostraron la mayor (p<0,05) AAO en la
muestra AL+S.

En el caso del kiwi el proceso de liofilizacion produjo una disminucién media del 35% de
la AAO total. La adicién de goma arabiga mejord la AAO de las muestras un 19% con el
método DPPH y FRAP y un 67% con el ABTS, respecto las muestras liofilizadas. Con el
método ABTS ademaés se ha obtenido una AAO mayor (p<0,05) en KL+S que en K, con un
aumento del 4%.

En el presente estudio se utilizd6 como andlisis de correlacion de Pearson entre los
métodos de cuantificacion de la actividad antioxidante utilizados y cada uno de los compuestos
mayoritarios extraidos (tablas 4 y 5). El coeficiente de correlacion de Pearson es un indice que
mide la correlacion lineal entre distintas variables. El intervalo de variacion de este coeficiente
es de -1 a +1. Principalmente se determinaron si existen relaciones entre los componentes
bioactivos y la capacidad antioxidante, como una primera aproximacion para evaluar los efectos
biologicos de las muestras.

Tabla 4: Correlacion de Pearson entre los componentes fendlicos y carotenoides con la
capacidad antioxidante medida por DPPH, FRAP y ABTS para acerola

ACEROLA AAO DPPH AAO FRAP AAO ABTS
Fenoles -0,5635 -0,6636 -0,6090
Carotenoides -0,1714 -0,0319 -0,1524
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Tanto para el caso de los fenoles como los carotenoides, se produjeron correlaciones
negativas con todos los métodos de analisis de la actividad antioxidante, y en ningin caso
significativas (p>0,05). Esto indica que los fitoquimicos analizados en este trabajo, no son los
principales agentes antioxidantes de las frutas de estudio (Toh et al., 2013), pudiendo existir
otras sustancias interferentes. Asi, la AAO puede existir influencia por la acciéon de otros
componentes no evaluados, como la vitamina C en el extracto hidrofilico (Delva & Goodrich-
Schneider, 2013) o los terpenos que pueden intervenir en la actividad antioxidante de la fraccion
lipofilica de la acerola (Toh et al., 2013). En la acerola la contribucion de la vitamina C oscila
entre el 40-83% de la actividad antioxidante del extracto hidrofilico, el resto es debido a los
polifenoles (Mezadri et al., 2008). Por otra parte, se produjeron correlaciones positivas y
significativas (p<0,05) entre los 3 métodos de andlisis (valores no representados), por lo que los
3 métodos estan bien relacionados entre si.

Tabla 5: Correlacion de Pearson entre los componentes fendlicos y carotenoides con la
capacidad antioxidante medida por DPPH, FRAP y ABTS para el kiwi

KIWI AAO DPPH AAO FRAP AAO ABTS
Fenoles -0,2159 -0,3179 0,5394
Carotenoides -0,7688* -0,3115 -0,2336

* Indica correlaciones estadisticamente significativas (nivel de confianza 95%)

En el caso del kiwi no se produjo ninguna correlacion significativa (p>0,05) entre los
fenoles y los métodos de andlisis de la actividad antioxidante. En los carotenoides del kiwi se
observo una correlacion negativa significativa (p<0,05) con el método DPPH. Segtin otros
autores la AAO de la fraccion lipofilica del kiwi esta producida por la luteina (0,2 mg/100 g) y
por otros fitoquimicos liposolubles como la vitamina E (D Evoli et al., 2015).

4. Efecto del tratamiento en los ensayos in vitro
4.1. Ensayos de citotoxicidad

En primer lugar, se determino la dilucion de trabajo no toxica. Para ello se emple6 el ensayo de
reduccion de MTT, que determina la viabilidad celular basdndose en la capacidad de las células
vivas de producir formazan a partir del MTT.

4.1.1. Viabilidad celular

A continuacién podemos observar los resultados del andlisis de citotoxicidad
correspondientes a la acerola (figura 12). En ambos andlisis, la acerola resultada toxica cuando
se emplea concentrada a 2,5 mg/mL. A partir de concentraciones menores no se evidencian
diferencias significativas. A la vista de estos resultados, se decidié emplear la acerola a
concentraciones iguales o menores a 0,75 mg/mL. En el caso de la acerola liofilizada con
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solutos, podemos concluir que para posteriores ensayos in vitro se establecen como
concentraciones limite 0,25 a 0,025 mg/mL.

Figura 12: Evaluacion de la citotoxicidad celular por medio de la reduccion de MTT a
formazan
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Los resultados del analisis de citotoxidad del kiwi se pueden observar en la figura 12. En
primer lugar, se observa que la unica diferencia significativa en muestras de kiwi se encuentra
en el liofilizado con una concentracion de 7,5 mg/mL. En la misma muestra podemos ver como
no existe proliferacion celular y se puede concluir que concentraciones iguales o inferiores a 5
mg/mL son aptas para realizar analisis in vitro. Finalmente, en muestras de kiwi liofilizado con
solutos podemos observar que no se evidencian diferencias significativas en ninguna de las
concentraciones analizadas.

4.1.2. Determinacion de la produccion de NO

Los polifenoles presentan capacidad para actuar como potenciales antioxidantes
protegiendo los tejidos frente al estrés oxidativo asi como frente a enfermedades asociadas a
estas condiciones. Sus actividades pueden derivar de la inhibicién mediada por éste en la
sintesis periférica o liberacion de los mediadores inflamatorios involucrados en estas respuestas
como TNF-a y NO (dos Santos et al., 20006).

En la figura 13 se puede observar como, en el caso de la acerola, ninguna de las
concentraciones estudiadas inhibe de manera significativa la produccion de NO, al contrario de
lo que demuestran los estudios de Wakabayashi ef al., (2003). Segun estos autores, la adicién de
un extracto de acerola a los macrofagos activados por LPS reduce de manera significativa la
concentracion extracelular de NO a un nivel indetectable a través de un mecanismo que implica
la disminucion de la expresion de la enzima o6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) y Ia
actividad de captacion de radicales de estos extractos. En este trabajo, a partir de 4,3 kg de
acerola liofilizada, se preparan diferentes extractos (extrayendo con acetona, hexano o metanol)
y posteriormente fraccionando estos extractos. En cada una de estas fracciones se ensaya su
actividad inhibitoria de NO. Sin embargo, en nuestro trabajo partimos de un extracto metanolico
(metanol:agua 70:30) sin fraccionar. Esto podria explicar porque en nuestros estudios no se
observa el mismo efecto que en los estudios de Wakabayashi et al., (2003).
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Figura 13: Evaluacion de la produccion de NO en macréfagos RAW 264.7
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Con respecto a las muestras de kiwi (Figura 13), podemos observar como en el caso de
las muestras liofilizadas sin solutos si hay una inhibicion significativa y dosis-dependiente en la
produccion de NO. A una concentracion de 2.5 mg/mL, esta inhibicion es del 50% y llega a ser
del 75% a concentraciones de 5 mg/mL.

Con respecto a las muestras de liofilizadas con solutos en ambas frutas no se observa
inhibicion de la producciéon de NO. Se han encontrado estudios (Nishi y Jayakrishnan, 2004)
donde explica que la liberacion in vitro de un principio activo, encapsulado mediante goma
arabiga, en una solucién salina tamponada (PBS) es lenta, aumentando gradualmente con el
tiempo. La méxima liberacion fue inferior al 50% de la carga después de 10 dias. Sin embargo,
en contacto con una solucion de fluidos gastricos e intestinales simulada fue mas rapida que en
PBS debido a la répida hidrdlisis de enlaces de Schiff.
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V. Conclusiones

La liofilizacién permiti6 obtener productos de acerola y kiwi en polvo de alta calidad
funcional. Comparando ambas frutas, la acerola mostr6 mayor contenido en fenoles y
carotenoides, asi como mayor actividad antioxidante que el kiwi. En ambas frutas la actividad
antioxidante evaluada en el extracto hidrofilico fue mayor que en el lipofilico. En la acerola el
secado por liofilizacién afectd negativamente al contenido en fenoles y carotenoides y mejoro la
capacidad antioxidante cuantificada por los tres métodos estudiados. En el kiwi la liofilizacion
aument6 el contenido en compuestos fendlicos, posiblemente debido a facilitar su extraccion, y
no provocd cambios significativos en el contenido en carotenoides. Sin embargo, la actividad
antioxidante de los productos de kiwi en polvo fue inferior a los de la fruta fresca. Desde este
punto de vista, se recomendaria el empleo de la liofilizacion en el caso de la acerola pero no en
el caso del kiwi.

En general, la incorporacion de goma ardbiga como aditivo tecnoldgico favorecié la
estabilidad de los fitoquimicos estudiados, demostrando su accion encapsulante y protectora de
los mismos, y mejor6 la actividad antioxidantes de las muestras. En cuanto a los métodos de
cuantificacion de actividad antioxidante, ninguno parece correlacionarse con el contenido en
compuestos fenolicos ni carotenoides de ambas frutas. Esto parece indicar que otros compuestos
fitoquimicos no evaluados en este trabajo, como la vitamina C, pueden estar afectando a los
resultados.

En cuanto a los ensayos realizados in vitro, no se obtuvo inhibicién de la produccion de
NO en la acerola, pero si en las muestras de kiwi liofilizado. En este caso los solutos liberan
lentamente los bioactivos por ello no se ha encontrado inhibicién de NO en ninguna muestra
liofilizada.
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