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TITULO: FORMULACION DEL POMELO PARA LA OBTENCION DE PRODUCTOS NUTRACEUTICOS
POR LIOFILIZACION.

RESUMEN: Las frutas presentan elevados contenidos en compuestos bioactivos, como
vitaminas, minerales, compuestos fendlicos, terpénicos, fibra, etc. Estd comprobado que estas
sustancias juegan un papel esencial en la prevencion de ciertas enfermedades relacionadas con
el dafio oxidativo. No obstante, las frutas son un recurso marcado por la estacionalidad de su
cultivo y con una escasa vida util, asociado a su alto contenido en agua, lo cual limita su
disponibilidad. En este sentido, podria ser de gran interés disefiar un producto nutracéutico a
base de extractos de fruta. Para ello, partir de la fruta en polvo obtenida por liofilizacién podria
ser una buena estrategia. Sin embargo, los productos en polvo presentan problemas de
apelmazamiento que es necesario contrarrestar. Una técnica habitual para su estabilizacién es la
incorporacion de solutos de alto peso molecular. Por otra parte, la liofilizacion es un proceso
caro que requiere, entre otras cosas, un largo tiempo de proceso. La eliminacién parcial de agua
antes de la liofilizacién podria ayudar a disminuir costes. En este estudio se compara el efecto de
la liofilizacién en la calidad funcional de muestras de pomelo en polvo obtenido por liofilizacidn
sin aplicar ningln pretratamiento, con la de muestras a las que se ha incorporado goma ardbiga
y fibra de bambud y que se han predeshidratado parcialmente por microondas. A las cuatro
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. Ademas se ha
analizado la capacidad antioxidante de los tres extractos por tres métodos diferentes: ABTS,
DPPH y FRAP. La mayor actividad antioxidante fue la que se analizé en el extracto de fenoles
totales, obtenido con una disolucidon de metanol y agua, por lo que éste se podria considerar el
mejor disolvente de extraccidn para la obtencién de un extracto de alta capacidad antioxidante.
Los resultados obtenidos ponen de manifiesto una pérdida de la actividad antioxidante de las
muestras asociada a la liofilizacion, sin que los pretratamientos aplicados en este estudio
prevengan de la misma. No obstante, segun la bibliografia revisada, la liofilizaciéon es el
tratamiento de deshidratacion que supone menores pérdidas de los compuestos volatiles o
termosensibles, en comparacién con otros procesos como la deshidratacidn osmética o el
secado convencional. En cuanto al método de analisis de la actividad antioxidante, el del DPPH
da mejor resultado para la vitamina Cy los fenoles y el del ABTS para fenoles y carotenoides.
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TITLE: FORMULATION OF GRAPEFRUIT FOR THE ACHIVEMENT OF NEUTRACEUTICAL PRODUCTS
BY FREEZE-DRYING.

SUMMARY: Fruits have high contents of bioactive compounds such as vitamins, minerals,
phenolic and terpene compounds, fiber etc. It is proven that these substances play an
essencial role preventing certain oxidative damage related diseases. Nevertheless, fruits
are a resource marked by the seasonal nature of its cultivation and for its limited useful
life. All this is associated with its high water content which restricts their availability. In this
sense, it might be of interest to design a nutraceutical product based on fruit extracts. To do
this, fruit powder obtained by freeze-drying could be a good strategy. However, powders
present problems of caking which is necessary to counteract. A common tecnique for
stabilization is the addition of high molecular weight solute. Moreover, freeze-drying is an
expensive process which requires, among other things, a long processing time. The partial
removal of water prior to freeze-drying may help to reduce costs. In this study the effect of
freeze-drying on the functional quality of the grapefruit powder samples obtained by freeze-
drying, without any previous treatment, are compared to the samples which have been
incorporated gum arabic and bamboo fiber pre-dehydrated by microwave. The four
grapefruit samples were extracted and quantified by different procedures regarding its
compound, vitamin C, total phenols and total carotenoids. In addition, the three extracts have
been analyzed in their antioxidant capacity by three different methods: ABTS, DPPH and FRAP.
The highest antioxidant activity was found in the total phenols extract, obtained by a methanol
solution and water. This result could be considered the best extraction solvent for obtaining a
high antioxidant capacity extract. The results obtained also reveal a loss of antioxidant activity
associated with freeze-drying without pretreatment. In spite of that, according the reviewed
bibliography, freeze-drying is the dehydration treatment which supposes smaller losses of
volatile or thermosensitive compounds, in comparison to other processes such as osmotic
dehydration or conventional drying. As for the method of analysis of the antioxidant activity,
DPPH works best for vitamin C and phenols and ABTS has better results for phenols and
carotenoids.
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TITOL: FORMULACIO DE L' POMELO PER A L' OBTENCIO DE PRODUCTES NUTRACEUTICS PER
LIOFILITZACIO

RESUM: Les fruites presenten elevats continguts en compostos bioactius, com vitamines,
minerals, compostos fenolics, terpénics, fibra, etc. Esta comprovat que aquestes substancies
juguen un paper essencial en la prevencié de certes malalties relacionades amb el dany oxidatiu.
No obstant aixo, les fruites sén un recurs marcat per |'estacionalitat del seu cultiu i amb una
escassa vida util, associat al seu alt contingut en aigua, la qual cosa limita la seva disponibilitat.
En aquest sentit, podria ser de gran interes dissenyar un producte nutracéutic a base d'extractes
de fruita. Per a aix0, partir de la fruita en pols obtinguda per liofilitzacié podria ser una bona
estrategia. No obstant aixo, els productes en pols presenten problemes de atapeiment que cal
contrarestar. Una técnica habitual per a la seva estabilitzacié és la incorporacid de soluts d'alt
pes molecular. D'altra banda, la liofilitzacié és un procés car que requereix, entre altres coses, un
llarg temps de procés. L'eliminacié parcial d'aigua abans de la liofilitzacio podria ajudar a
disminuir costos. En aquest estudi es compara l'efecte de la liofilitzacié en la qualitat funcional
de mostres d'aranja en pols obtingut per liofilitzacio sense aplicar cap pretractament, amb la de
mostres a les quals s'ha incorporat goma arabiga i fibra de bambu i que s'han predeshidratado
parcialment per microones. A les quatre 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
metodes diferents: ABTS, DPPH i FRAP. La major activitat antioxidant va ser la que es va analitzar
en |'extracte de fenols totals, obtingut amb una dissolucié de metanol i aigua, de manera que
aquest es podria considerar el millor dissolvent d'extraccié per a I'obtencié d'un extracte d'alta
capacitat antioxidant. Els resultats obtinguts posen de manifest una perdua de I'activitat
antioxidant de les mostres associada a la liofilitzacio, sense que els pretractaments aplicats en
aquest estudi previnguin de la mateixa. No obstant aix0, segons la bibliografia revisada, la
liofilitzacio és el tractament de deshidratacié que suposa menors perdues dels compostos
volatils o termosensibles, en comparacié amb altres processos com la deshidratacié osmotica o
I'assecat convencional. Quant al metode d'analisi de I'activitat antioxidant, el del DPPH ddéna
millor resultat per a la vitamina Cii els fenols i el del ABTS per fenols i carotenoides.
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"La vida de los otros, tal como nos llega en la llamada realidad, no es cine sino fotografia, es
decir que no podemos aprehender la accién sino tan sélo sus fragmentos eleaticamente
recortados. No hay mas que los momentos en que estamos con ese otro cuya vida creemos
entender, o cuando nos hablan de él, o cuando él nos cuenta lo que le ha pasado o proyecta
ante nosotros lo que tiene intencion de hacer. Al final queda un album de fotos, de instantes
fijos; jamas el devenir realizandose ante nosotros, el paso del ayer al hoy, la primera aguja
del olvido en el recuerdo.”

Rayuela, Capitulo 109

Julio Cortazar
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1. INTRODUCCION

Actualmente el consumo de alimentos de alto valor nutricional estd siendo un habito muy
destacado. Los consumidores buscan productos que sean sanos y no tengan ningun perjuicio
para la salud, ya que hay estudios que achacan multitud de enfermedades a la mala
alimentacién (Cervera et al., 2004; Elias, 2014). Como decia Hipdcrates: “Que el alimento sea
tu medicina y que tu medicina sea tu alimento”.

El ritmo de vida actual ha provocado que haya una disminucién en el consumo de frutas y
verduras. Los alimentos de origen vegetal son componentes esenciales de una dieta saludable.
Un consumo suficiente de éstos podria contribuir a la prevencién de enfermedades
importantes como las cardiovasculares e incluso algunos tipos de cancer (Block et al., 1992;
Delgadillo y Calani, 2014). Estudios relativamente recientes recomiendan la ingesta de 400 g
diarios de frutas y verduras para prevenir enfermedades como cardiopatias, cancer, diabetes o
la obesidad (OMS, 2005). Ademas de los micronutrientes que aportan estos alimentos,
vitaminas entre ellos, hay estudios que afirman que el beneficio que causa el consumo de
frutas para la salud se debe a la presencia de un amplio nimero de otros compuestos
bioactivos, sin valor nutritivo propio, que pertenecen al grupo de los fitoquimicos o
fitonutrientes (Willet, 1994; Ness y Powles, 1997; Law y Morris, 1998; Temple, 2000; Prior,
2003; Kuskoski et al, 2005; Almajano, 2009). Los dos grupos mayoritarios de fitoquimicos
presentes en las frutas son las sustancias terpénicas y las fendlicas, entre las cuales
encontramos a los carotenoides y a los flavonoides, que son, respectivamente, los grupos mas
representativos de ambas sustancias (Robards et al., 1999; Manach et al., 2004). Por su parte,
las vitaminas mas abundantes son la C, la A y la E. Todos estos compuestos parecen deber su
bioactividad fundamentalmente a su capacidad antioxidante, que ayuda a la prevencién de
algunas patologias como enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares, diabetes tipo 2,
cierto tipos de canceres e incluso la enfermedad del Alzheimer (Martinez-Navarrete et al.,
2008). Los citricos en general y el pomelo, en particular, son una fuente importante de
flavonoides, vitamina C y B-caroteno (Pérez-Jiménez et al., 2008; Xu et al., 2008; Igual et al.,
2012; Martinez-Lahuerta et al., 2013).

Cuando se produce una oxidacidn, una especie cede electrones a la otra reduciéndola. En estas
reacciones se producen radicales libres, que son especies quimicas muy oxidativas capaces de
provocar dafios en el organismo. Los antioxidantes evitan la interacciéon entre los radicales
libres y las principales biomoléculas del organismo. La demanda de compuestos antioxidantes
por parte del consumidor y la magnifica fuente de estos compuestos que, de forma natural,
son las frutas, apunta la posibilidad de ofrecer al mercado un nutracéutico o suplemento
dietético obtenido de frutas. El término nutracéutico se define como cualquier sustancia que,
sea considerada un alimento o parte del mismo, tenga efectos beneficiosos en la salud,
incluyendo, por tanto, la prevencién o tratamiento de enfermedades (Andlauer et al., 2002;
Cortés et al., 2005; Pandey, 2010; Jackson y Pailyath, 2011). Estos suplementos dietéticos,
pueden ser ingeridos de forma concentrada como pildoras, pastillas o capsulas (Cruzado y
Cedron, 2012).

Un nutracéutico de fruta puede consistir en un extracto de sus compuestos bioactivos. Para
llevar a cabo la extraccion de los diferentes compuestos es necesario utilizar distintos tipos de



disolventes, generalmente disolventes organicos en medio acuoso, con diferente polaridad
dependiendo de los compuestos antioxidantes a extraer (Pérez-Jiménez et al., 2008). Los mas
utilizados para la extraccion de los antioxidantes de vegetales y frutas son el agua, etanol,
metanol y acetona (Povilaitis et al., 2015). Tanto el tipo de disolvente como las propiedades
quimicas del alimento son dos factores importantes que se han de considerar para la
extraccién (Xu et al., 2007). Se ha comprobado que las mezclas de disolventes organicos con
agua son mas efectivas que utilizando disolventes puros (Zhou y Yu., 2004). Los extractos
obtenidos a partir de metanol puro tienen mads sustancias que interfieren en la actividad
antioxidante en comparaciéon con fracciones de metanol y agua (Ganesan et al., 2007; Boeing
et al., 2014). Sin embargo, las condiciones en que la extraccion se lleve a cabo (temperatura,
tiempo, pH, etc.) también repercuten notablemente en el resultado final.

La atomizacion es uno de los métodos de secado que se utiliza para convertir materiales
fluidos en particulas sdlidas. Este proceso se esta utilizando para la elaboracién de alimentos
funcionales y productos nutracéuticos (Murugesan y Orsat, 2012). En el caso de las frutas, se
obtiene un polvo deshidratado que conserva la mayoria de las propiedades nutricionales,
funcionales y organolépticas de la fruta fresca (Sicha y Lock de Ugaz, 1995; Alzate, 2008). Sin
embargo, el alto contenido en azlcares de bajo peso molecular y en acidos de las frutas, hace
que el rendimiento de la atomizacion sea extremadamente bajo (Casanova, 2014).
Actualmente, también se estan realizando estudios para la elaboracién de nutracéuticos de
alta capacidad antioxidante por liofilizacion (Shui y Leong, 2006), técnica ampliamente
utilizada para la produccién de farmacos (Niwa et al., 1987; Tang y Pikal, 2004). La liofilizacién
se utiliza para reducir la humedad de los alimentos sin someterlos a altas temperaturas,
mientras que la atomizacidn si que aplica alta temperatura pero durante tiempos
extremadamente cortos. En ambos casos, se evita en gran medida el dafio a los compuestos
termolabiles. Sin embargo, en el caso de las frutas, su alto contenido en azlcares y acidos
confieren al producto deshidratado una estructura pegajosa y con 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 vy la fibra
de bambu (Krishnan et al., 2005; Lépez et al., 2006; Singthong et al., 2009). Ambos solutos son
de origen natural y la ingesta de los mismos no tiene ninguna repercusion negativa en la salud.
La goma arabiga procede del arbol de la acacia (Acacia senegal) y es un polisacarido que el
arbol produce por exudacidon natural para cerrar sus heridas. Resulta muy eficaz para la
encapsulacidn ya que es muy soluble en agua y presenta una baja viscosidad en disolucién, en
comparacion con otros hidrocoloides (McNamee et al., 1998; Egas et al., 2014). Ademas tiene
gran capacidad de retencidon de sustancias volatiles y protege de la oxidacion (Gabas et al.,
2007). La fibra de bambu procede de la subfamilia Bambusoideae y se extrae de la planta
conocida como bambu. Sus constituyentes principales son la celulosa, hemicelulosa y lignina.
Las fibras también estan dotadas de otros compuestos no estructurales como son la pectina,
sales inorganicas, ceras y sales nitrogenadas (Quintero y Gonzalez, 2006; Majeed et al., 2013).
La fibra de bambu se estd utilizando para mejorar la estabilidad en los alimentos, ademas de
conferirles algunas de las caracteristicas beneficiosas propias de las fibras (Colin-Henrion et al.,
2009), contribuyendo a la prevencion de enfermedades crénicas (Ramirez y Pacheco, 2009).



Pero a pesar del uso de estos solutos como coadyuvantes tecnolégicos, el rendimiento de la
atomizacién de frutas es extremadamente bajo, lo que hace mas indicada la liofilizacién. En
este caso, su principal desventaja es el largo tiempo de proceso y el alto consumo de energia
qgue supone el hecho de ser un proceso a vacio, lo que conlleva un elevado coste. Una
posibilidad para tratar de reducir costes seria realizar una deshidratacidn previa del alimento a
liofilizar. La deshidratacién por microondas es una técnica que estd siendo muy utilizada por la
industria agroalimentaria debido a las ventajas que tiene en la transferencia de calor frente a
procesos convencionales. Las microondas son ondas electromagnéticas que se generan a una
frecuencia concreta y se basan en el calentamiento dieléctrico que supone la rotacién dipolar
que se da en las moléculas de agua que contienen los alimentos. El agua tiene una carga
neutra pero presenta una distribucién asimétrica de sus electrones que la convierte en una
molécula polar, por ello se comporta como un dipolo. El giro y choque de las moléculas de
agua causado por la rotacién dipolar provoca una energia que se disipa en forma de calor. De
esta forma, es el agua, sobre todo, lo que se calienta, llegando el calor al resto del sustrato por
conduccién (Khraisheh et al.,, 1997; Fito et al., 2001). Asi, se produce un calentamiento
volumétrico del alimento y no sélo de su superficie, siendo por tanto mas rapido (Drouzas y
Schubert, 1996; Feng y Tang, 1998; Maskan, 2000; Fito et al., 2001). Ademas se ha visto que la
deshidratacion por microondas contribuye a mejorar la actividad antioxidante de ciertas
sustancias fendlicas (Hayat et al., 2010).



2. OBJETIVOS

Con la intencidn de conocer la viabilidad de la liofilizacién para la obtenciéon de un producto
nutracéutico con alta capacidad antioxidante, el objetivo de este trabajo ha sido estudiar el
efecto que la incorporaciéon de solutos combinada con una pre-deshidratacién parcial por
microondas y la propia liofilizacién pueden tener en los compuestos bioactivos de pomelo y en
su actividad antioxidante. Para ello se han ensayado diferentes métodos de andlisis de la
actividad antioxidante de diferentes extractos obtenidos a partir de las muestras.



3. MATERIAL Y METODOS
3.1 Materia Prima

Para este estudio, se utilizdo pomelo (Citrus paradise) de la variedad Star Ruby, adquirido en un
supermercado de la ciudad de Valencia procedente de Murcia. Se seleccionaron frutas sin
dafios fisicos, con un tamafio y el color lo mds uniforme posible. Algunas muestras se
formularon incorporando goma arabiga (GA), de Scharlab S.L. (Sentmenat, Espafia), y fibra de
bambu (FB), de J.Rettenamaier & Sohne (JRS) (Rosenberg, Alemania).

3.2 Preparacion de la muestra

Se prepararon cuatro muestras de pomelo distintas (Tabla 1). Para obtener las diferentes
muestras se partié de pomelo que previamente fue lavado, pelado y cortado. A continuacion la
fruta se triturd con un robot de cocina (Thermomix TM21, Vorwek, Spain). Parte del puré de
pomelo obtenido se separd constituyendo la primera muestra PF (pomelo fresco) y otra parte
se liofilizd para asi obtener la muestra PFL. Para ello el puré se dispuso en bandejas de
aluminio con 0,5 cm de espesor que se congelaron a -45°C (Liebherr Mediline 7083 207-00)
durante 48 horas. Posteriormente las bandejas se colocaron en el liofilizador (Telstar Lioalfa-6)
a 0,021 mPa y a una temperatura de -45 °C en el condensador durante 48 horas. Una vez
obtenidas las muestras liofilizadas, se trituraron hasta conseguir un polvo homogéneo.
Ademas se prepard muestra en condiciones dptimas para la obtencion de pomelo liofilizado en
polvo (Machirant, 2014). Ello supuso la incorporacion de GA y FB en las proporciones descritas
en la TABLA 1 (Thermomix TM21, Vorwek, Spain) y la aplicacion de un tratamiento de
microondas (Moulinex, Ultimys Duo Comby) a 2W/g hasta dejar a la muestra con 72 g
agua/100 g mezcla. A esta muestra se le denomind Ps+Mw, parte de la cual se liofilizd para
obtener la muestra Ps+MwL, en las mismas condiciones descritas para la obtencion de la
muestra PFL.

Tabla 1. Composicion de las muestras y tratamientos empleados.

Cédigodela | FBY GA? | Deshidratacion parcial Liofilizacidn
muestra por microondas
PF 0 0 NO NO
Ps+Mw 0,476 3,78 Sl NO
PFL 0 0 NO SI
Ps+MwL 0,476 3,78 Sl Sl

™ FB: fibra de bambu (g / 100g puré de pomelo), @ GA: goma ardbiga (g / 100g puré de pomelo).

3.3 Andlisis

3.3.1 Humedad

Se siguié el método oficial 20.013 AOAC (1990) para alimentos ricos en azlcares. Este se basa
en determinar la pérdida de peso (balanza analitica AE 100, Mettler Toledo XS204) de una
muestra que se coloca en una estufa a vacio (Vaciotem, JP Selecta) a 60°C + 5°C, a una presion
inferior a 100 mmHg hasta alcanzar peso constante. Los resultados se expresaron como g de
agua/ g de muestra.



3.3.2 Compuestos bioactivos

A las muestras PF, Ps+Mw, PFL y Ps+MwL se les cuantificd, por triplicado, la vitamina C, fenoles
totales y carotenoides totales. Se calculé la media y la desviacion estandar. Con fines
comparativos, todos los resultados se expresaron referidos a 100 g de solutos de pomelo (sp),
segun la ec. (1).
m [l
m
m; = .
' Mmpy - (1 - Xw) 'Xsp/st

100 (1)

Donde:

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

m: cantidad de compuesto analizado en el extracto (mg/g disolucidn)
Mp,: masa de muestra analizada (g)

v: volumen de disolvente de extraccion (mL)

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

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

Xsp/st: (g8 solutos de pomelo/g solutos totales) en la muestra analizada
3.3.2.1 Vitamina C

Para la extraccidn de la vitamina C se empled como disolvente una disolucién de acido oxalico
en agua (Xu et al., 2008). Se mezclé 1 g de la muestra correspondiente con 9 mL de disolucion
de 4acido oxalico al 0,1% en agua (p/v), en agitacién magnética durante 20 minutos y se
centrifugéd 10 minutos a 8000 rpm a una temperatura de 20°C. Finalmente se recuperod el
sobrenadante, al que se analizé el contenido en vitamina C. Para ellos se procedié a la
reduccion del acido dehidroascérbico a acido ascérbico usando el reactivo de DL-ditiotreitol
(Sadnchez-Mata et al., 2000; Sanchez Moreno et al., 2003). La determinacién de vitamina C se
llevod a cabo por el método de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), segln Xu et al.
(2008), midiendo la absorbancia a 243 nm. El HPLC empleado (Jasco, Italia) consta de una
bomba ternaria (Jasco PU-1580 HPLC pumb), un generador de gradiente (LG-1580-02 Ternary
Gradient Unit) y un detector UV-visible (MD-1510) con un intervalo de medida de longitud de
onda 190 hasta 650 nm. El equipo cuenta también con un desgasificador incorporado y un
inyector automatico. Se empled una columna Zorbax SB-C18 de 5um (4,6 x 25 mm), junto con
una precolumna (C18 Teknokroma). Los resultados se expresaron como mg de vitamina C/ 100

gsp.
3.3.2.2 Fenoles totales

La extraccion se realizé mezclando 1 g de la muestra con 9 mL de una disolucién de metanol:
agua (70:30) (Farinha, 2014; Spaggiari, 2014), en agitacion magnética y se centrifugd en las



mismas condiciones que en el punto 3.3.2.1. En el sobrenadante se analizaron los fenoles
totales, por espectrofotometria (espectrofotometro UV-visible, Thermo Electron Corporation,
USA), realizando el ensayo Folin-Ciocalteu, seguin Benzie y Strain, (1999) y Selvendran y Ryden
(1990). Para ello se tomaron 250 pL del extracto (o de agua en el caso del blanco), al que se le
afadieron 15 mL de agua bidestilada y 1,25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, dejandolo
reposar durante 8 minutos. A continuacién se le afiadié 3,75 mL de una disoluciéon de
carbonato de sodio al 7,5 % (p/v) y se enrasé a 25 mL con agua bidestilada. Se mantuvo en
oscuridad y a temperatura ambiente durante 2 horas y se procedié a medir la absorbancia a
765 nm. Los resultados se expresaron como mg de acido galico / 100 g sp.

3.3.2.3 Carotenoides totales

Para llevar a cabo esta extraccion se partio del precipitado obtenido en la extraccion de los
fenoles totales, el cual se pesé y se mezcléd con una disolucién de hexano:acetona:etanol
(50:25:25) (Barba et al., 2006) en la misma proporcion y condiciones que en los apartados
3.3.2.1. y 3.3.2.2. La determinaciéon de los carotenoides totales se llevd a cabo por
espectrofotometria segiin AOAC (1996). Para ello el sobrenadante obtenido se mezclé con
agua en una proporcién de 100 mL de extracto con 15 mL de agua. A continuacidn se agité con
el vortex durante 2 minutos y se separaron dos fases. Se extrajeron 600 uL de la parte
liposoluble. Posteriormente se llevd a sequedad con nitrégeno y al producto resultante se le
afadid 1 mL del disolvente tetrahidrofurano:acetonitrilo:metanol (15:30:55), utilizado también
como blanco. Se midié la absorbancia a 446 nm en un espectrofotometro UV-visible (Thermo
Electron Corporation, USA). Los resultados se expresaron como mg de B-caroteno / 100 g sp.

3.3.3 Actividad antioxidante

Se determiné la actividad antioxidante de cada uno de los extractos obtenidos para el andlisis
de los compuestos bioactivos (3.3.2.) por tres métodos diferentes. Todas las medidas se
realizaron por triplicado. En todos los casos se utilizé un espectrofotémetro UV-visible Thermo
Electron Corporation, USA.

a) Método FRAP (Benzie y Strain, 1996; Pulido et al., 2000; Thaipong et al., 2006).

Este método consiste en reducir el Fe** presente en el TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) a Fe**. La
actividad antioxidante presente en la muestra determina la cantidad de Fe*" que ha sido
reducido. El complejo reducido posee una coloracidon azul intensa que presenta su maxima
absorcién a 593 nm. Para la medida se anadid, en una cubeta espectrofotométrica, 900 plL de
reactivo FRAP a 372C, 30 pL de agua bidestilada y 30 uL de extracto o de disolvente de
extraccién en el caso del blanco. A continuacién se midié la absorbancia a 593 nm. Los
resultados se expresaron como mmoles equivalentes de trolox equivalente (TE)/ 100 g sp.

b) Método DPPH (Puupponen-Pimia et al., 2003)

Este método consiste en la reduccidén del radical DPPH a DPPH-H. Se midié la absorbancia a
515 nm de 3 mL del reactivo DPPH (absorbancia a tiempo cero, Ap). A continuacion se
afadieron 30 pL del extracto y se midid la absorbancia de nuevo a los 2,5 minutos, cuando la
reaccién se habia estabilizado (A,s). Se calculéd el porcentaje de DPPH en funcién de la
ecuacion (2).
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Los resultados se expresaron como mmoles equivalentes de trolox equivalente (TE)/ 100 g sp.
c¢) Método ABTS (Re et al., 1999; Arnao et al., 2001; Thaipong et al., 2006)

Este método consiste en formar el radical ABTS-+ el cual va a ser reducido por las sustancias
antioxidantes presentes en la muestra. Se preparé una disolucion de ABTS 7mM 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 ABTS-+. Una vez transcurrido el tiempo se diluyé en etanol hasta
obtener un valor de absorbancia a 734 nm de 0,7 nm. En una cubeta espectrofotométrica se
afadié 1 mL del reactivo anterior y 10 uL del extracto y se midié la absorbancia a 734 nm
inicialmente y pasado un minuto, cuando la reaccidn ya se habia estabilizado. Los resultados se
expresaron como mmoles equivalentes de trolox equivalente (TE)/ 100 g sp.

3.4 Analisis estadistico

Para estudiar las posibles diferencias significativas entre las muestras se realizaron andlisis de
la varianza unifactoriales (ANOVA) y multifactorial (MANOVA), a un nivel de confianza del 95%
(p<0,05). También se realizaron correlaciones de Pearson entre la actividad antioxidante y los
compuestos bioactivos en cada extracto. Para llevar a cabo los analisis se utilizé el programa
Statgraphics Centurion XV.



4. RESULTADOS Y DISCUSION

La tabla 2 muestra los valores medios, con su desviacidn estdndar entre paréntesis, de
humedad de cada una de las muestras procesadas.

Tabla 2. Valores medios y desviacion estandar de la humedad de las diferentes muestras.

Muestras X,
PF 0,867(0,001)
Ps+Mw 0,699(0,003)
PFL 0,033(0,001)°
Ps+MwL 0,028(0,001)°

XW(” : humedad (g agua/g muestra). a-b: Superindices diferentes dentro de la misma columna indican
diferencias significativas entre las muestras (p<0,05) para el ANOVA realizado entre las muestras
liofilizadas.

Se partié6 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). Al aplicar el tratamiento por
microondas a la muestra de puré de pomelo con solutos, se alcanzé la humedad objetivo de 70
g agua/100 g muestra.

Segln los resultados obtenidos para la humedad de las muestras liofilizadas, se puede
observar que el pretratamiento de deshidratacién por microondas permitié obtener un
producto final liofilizado con menor humedad (p<0,05) que la del producto sin
pretratamientos, empleando las mismas condiciones de liofilizacién en ambos casos. Asi,
parece que la combinacidn solutos afiadidos-deshidratacion parcial por microondas previos a
la liofilizacién favorece la eliminacion del agua en el posterior proceso de liofilizacidn, lo que
podria estar relacionado con un aumento del agua congelable de la muestra. Esto permitiria
disminuir el tiempo de liofilizacién del producto, ahorrando energia y mejorando la eficacia del
proceso.

4.1 Efecto de los tratamientos en los compuestos bioactivos

En la Figura 1 se observan los valores medios de fenoles totales, con sus correspondientes
desviaciones estandar.
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Figura 1. Contenido en fenoles totales (mg acido galico/ 100 g sp) de las diferentes muestras.

El contenido en fenoles totales del pomelo fresco fue de 87 mg acido galico/100 g pomelo, del
orden de lo obtenido en otros estudios para pomelo (Toh et al., 2013; Igual et al., 2015) y para
otras frutas citricas, en concreto naranja (Klimczak et al., 2007). Como se puede ver en la
Figura 1, donde, a efectos comparativos, los valores de fenoles totales se expresan por 100 g
de solutos de pomelo, existen diferencias significativas (p<0,05) entre los analizados en las
muestras PF y Ps+Mw. Con los pre-tratamientos se aumenta significativamente (p<0,05) el
contenido de estos compuestos: 654 mg acido gélico/ 100 g sp en la muestra PF frente a 995
mg 4cido galico/ 100 g sp en Ps+Mw. Este aumento del 52 % podria deberse a que el
pretratamiento con microondas pudo inducir la ruptura de las cadenas polifendlicas y la
consecuente liberacidn de grupos fendlicos libres. Los compuestos fendlicos estan compuestos
por dos anillos bencénicos y uno heterociclico con oxigeno formando un nucleo fenil-2-
benzopirona, que se unen entre si formando largas cadenas polifendlicas (Dergal, 2005). El
aumento de temperatura puede desencadenar la ruptura entre los enlaces de los grupos y la
consecuente formacién de otras sustancias fendlicas (Hayat et al., 2010). Ademds, también el
calentamiento puede provocar rupturas celulares y favorecer la extraccion de compuestos
(Benlloch, 2015).

También se observd un aumento significativo (p<0,05) en la cantidad de fenoles del pomelo
fresco con la liofilizacion, como ya observé Pinela et al. (2012) trabajando con Tuberaria
lignosa. Se produjo un aumento del 16% del contenido en compuestos fendlicos en la muestra
PFL respecto a PF. Esto podria justificarse por los efectos de la congelacién previa al secado por
liofilizacion, sobre la matriz de la fruta. Durante la congelacidn se forman cristales de hielo que
pueden romper la estructura celular facilitando la liberacidon de los grupos fendlicos de la
matriz y también la posterior entrada del disolvente, mejorando asi su extraccion (Dorta et al.,
2012). Sin embargo, comparando Ps+Mw y Ps+MwL se observé una disminucién del contenido
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en fenoles (p<0,05) debido a la liofilizacién. Esto podria deberse a que los nuevos compuestos
fendlicos formados y liberados durante la deshidratacion por microondas sean mas sensibles a
la liofilizacién y se pierdan durante el proceso, no observandose ningun efecto protector por
los solutos adicionados. Las pérdidas en el contenido fendlico de la muestra Ps+Mw como
consecuencia de la liofilizacion fueron del 22%.

En cualquier caso, existen estudios que afirman que hay ciertas sustancias que pueden
interferir en la cuantificacidon de los polifenoles por el ensayo de Folin-Ciocalteu. Aunque el
objetivo de este ensayo es medir la capacidad que tienen los polifenoles de reducir al Mo(VI)
en el complejo molibdotungstato, este reactivo es susceptible de ser reducido por otros
compuestos reductores como la vitamina C presentes en la muestra (Asami et al., 2003; Huang
et al., 2005). En este sentido, con la disolucién metanol:agua utilizada para la extraccion de los
fenoles en este estudio, se podrian haber extraido otros compuestos hidrosolubles, ademas de
los polifenoles, como es el caso del acido ascérbico, por lo que el resultado de este andlisis
podria representar una sobre-estimacién del contenido de polifenoles totales en las muestras.

En la Figura 2 se observan los carotenoides analizados en las diferentes muestras formuladas y
sus correspondientes desviaciones estandar.
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Figura 2. Contenido en carotenoides totales (mg Bcaroteno/ 100 g sp) de las diferentes
muestras.

El contenido en carotenoides de PF (13 mg [-caroteno/ 100 g pomelo) coincide con el
obtenido en otros estudios para pomelo (lgual et al., 2015) y para otras frutas citricas (Xu et
al., 2008). Tal y como muestra la Figura 2, existe un aumento significativo (p<0,05), del 11%, en
el contenido en carotenoides de Ps+Mw respecto a PF. Esto podria deberse al efecto ya
comentado de la ruptura celular causada por las altas temperaturas alcanzadas durante el
tratamiento por microondas, que facilitaria la extraccion de los carotenoides de la muestra.
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Con el tratamiento de liofilizacion, PFL presentd una disminucion significativa (p<0,05) de
carotenoides respecto a PF, igual que se ha observado en tomate (Georgé et al., 2011) y en el
contenido en B-caroteno y licopeno del pomelo (Vanamala et al., 2005), que observan pérdidas
del 26%. Tales disminuciones podrian deberse a la degradacién de los carotenoides durante la
liofilizacion. La liofilizacion aumenta la porosidad de la muestra por lo que los carotenoides
podrian estar expuestos a mds oxigeno, que podria afectar negativamente a su estabilidad
(Georgé et al., 2011). Sin embargo, el proceso de liofilizacion no afectd significativamente
(p>0,05) a la muestra Ps+MwL. Esto podria ser debido a que los solutos presentes en esta
formulacion podrian estar ejerciendo un efecto encapsulante y protector sobre las sustancias
liposolubles (Lopez, 2010; Montenegro et al., 2012).

El contenido en vitamina C de PF fue 66 mg / 100 g pomelo, similar al observado 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). La vitamina C se caracteriza por ser muy labil, facilmente
oxidable y especialmente termosensible, por lo que se degrada facilmente al alcanzar una
temperatura mas o menos elevada (Klimczak et al., 2007). Este compuesto es muy utilizado en
tecnologia de alimentos como indice de calidad nutricional de productos alimenticios. En este
caso, el pre-tratamiento por microondas disminuyd significativamente (p<0,05) el contenido
en Vitamina C (Figura 3), siendo estas pérdidas de un 51%.
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a-d: Superindices diferentes indican diferencias significativas entre las muestras (p<0,05).

Figura 3. Contenido en vitamina C (mg vitamina C/ 100 g sp) de las diferentes muestras.

En la Figura 3 se puede observar como también la liofilizacidn disminuyd significativamente
(p<0,05) el contenido en vitamina C de la muestra PF. En otros estudios (Castafieda et al.,
2010) también observaron pérdidas importantes de vitamina C cuando se aplicé la liofilizacion
en chalarina (Casimiroa edulis), a lo que puede contribuir, como se ha comentado
anteriormente, el efecto degradativo del oxigeno, mas accesible en la estructura porosa que se
forma como consecuencia de la liofilizacidn. Segun estos autores, las pérdidas fueron

12



inferiores a las causadas por otros métodos de deshidratacién, como la deshidratacidn
osmotica a vacio, el secado convectivo, o métodos combinados. En cuanto a Ps+Mw, el
proceso de liofilizacidon también produjo una disminucién significativa (p<0,05) del contenido
en vitamina C. No obstante, las pérdidas en este caso fueron sélo del 9%, por lo que lo solutos
podrian estar ejerciendo un cierto papel protector también sobre la vitamina C.

4.2 Efecto de los tratamientos en la actividad antioxidante de los extractos.

Existe cierta controversia en cuanto a que compuestos fitoquimicos aportan mayor actividad
antioxidante. Algunos autores afirman que, en las frutas, los compuestos bioactivos con mas
actividad antioxidante generalmente son fenoles, Vitamina C y carotenoides (Pérez-Jiménez et
al., 2008). Hay autores que apuntan que la mayor actividad antioxidante de los citricos es
proporcionada por la vitamina C (Xu et al., 2008), mientras que otros estudios afirman que es
consecuencia de los fenoles (Bahorun et al.,, 2004). La actividad antioxidante viene
determinada por interacciones antagonistas o sinergistas entre las diferentes sustancias que
muestran esta actividad (Gil y Rojano, 2009), asi como por el modo de accién concreto de cada
una de ellas, por lo que no hay un acuerdo en el mejor método a utilizar para su andlisis,
aconsejandose combinar mas de un método para evaluar de manera correcta la capacidad
antioxidante de una muestra (Pérez-Jiménez et al., 2008). En este sentido, en los Ultimos afios
se han desarrollado gran cantidad de métodos para evaluar la actividad antioxidante de
alimentos basados en distintos aspectos. Los mas comunmente usados son la reduccién de
metales (FRAP) y la captacién de radicales generados a partir de ciertas moléculas organicas
(ABTS, DPPH) (Aruoma, 2003; Ozgen et al., 2006). Por otro lado, debido al diferente potencial
antioxidante que presenta cada compuesto, asi como a su distinta polaridad en la compleja
matriz que forman los alimentos, todos los métodos de determinacién de la actividad
antioxidante se ven afectados por los disolventes empleados para la extraccion (Pellegrini et
al., 2007). Respecto a la extraccién de compuestos antioxidantes, es necesario combinar al
menos dos mezclas de disolventes con distinta polaridad para facilitar dicho proceso. Asi,
mezclas binarias de metanol, hexano o acetona con agua, frente al uso de un solo disolvente,
ha proporcionado los mejores resultados en la extraccién de antioxidantes en diversos
productos vegetales (Wang et al., 1996; Ou et al., 2002; Pellegrini et al, 2003). También se
debe analizar la capacidad antioxidante presente en el residuo de estas extracciones, muchas
veces ignorado, pero que puedes ser superior a la presente en el sobrenadante debido a la
presencia de antioxidantes asociados a paredes celulares y macromoléculas (Pérez-Jiménez et
al., 2008). Por todo esto, en este trabajo se han utilizado diferentes disolventes optimizados
para la extraccion de compuestos concretos y, a cada uno de ellos, se le ha analizado la
capacidad antioxidante por tres métodos.

En las Tablas 3 a 5 se presentan los valores medios, con sus desviaciones estandar, de la
actividad antioxidante (AAO) analizada, por los tres métodos empleados, en los extractos de
vitamina C, fenoles totales y carotenoides totales, respectivamente. Se puede observar que la
actividad antioxidante, del extracto de la muestra PF fue la mayor. La evolucidn de la AAO con
los tratamientos sigue, en general, la misma tendencia que la observada para la vitamina C
(Figura 3). En este caso, la aplicacion de microondas a la muestra con solutos supuso unas
pérdidas de actividad antioxidante por cualquiera de los tres métodos, siendo del 20, 30 y 46 %
segun DPPH ABTS y FRAP, respectivamente, como consecuencia de las pérdidas de vitamina C
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observada por el tratamiento con microondas: 496 mg vitamina C/100 g sp presentes en la
muestra PF frente a 243 mg vitamina C/ 100 g sp en Ps+Mw.

Tabla 3. Valores medios de actividad antioxidante (AAO, mmol TE/ 100 g sp) y desviacion
estandar (entre paréntesis) en los extractos de vitamina C.

Muestras AAO ABTS AAO DPPH AAO FRAP
PF 1,4(0,1) 2,82(0,01) 2,4(0,1)

Ps+Mw 0,88(0,03) 1,53(0,01) 1,92(0,01)

PFL 0,92(0,06) 2,08(0,02) 2,28(0,07)
Ps+MwL 1,21(0,04) 1,27(0,02) 1,3(0,2)

En el caso del extracto de fenoles totales (Tabla 4), también la evolucion de la AAO con los
tratamientos sigue, en general, la misma tendencia que la observada para estos compuestos
(Figura 1). La muestra que mayor actividad antioxidante presenté fue Ps+Mw. Hay autores que
afirman que las altas temperaturas alcanzadas, en este caso con la aplicacién de las
microondas, podrian generar nuevas sustancias con caracter antioxidante, como las
melanoidinas generadas en las reacciones de Maillard (Que et al., 2008; Ahmad-Qasem et al.,
2013). Ademds, como ya se ha comentado, el aumento de temperatura debido al
calentamiento por microondas podria justificar la formacidon y liberacion de ciertos
compuestos fendlicos, favoreciendo la extraccion de estos compuestos de la matriz del
alimento (lgual et al.,, 2011), lo que también contribuiria al aumento de la actividad
antioxidante. Por otra parte, algunos estudios afirman que los compuestos fendlicos libres que,
como se ha comentado, se forman como consecuencia del calentamiento, presentan mas
actividad antioxidante que los que se encuentran unidos (Hayat et al., 2010). Ademas, otros
estudios han descrito que las altas temperaturas promueven la inactivacion de enzimas
oxidativas (San Juan et al., 2000), en este caso la polifenoloxidasa, evitando la degradacion
enzimatica posterior de los polifenoles. Al aumento de actividad antioxidante de Ps+Mw
respecto a las demdas muestras también podria contribuir la incorporacién de goma arabiga y
fibra de bambu en la formulacién de las muestras, puesto que estas sustancias son capaces de
aportar actividad antioxidante (Borderias et al., 2005; Montenegro et al., 2012).

Tabla 4. Valores medios de actividad antioxidante (AAO, mmol TE/ 100 g sp) y desviacion
estandar (entre paréntesis) en los extractos de fenoles totales.

Muestras AAO ABTS AAO DPPH AAO FRAP
PF 2,2(0,1) 2,25(0,02) 1,7(0,1)
Ps+Mw 3,23(0,01) 3,2(0,2) 2,21(0,17)
PFL 2,4(0,1) 2,4(0,1) 1,81(0,02)
Ps+MwL 2,64(0,02) 2,83(0,06) 1,95(0,06)

En general los valores de actividad antioxidante de los extractos lipofilicos de carotenoides
fueron inferiores a los obtenidos en los extractos hidrofilicos, tal y como han observado otros
autores (Pérez-Jiménez et al., 2008). El aumento observado en los carotenoides totales debido
a la aplicacién de microondas (Figura 2) sélo se refleja en la actividad antioxidante de las
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muestras medida por el método FRAP. En cambio, el efecto negativo de la liofilizacién en el
contenido en carotenoides repercute en unas pérdidas de actividad antioxidante del PF de un
59% medida por el método ABTS. Pérdidas similares han sido observados por otros autores
(Kwok et al., 2004). Estas pérdidas también afectan a la muestra Ps+MwL, que presentd una
disminucién de su actividad antioxidante respecto a Ps+Mw del 20%.

Tabla 5. Valores medios de actividad antioxidante (AAO, mmol TE/ 100 g sp) y desviacion
estandar (entre paréntesis) en los extractos de carotenoides totales.

Muestras AAO ABTS AAO DPPH AAO FRAP
PF 0,65(0,05) 0,31(0,04) 0,50(0,03)
Ps+Mw 0,66(0,02) 0,27(0,03) 0,63 (0,01)

PFL 0,3(0,1) 0,35(0,08) 0,477(0,006)
Ps+MwL 0,5(0,1) 0,29(0,02) 0,56(0,03)

Para estudiar la significacion de las diferencias observadas respecto al efecto de los
tratamientos en la actividad antioxidante de los diferentes extractos analizados por los
diferentes métodos, se realizdé un andlisis de la varianza multifactorial. Todos los factores
estudiados y sus interacciones de segundo orden, e incluso de tercero, tuvieron un efecto
significativo (a<0,05) en la actividad antioxidante. La tabla 6 muestra, por factores, el
resultado obtenido del MANOVA en cuanto a la comparacién multiple, para determinar qué
medias fueron significativamente diferentes, seguin el procedimiento de diferencia minima
significativa (LSD) de Fisher, al 95 % de confianza.

Tabla 6. Prueba de rangos multiples (MANOVA) para la actividad antioxidante con los
factores muestra, extracto y método de analisis.

Casos Media Desviacion
(mmol TE/100 g sp) | estandar

PF 27 1,59°
Ps+Mw 27 1,62°

Muestra PEL >7 1’44b 0,02
Ps+MwL 27 1,39°
Vitamina C 36 1,66°

Extracto Fenoles totales 36 2,41 0,01
Carotenoides totales 36 0,46°
ABTS 36 1,428

Método  |FRAP 36 1,48" 0,01
DPPH 36 1,64'

Superindices diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre las
muestras (a-c); entre los extractos (d-f) y entre los métodos (g-i).

La AAO de las muestras disminuyd con la liofilizacién, mas en el caso de las muestras
pretratadas. En cuanto a los extractos hubo diferencias significativas en los 3 casos (a<0,05),
siendo el de fenoles totales el que mostré mayor AAO, seguido del de vitamina C y, aun con
menor AAO, del de carotenoides totales. En lo que se refiere a los métodos de andlisis,
también hubo diferencias significativas (a<0,05) entre los 3. En este caso se obtuvieron valores
mayores de AAO por el método del DPPH, seguido del FRAP y el ABTS.
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El estudio de las interacciones dobles puso de manifiesto una interaccion entre el método y la
muestra, asociada al método del ABTS que dio un valor excepcionalmente alto en las muestras
Ps+Mw y Ps+MwL (Figura 4). En cuanto a la interaccién de la muestra con el extracto (Figura
5), en este caso la tendencia mas andmala, cuando se compara con el contenido en los
diferentes compuestos analizados en las muestras, es el que presenta el extracto de vitamina
C. En la interaccidn entre extracto y método (Figura 6), el comportamiento menos esperado es
el de FRAP del extracto de vitamina C, que da un valor excepcionalmente alto.

19F - Método
L 1—— ABTS
3 1—< DPPH
I 1—— FRAP
1,7+ ]
o L i
< 151 ]
< L 4
13 ]
11E ]
PF PFL Ps+Mw Ps+MwL
Muestra

Figura 4. Resultado de la interaccion entre los factores muestra y método de andlisis
mostrada por el MANOVA (p<0,05) para la actividad antioxidante (AAO, mmol TE/ 100 g sp).

3F - Extracto
: 41 —=— Carotenoides
25F 1 — Fenoles
r 1 —— VitaminaC
2F 3
(o] F ]
< 15 .
< o ]
1k 3
0sfE -_ . .
of 7
PF PFL Ps+Mw Ps+MwL
Muestra

Figura 5. Resultado de la interaccidn entre los factores muestra y extracto mostrada por el
MANOVA (p<0,05) para la actividad antioxidante (AAO, mmol TE/ 100 g sp).
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Figura 6. Resultado de la interaccion entre los factores extracto y método de analisis
mostrada por el MANOVA (p<0,05) para la actividad antioxidante (AAO, mmol TE/ 100 g sp).

4.3 Correlaciones de Pearson de los compuestos bioactivos y los métodos de analisis de
actividad antioxidante.

Para tratar de explicar la relacidn entre la actividad antioxidante y los compuestos bioactivos
analizados a cada extracto, se realizaron analisis estadisticos de correlacion de Pearson. El
coeficiente de correlacion de Pearson es un indice que mide la correlacién lineal entre distintas
variables. El intervalo de variacidn de este coeficiente es de -1 a +1. La Tabla 7 muestra las
correlaciones de Pearson entre la AAO medida por cada método y la cantidad de cada uno de
los compuestos analizada en cada extracto, para las 4 muestras consideradas.

Tabla 7. Coeficientes de correlacidon de Pearson entre las actividades antioxidante (AAO)
medidas por cada método y los compuestos analizados en cada extracto.

AAO ABTS | AAO FRAP | AAO DPPH
Vitamina C 0,56 0,78* 0,99*
Fenoles 0,97* 0,87* 0,91*
Carotenoides 0,84* 0,78* -0,74*

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

En todos los casos se observa, como era de esperar, una correlacion significativa (p<0,05),
excepto para la vitamina C y el método ABTS, y positiva, excepto en el caso del extracto de
carotenoides cuando se analiza por el método del DPPH. Los extractos de fenoles totales
fueron los que mejor se correlacionaron con cualquiera de los tres métodos de analisis de
actividad antioxidante ensayados, tal y como se ha observado por otros autores (Thaipong et
al., 2006; Xu et al., 2008; Gil y Rojano, 2009). Por lo tanto, podria ser adecuado estimar
indirectamente la actividad antioxidante empleando el contenido en fenoles totales, puesto
que presentd una alta correlacién con todos los ensayos (Thaipong et al., 2006). Por su parte,
la mejor correlacién con la vitamina C fue la obtenida por el método DPPH y con los
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carotenoides totales la obtenida por el método ABTS. Otros autores explican que las altas
correlaciones entre la AAO medida por el método DPPH se producen sobre todo en frutas con
un alto contenido en acido ascérbico, como es el caso del pomelo y otros citricos (Gardner et
al., 2000). Por este motivo, Gil et al. (2002) argumentan la escasa correlaciéon encontrada entre
la vitamina C y la actividad antioxidante determinada por los métodos DPPH y FRAP en
nectarinas, melocotones y ciruelas. La correlacién negativa entre carotenoides totales y la
actividad antioxidante medida por el método DPPH, ha sido observada también por otros
autores (Thaipong et al., 2006).
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Aunque la adicion de solutos junto con el pretratamiento de deshidratacién por microondas
repercutieron positivamente, favoreciendo la extraccién de fenoles y carotenoides totales, se
disminuyé el contenido en vitamina C, compuesto termoldbil por excelencia. Como
consecuencia, la actividad antioxidante no se vio significativamente afectada. Se observé una
pérdida de los compuestos bioactivos analizados con la liofilizacion, que también repercutié en
una menor actividad antioxidante de las muestras, incluso en las muestras pretratadas. En
cuanto al método de andlisis de la actividad antioxidante, si el alimento a analizar es rico en
compuestos bioactivos hidrosolubles, como vitamina C y los fenoles, se podria recomendar la
extraccién de estos compuestos con una mezcla de agua y disolventes organicos, como se ha
hecho en este trabajo, y la cuantificacién de su actividad antioxidante por el método del DPPH.
Si el alimento es rico en compuestos liposolubles, como los carotenoides, se recomendaria la
extraccién con disolventes organicos y la cuantificacién por el método del ABTS. Por su parte,
la mayor actividad antioxidante fue la que se analizd en el extracto de los fenoles totales,
obtenido con la disolucién de metanol y agua, por lo que éste se podria considerar el mejor
disolvente de extraccidn para la obtencién de un extracto de alta capacidad antioxidante.
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