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EVALUACION DEL POTENCIAL NUTRACEUTICO DE EXTRACTOS DE MORA
(Morus alba)

RESUMEN

Mantener una alimentacidn adecuada y variada resulta mas que conveniente dado que
son numerosos los estudios y recomendaciones que relacionan una dieta equilibrada con una
vida mas saludable y la prevencién de enfermedades. En este sentido, las frutas juegan un
papel fundamental debido a que poseen gran cantidad de compuestos antioxidantes, los
cuales estan relacionados con la prevencién de patologias importantes. Dentro de las frutas
destacan las conocidas como “frutas del bosque”, dentro de cuya familia se encuentra la mora.
Esta fruta tiene una larga tradicidn en la cultura china por sus propiedades medicinales debido
a su alto contenido en compuestos fitoquimicos. Sin embargo, su produccidn es estacional y su
estabilidad en fresco es muy limitada, solamente un pequeiio porcentaje de moras alcanza el
mercado para consumo en fresco, la mayoria son congeladas o utilizadas en conservas. Por
ello, resultaria interesante disefiar un nutracéutico a partir de extractos mora, para lo cual
partir de mora liofilizada podria resultar adecuado. Sin embargo, la viabilidad y estabilidad del
nutracéutico depende de muchos factores, dado que los compuestos bioactivos pueden sufrir
distintas reacciones de degradacién, como la oxidacién. El objetivo de este trabajo fue estudiar
la aplicacion de la liofilizacién y la adicidn de un agente encapsulante (goma arabiga) en la
composicidon en bioactivos y actividad antioxidante de extractos de mora. Para ello se han
realizado extracciones con distintos disolventes para obtener la mayor cantidad de
compuestos bioactivos hidrosolubles (compuestos fendlicos y vitamina C) y liposolubles
(carotenoides) y se ha evaluado la actividad antioxidante por los métodos DPPH, FRAP y ABTS.
Por otra parte, se han secado los diferentes extractos obtenidos y se ha evaluado la influencia
del proceso de obtencidén de los extractos sobre los mismos pardmetros analizados en los
extractos en disolucion. Se ha visto que la liofilizacion aumento el rendimiento de la extraccion
de compuestos fendlicos y carotenoides, pero disminuyd el contenido de vitamina C y la
actividad antioxidante de los extractos. La actividad antioxidante evaluada en los extractos
hidrofilicos fue mayor que en el extracto lipofilico, siendo la vitamina C la que mejor se
correlaciond con esta propiedad. La deshidratacion de los extractos disminuyd los compuestos
fendlicos un 4% y un 9% la vitamina C. En general, la adicion de goma ardbiga favorecié la
estabilidad de los fitoquimicos estudiados.
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EVALUATION OF THE NUTRACEUTICAL POTENTIAL OF MULBERRY
EXTRACTS (Morus alba)

ABSTRACT

An adequate and varied diet is important since numerous studies and
recommendations relate a balanced diet with a healthier lifestyle and disease prevention. In
this sense, fruits play a role because they have large amounts of antioxidant compounds,
which are related to the prevention of significant pathologies. Mulberry belongs to the so
called family of "forest fruits". This fruit has a long tradition in Chinese culture for its medicinal
properties due to its high content of phytochemicals. However, its production is seasonal and
its stability is very limited, only a small percentage of mulberries reaches the fresh market,
most are frozen or canned. Therefore, it would be interesting to design a nutraceutical from
mulberry extracts, for which freeze dried mulberry may be appropriated. However, the
viability and stability of the nutraceutical depends on many factors, since the bioactive
compounds may undergo different degradation reactions such as oxidation. The aim of this
work was to study the application of freeze drying technology and gum arabic addition as
encapsulant in the bioactive composition and antioxidant activity of mulberry extracts. To this
purpose different extractions were performed with different solvents, in order to obtain a
product rich in water-soluble (phenolics and vitamin C) and liposoluble (carotenoids)
compounds. Furthermore antioxidant activity of the extracts was evaluated by DPPH, FRAP
and ABTS methods. These extracts were dried and the influence of the process was assessed in
the same parameters analyzed in extracts in solution. It has been found that freeze drying
increased the extraction yield of phenolic compounds and carotenoids, but decreased the
content of vitamin C and the antioxidant activity of the extracts. The antioxidant activity
evaluated in the hydrophilic extracts was greater than in the lipophilic one. Vitamin C was the
bioactive that better correlated with antioxidant capacity. Extract dehydration step decreased
phenolic compounds 4% and vitamin C 9%. In general, the addition of gum arabic favoured the
stability of the phytochemicals studied.
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AVALUACIO DEL POTENCIAL NUTRACEUTIC D'EXTRACTES DE MORA
(Morus alba)

RESUM

Mantindre una alimentacié adequada i variada resulta més que convenient atés que
sdn nombrosos els estudis i recomanacions que relacionen una dieta equilibrada amb una vida
més saludable i la prevencié de importants malalties. En aquest sentit, les fruites juguen un
paper fonamental pel fet que posseeixen grans quantitats de compostos antioxidants, els quals
estan relacionats amb la prevencié de patologies importants. Dins de les fruites destaquen les
conegudes com "fruites del bosc", familia en la que es troba la mora. Aquesta fruita té una
llarga tradicié en la cultura xinesa per les seves propietats medicinals a causa del seu alt
contingut en compostos fitoquimics. No obstant aixo, la seva produccio és estacional i la seva
estabilitat en fresc és molt limitada, doncs només un petit percentatge de mores arriba al
mercat en fresc, la majoria sén congelades o utilitzades en conserves. Per aix0, resultaria
interessant dissenyar un nutraceutic a partir d'extractes mora, per la qual cosa, partir de mora
liofilitzada podria resultar adequat. No obstant aix0, la viabilitat i estabilitat del nutraceutic
depén de molts factors, ateés que els compostos bioactius poden patir diferents reaccions de
degradacié, com Il'oxidacié. L'objectiu d'aquest treball va ser estudiar l'aplicacié de la
liofilitzacid i I'adicid d'un agent encapsulant (goma arabiga) en la composicid en bioactius i
activitat antioxidant d'extractes de mora. Per a aix0 s'han realitzat extraccions amb diferents
dissolvents per obtenir la major quantitat de compostos bioactius hidrosolubles (compostos
fenolics i vitamina C) i liposolubles (carotenoides) i s'ha avaluat I'activitat antioxidant pels
meétodes DPPH, FRAP i ABTS. D'altra banda, s'han assecat els diferents extractes obtinguts i
s'ha avaluat la influéncia del procés d'obtencid dels extractes sobre els mateixos parametres
analitzats en els extractes en dissolucié. S'ha vist que la liofilitzacié augmentar el rendiment de
I'extraccié de compostos fenolics i carotenoides, pero va disminuir el contingut de vitamina C i
I'activitat antioxidant dels extractes. L'activitat antioxidant avaluada en els extractes hidrofilics
va ser més gran que en l'extracte lipofilic, sent la vitamina C la que millor es va correlacionar
amb aquesta propietat. La deshidratacié dels extractes disminuir els compostos fenolics un 4%
i un 9% la vitamina C. En general, I'addici6 de goma arabiga va afavorir I'estabilitat dels
fitoquimics estudiats.
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extraccio, activitat antioxidant.
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1. INTRODUCCION.

Las frutas, y los vegetales en general, siempre han formado parte de la dieta cotidiana,
sin embargo, con los cambios de pautas alimentarias producidas en los ultimos afios, su
consumo ha disminuido en favor de alimentos menos saludables, como productos procesados
y de alto contenido graso. El aumento de ciertas patologias como la obesidad, la aterosclerosis
o el cancer y su relacidn con el excesivo consumo de grasas saturadas, ha llevado a las
instituciones y organizaciones de todos los niveles a promover habitos mas saludables y
especialmente a fomentar el consumo de frutas y verduras. En Espafia, los ultimos datos
publicados del afio 2013, confirman que se incrementé en un 2,7% el consumo de fruta fresca,
situdndose cerca del 17% del gasto anual en alimentacion (MAGRAMA, 2015). Las frutas son
un grupo de alimentos muy heterogéneo en colores, texturas, cultivo y consumo. Sin embargo,
tienen en comun que son ricas en vitaminas, minerales y fibra, lo cual les ha conferido la
condicién de alimentos saludables, en mayor o menor medida, debido a que muchos de estos
componentes ejercen un efecto beneficioso en el organismo, como asi lo sugieren y
demuestran numerosos estudios cientificos. En este sentido, estudios realizados como el EPIC
(Estudio Prospectivo sobre la Investigacion del Cancer y la Nutricién), o el SUVIMAX
(Suppléments en Vitaminas, Mineraux et Antioxidants) constatan que la mejor forma de
disminuir el riesgo de padecer algunos tipos de cancer es mantener una dieta variada y
abundante en frutas y hortalizas (Hercberg et al., 2006; Agudo y Gonzélez, 2007). El consumo
de frutas y verduras recomendado por instituciones y organizaciones nacionales e
internacionales es de 400 g por dia o cinco porciones de frutas y / o verduras al dia (OMS,
2005).

Los beneficios en la salud por el consumo de frutas son debidos principalmente a los
compuestos bioactivos presentes en ellas (Wang et al., 2011; Wootton-Beard y Ryan, 2011).
Los compuestos bioactivos son aquellos que ejercen una funcidn beneficiosa para el organismo
y los mas importantes en las frutas son los que poseen una funcién antioxidante. Los
antioxidantes son un conjunto de sustancias de diferente composicidn y estructura quimica,
los cuales son capaces de neutralizar los radicales libres, grupos quimicos altamente inestables
debido normalmente a la presencia de electrones desapareados. Estos radicales libres pueden
tener su origen en factores ambientales y bioldgicos. Entre los factores ambientales se
encuentran: radiaciones de media y alta energia (rayos ultravioletas, rayos X y rayos gamma),
componentes atmosféricos como el ozono, la polucidn, tabaco, etc. (Bagchi y Puri, 1998;
Machlin y Bendich, 1987). Por otra parte, las reacciones metabdlicas también pueden generar
radicales libres, especialmente si son reacciones con intercambio de electrones (Ceconi et al.,
2003). La formacidn de radicales libres es un proceso natural que solo representa un problema
para la salud cuando el organismo no es capaz de neutralizarlos. El desequilibrio entre la
formacién de radicales libres y la capacidad del organismo para neutralizarlos se conoce como
estrés oxidativo, estando éste relacionado con importantes patologias como el céncer,
enfermedades cardiovasculares, diabetes, Alzheimer o Parkinson (NIH y NCCAM, 2013;
Hamilton et al., 2004; Auroma, 1998). Los radicales libres mas comunes son los relacionados
con el oxigeno, como el anién superdxido (O,-) o el radical hidroxilo (OH-), conocidos como
ROS (del inglés Reactive oxygenspecies); y los relacionados con el nitrégeno, como el éxido de
nitrégeno (NO-), conocidos como RNS (Reactive nitrogenspecies) (Dusting y Triggle, 2005;
Johansen et al., 2005).

Numerosos estudios relacionan la actividad antioxidante de ciertos compuestos con la
disminucién de estos procesos bioquimicos que pueden degenerar en numerosas
enfermedades como aterosclerosis, diabetes o cancer (Wootton-Beard y Ryan, 2011). La



naturaleza de estos compuestos es muy diversa, pudiendo clasificarse en funcién de distintos
parametros, como por ejemplo su origen enddgeno o exdgeno, esto es, en funcion de la
capacidad de ser producidos o no por el ser humano, respectivamente. Otra forma de
clasificarlos es en funcién de su valor nutritivo para el organismo. Dentro de los antioxidantes
con valor nutritivo se encuentran vitaminas y minerales, como las vitaminas C, By E o
minerales como el Selenio. Diversos estudios relacionan la capacidad antioxidante de estos
compuestos con la prevencion de ciertos tipos de cancer (Lippman et al., 2009; Klein et al.,
2011) y otras enfermedades como la diabetes tipo 2 (Song et al., 2009). Por otro lado se
encuentran los antioxidantes sin valor nutritivo o fitoquimicos, denominados asi debido a que
el organismo no los necesita a corto y medio plazo. Los fitoquimicos son un grupo variado de
metabolitos secundarios de origen vegetal, los cuales se encuentran con facilidad en frutas,
semillas y vegetales en general. Normalmente su funciéon es proteger a la planta frente a
situaciones de estrés, tanto bidtico como abidtico. Esta actividad protectora ha inducido al
estudio de los beneficios de su consumo para la salud (Jain y Ramawat, 2013). Entre los
fitoquimicos se encuentran: los polifenoles, compuestos derivados de la fenilalanina y la
tirosina, como los flavonoides, isoflavonoides, estilbenoides y curcuminoides; los alcaloides,
como la bencilisoquinolina; y los terpenos, compuestos derivados principalmente del isopreno,
siendo los mas importantes los carotenoides, aunque también se encuentran monoterpenos,
politerpernos o esteroides (Wang et al., 2016). En las frutas los fitoquimicos mas abundantes
son los polifenoles y los carotenoides (Huang et al., 2005).

En este sentido, la mora (Morus sp.) es una fruta muy rica en compuestos fitoquimicos,
especialmente en polifenoles, como acidos fendlicos y flavonoides (Memon et al., 2010; Thabti
et al., 2012; Sanchez-Salcedo et al., 2015a, Sanchez-Salcedo et al., 2015b). La mora pertenece
a la familia de las Moraceas y se encuentra distribuida por amplias dreas de Asia, la cuenca
mediterranea y zonas subtropicales de América y Africa (Watson y Dallwitz, 2007). Dentro del
género Morus existen 24 especies, una subespecie y mas de cien variedades (Ercisli y Orhan,
2007), siendo las mas importantes la mora blanca (Morus alba), la mora negra (Morus nigra) y
la mora roja (Morus rubra) (Gundogdu et al., 2011). Tradicionalmente, el cultivo de la mora
tenia como fin la produccién de seda y no ha sido hasta tiempos recientes cuando se han
ampliado las posibilidades de empleo de esta planta y sus frutos, siendo consumidos tanto en
fresco como procesados (Ercisli y Orhan, 2007; Gundogdu et al., 2011; Sanchez, 2000).
Ademas, las hojas, ramas y corteza de la mora blanca (Morus alba) han sido utilizadas desde la
antigliedad en la medicina tradicional china para tratar la fiebre, mejorar la vista, fortalecer las
articulaciones, como diurético, para proteger el higado y para disminuir la presidon sanguinea
(Katsube et al., 2006). Estudios con extractos de hojas de mora han mostrado alta actividad
hipoglucémica, hipolipidémica y antiaterogénica (Chung et al., 2013; Enkhmaa et al., 2005;
Hunyadi et al., 2013). Otras investigaciones muestran que el consumo del fruto de la mora es
beneficioso para la salud, especialmente contra la diabetes tipo 2 (Wang et al., 2013). Estos
beneficios han sido relacionados con el alto contenido en polifenoles de la mora (Gundogdu et
al., 2011), por lo que la posibilidad de extraer estos componentes para ser empleados como
nutracéuticos o como nuevos ingredientes para la fortificacion y formulacién de otros
alimentos, aumentando asi su potencial antioxidante y con ello los beneficios para la salud del
consumidor, es un aspecto interesante a considerar.

Solamente un pequefo porcentaje de moras alcanza el mercado en fresco, la mayoria
son congeladas o utilizadas en conservas. Las moras congeladas pueden ser procesadas para
hacer mermeladas, purés, jaleas o zumos (Lohachoompol et al., 2004; Schmidt et al., 2005).
Emplear mora liofilizada podria ser una buena alternativa para darle mas versatilidad a esta
fruta. Podria ser interesante disefiar un producto nutracéutico a base de extractos de mora.
Para ello, partir de la fruta en polvo obtenida por liofilizacidon podria ser una buena estrategia.
La liofilizacion es una técnica de deshidratacion que se utiliza para reducir la humedad de los



alimentos sin someterlos a altas temperaturas, con lo que se evita en gran medida el dano a
los compuestos termolabiles. Consiste en la extraccién de agua de la muestra mediante la
congelacion y posterior sublimacién de la misma, la cual es provocada con una bajada de la
presion y la aplicacion suficiente de calor para que sublime la mayor cantidad de agua posible
(Oetjen y Haseley, 2004). Con la liofilizacién se obtiene un polvo deshidratado que conserva la
mayoria de las propiedades nutricionales, funcionales y organolépticas de la fruta fresca.
Existen diferentes estudios sobre el efecto de la congelacién y la liofilizacidn en la retencién de
compuestos antioxidantes en mora (Ancos et al., 2000; Kampuse et al., 2002; Lohachoomol et
al., 2004; Scibisz y Mitek, 2007).

Un alimento funcional es, segln la Fundacidn del Consejo Internacional de Informacién sobre
Alimentos (International Food Information Council - IFIC Fundation en inglés), un producto que
tiene compuestos con efectos beneficiosos para la salud y puede ser consumido como parte de
una dieta normal. Ejemplos de alimentos funcionales pueden ser los lacteos, frutas, verduras y
pescados. Por otro lado, un alimento fortificado es aquel al que se le ha afiadido uno o varios
componentes beneficiosos para la salud con el fin de hacerlo mas atractivo comercialmente. El
principal ejemplo de un producto fortificado son las leches enriquecidas con acidos omega-3,
vitaminas y minerales (Cruzado y Cedrdn, 2012). Los alimentos funcionales, fortificados y los
nutracéuticos tienen en comun que su consumo repercute en un beneficio para la salud. Sin
embargo, los nutracéuticos se diferencian en que son productos extraidos, purificados,
concentrados y normalmente vendidos en forma de capsulas, pastillas y en polvo (Cruzado y
Cedron, 2012). El término nutracéutico surge en 1989 de la mano de Stephen L. DeFelice y la
Fundacion para la Innovacion en Medicina de Nueva York (Andlauer y Fiirst, 2002; Cruzado y
Cedron, 2012). Se definié nutracéutico como “cualquier sustancia que fuera un alimento o
parte de un alimento y proporcionara beneficios a la salud, incluyendo la prevencion vy
tratamiento de enfermedades” (DeFelice, 1995), pero mas tarde se modificé para definirlo
como “un producto aislado o purificado procedente de alimentos que son vendidos en formas
medicinales y no necesariamente relacionados con la alimentacion” (Pandey et al., 2010).
Actualmente, los nutracéuticos son un campo de investigacién y desarrollo en plena
expansién, debido principalmente a que son utilizados para prevenir enfermedades y mejorar
la salud, como la depresion, inflamaciones, osteoporosis, cancer o diabetes. Segln algunos
indicadores, el mercado global de nutracéuticos asciende a 171,8 miles de millones de délares
en 2014, siendo Estados Unidos el principal mercado (Wang et al., 2016).

Para elaborar un nutracéutico deben extraerse el o los componentes deseados con el o
los disolventes adecuados. Para ello, el factor mas importante a la hora de elegir el disolvente
es la polaridad del compuesto a extraer. Seglun varios autores, se obtiene un mayor
rendimiento en la extraccién de los componentes de vegetales mediante mezclas que con los
disolventes puros. En este sentido, seglin el componente a extraer, pueden emplearse mezclas
de metanol y agua en diversas proporciones (Pérez-Jiménez y Saura-Calixto, 2007), mezclas de
metanol y agua acidificado con acido férmico (Sdnchez-Salcedo et al., 2015b), disoluciones de
etanol y agua (Katsube et al., 2006), entre otros ejemplos.

Tras la extraccion, los compuestos deseados deben estabilizarse y encapsularse para su
posterior comercializacidén y venta. La encapsulacién se define como la técnica de envolver
solidos, liquidos o gases en miniaturas, como por ejemplo cdpsulas, las cuales pueden liberar
su contenido a velocidades controladas en condiciones determinadas (Desai y Park, 2005;
Vilstrup, 2001). Los compuestos envueltos pueden encontrarse puros o en mezcla y son
conocidos como material revestido, nucleo o activo. El material que envuelve el nucleo es
conocido como material de revestimiento, capsula membrana. Este material puede estar
compuesto por azucares, proteinas, polisacaridos, lipidos o polimeros de origen sintético (Fang
y Bhandari, 2010). El objetivo fundamental de la encapsulacidon es mantener el compuesto que



contiene en la misma condicidén que se encontraba en el momento de ser encapsulado durante
unas condiciones y tiempo determinados. Esta funcidn responde al hecho de que la gran
mayoria de compuestos encapsulados son bioactivos (Vos et al., 2010; Nedovic et al., 2011;
Peanparkdee et al., 2013), los cuales son muy susceptibles a degradarse o inactivarse. Debido a
que cada compuesto bioactivo tiene propiedades fisicoquimicas diferentes, no puede
generalizarse un método Unico de encapsulacién (Augustin y Hemar, 2009). El material elegido
para encapsular el compuesto debe mantenerlo funcional protegiéndolo de tres factores de
riesgo: el primero, la exposicidn al ambiente (contacto con oxigeno, agua y luz); el segundo, las
reacciones quimicas dentro de la propia capsula (oxidacidn, hidrélisis); y tercero, el paso por el
sistema digestivo hasta su absorcién (acidos, enzimas, secuestradores) (Vos et al., 2010).

Para mantener y mejorar la estabilidad del compuesto bioactivo, pueden afiadirse
sustancias con accion conservante y espesante, siendo los mas comunes algunos polisacaridos
como la goma Ardbiga, almidones y sus derivados (Nedovic et al., 2011). La eficacia de estas
sustancias puede ser variable segin el compuesto a conservar y las condiciones en las que se
encuentre. La temperatura es un factor clave para la conservacién del compuesto bioactivo,
pues puede acelerar o disminuir la velocidad de las reacciones quimicas. Las bajas
temperaturas pueden conservar en buen estado durante cierto tiempo, pero también se ha
visto como largos periodos de tiempo a temperaturas de congelacién disminuyen
considerablemente el contenido de compuestos bioactivos disponibles, siendo en algunos
casos de mas de un 30% en diez meses (Poiana et al., 2010). Ademas de la posible adicién de
conservantes y el control de la temperatura, el medio de estabilizacién del extracto es muy
importante para la conservacion del mismo. El medio de estabilizacién esta intimamente
relacionado con la técnica utilizada para la encapsulacién (Vos et al., 2010). La conveniencia
de mantener los extractos en medio seco o liquido dependerd de la facilidad de los
compuestos bioactivos para interactuar con el medio. Asi por ejemplo, la actividad del agua
tiende a acelerar las reacciones quimicas pero la exposicion total al oxigeno puede acelerar las
oxidaciones de los compuestos. Otro ejemplo lo muestra un estudio en el que el medio de
estabilizacion es el disolvente empleado en la extraccién. Sin embargo, la adicién de otros
componentes puede provocar que el contenido de disolvente no sea el adecuado, aun siendo
el que mayor rendimiento de extraccion puede tener (Peanparkdee et al., 2013).

La encapsulacidn puede realizarse mediante procedimientos quimicos o fisicos, dentro
de estos ultimos, junto con el secado por aspersion, el secado por congelacién, la coacervacion
y la extrusién, se encontraria la liofilizacién (Cruzado y Cedrdn, 2012). Actualmente, se estan
realizando estudios para la elaboracion 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).

Cambios en la actividad antioxidante de las frutas pueden tener lugar como resultado
de reacciones de oxidacién-reduccion. Estos cambios pueden estar influenciados por la calidad
inicial de la fruta, el procesado, las condiciones (temperatura y humedad relativa) y tiempo de
almacenamiento, tipo de container, etc. (Poiana et al., 2010). De cara a optimizar el proceso
de obtencidn del nutracéutico, resultaria interesante evaluar la capacidad antioxidante que
queda retenida en el producto final, asi como evaluarla en los pasos intermedios del proceso.



2. OBJETIVO.

El objetivo del presente trabajo es conocer la viabilidad de la liofilizaciéon y de la
adicion de goma arabiga como agente encapsulante, para la obtencién de un producto
nutracéutico de mora con alta capacidad antioxidante. Para ello, se han trabajado con mora,
mora liofilizada y mora liofilizada con goma arabiga, a partir de las cuales se han extraido con
diferentes mezclas disolventes los principales compuestos bioactivos lipofilicos e hidrofilicos.
Los extractos en disolucion obtenidos se han caracterizado en cuanto a su contenido en
fenoles totales, vitamina C y carotenoides, ademads se ha evaluado su potencial antioxidante
mediante diferentes métodos. A continuacidn se deshidrataron los extractos para obtener los
correspondientes extractos secos que se caracterizaron en los mismos compuestos y
propiedades que los extractos iniciales.

3. MATERIAL Y METODOS.

3.1 OBTENCION DE LAS MUESTRAS.

Se trabajo con mora congelada (Morus Alba) procedente de moreras situadas en el
campus de la Universitat Politécnica de Valéncia. La mora congelada se descongeldé durante 12
h en refrigeracion y se trituré con una mezcladora eléctrica (Thermomix, TM 21 Vorwerk,
Espafia). Con el objetivo de evaluar si el procesado de la materia prima podia afectar a las
propiedades funcionales de los extractos obtenidos, el puré de mora obtenido se dividié en 3
lotes, destinandose cada uno a la elaboracion de un tipo de muestra. Un lote del puré de mora
se destind a analisis como muestra control (M). Un segundo lote de puré de mora se liofilizé
(ML). Por ultimo, para estudiar su posible efecto protector y encapsulante de los compuestos
bioactivos estudiados en la mora, al tercer lote de puré de mora se le afiadié goma arabiga
(Sigma-Aldrich) previamente a su liofilizacién (MLG). La proporcion de goma arabiga empleada
fue de 6 g /100 g puré fruta, segun estudios previos (Agudelo et al., 2016). En la tabla 1 se
describe la nomenclatura utilizada para describir las muestras:

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

Tipo de muestra Nomenclatura
Mora M
Mora liofilizada ML
Mora liofilizada con goma ardbiga MLG

Los lotes de puré de mora que iban a ser liofilizados se dispusieron en bandejas formando una
capa de 0,5 cm de espesor y fueron congelados 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. El
producto en polvo obtenido se introdujo en tubos de plastico de cierre hermético envasados
en bolsas a vacio (envasadora Tecnotrip EVO86154, Espafia) y se mantuvieron a temperatura
ambiente y en oscuridad hasta su analisis.




3.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS.

Para el analisis de los compuestos bioactivos de las muestras se realizaron extracciones
con disolventes de diferente polaridad en funcidn del compuesto a extraer. Se realizaron como
minimo 3 extracciones. El proceso de extraccion se describe a continuacion.

3.2.1 Extraccion de compuestos fendlicos.

La extraccion de compuestos fendlicos se realizé mezclando 1 g de la muestra con 9 mL
de una disolucién de metanol: agua (70:30, v/v), basandose en estudios previos (Farinha, 2014;
Spaggiari, 2014). La mezcla se mantuvo en agitacion magnética durante 20 minutos y se
centrifugd (Selecta Medifriger-BL, Espafia) 10 minutos a 8000 rpm a una temperatura de 20°C.
El sobrenadante obtenido se filtro (filtros de nylon 0,45 um) en viales opacos y se utilizé para
determinar el contenido de fenoles y la actividad antioxidante.

3.2.2 Extraccion de compuestos liposolubles.

La extraccion de compuestos liposolubles se realizé en las mismas proporciones y
condiciones descritas en 3.3.1, empleandose como disolvente una disolucién de hexano:
acetona: etanol (50:25:25, v/v/v), segun Olives et al. (2006) y Wang et al. (1996). El
sobrenadante obtenido tras la centrifugacion se filtré (filtros de nylon 0,45 um) en viales
opacos y se utilizd para determinar el contenido de carotenoides y la actividad antioxidante.
En la figura 1 se muestran como ejemplo los extractos lipofilicos obtenidos de mora liofilizada
(ML) y mora liofilizada con goma (MLG).

Figura 1. Ejemplo de extractos liposolubles de ML y MLG.
3.2.3 Extraccién de vitamina C.

La extraccién de vitamina C se realizd se realiz6 en las mismas proporciones vy
condiciones descritas en 3.3.1, empledndose como disolvente una disolucién de acido oxalico
al 0,1 % en agua (Xu et al., 2008). La mezcla se mantuvo en agitacion magnética durante 30
minutos y posteriormente se centrifugd (Selecta Medifriger-BL, Espafia) 10 minutos a 8000
rpm a 20°C. El sobrenadante obtenido se filtré (filtros de nylon 0,45 um) en viales opacos y se
utilizé para determinar el contenido en vitamina Cy la actividad antioxidante.

3.2.4 Obtencidon de extractos secos.

Los extractos de compuestos bioactivos disueltos en su correspondiente disolvente de
extraccién se secaron para obtener los extractos secos ricos en compuestos fendlicos, ricos en
carotenoides y en vitamina C de cada una de las muestras (M, ML y MLG). Para ello, una parte
de los extractos liquidos obtenidos segun los apartados 3.2.1, 3.2.2 y 3.2.3 fueron destinados a
analisis, y a otra parte se les elimind el disolvente con el objetivo de obtener los extractos
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fendlicos, de carotenoides y vitamina C secos de cada una de las muestras. Para ello, en el caso
de los extractos fendlicos, el sobrenadante obtenido se secé en rotavapor durante 20 minutos
a temperatura de 50°C para eliminar el metanol. Posteriormente, el extracto acuoso obtenido
se congeld (48h a -40°C) vy se liofilizé (48h en las mismas condiciones descritas que en 3.1). De
la misma manera en el extracto lipofilico se elimind el disolvente empleando el rotavapor (20
minutos a temperatura de 50°C). En el caso del extracto de la vitamina C, éste se congelé (48h
a -40°C) y se liofilizé (48h) igual que para el extracto fendlico y en las mismas condiciones
descritas que en el apartado 3.1. Para el andlisis de los extractos secos, estos fueron
reconstituidos previamente con el disolvente empleado en su extraccion. Los extractos secos
se denominaran como “Extracto seco de...” segin el compuesto del que se trate.

3.3 ANALISIS.
3.3.1 Determinacion de la humedad.

A las muestras M, ML y MLG se les determind el contenido en humedad, para lo cual
se siguié el método 20.013 AOAC (1990) para alimentos ricos en azucares. Esta determinacion
se basa en la pérdida de peso de la muestra bajo condiciones especificas de temperatura y
presion (60°C + 5°C, a una presion inferior a 100 mm Hg) hasta alcanzar peso constante. Los
resultados se expresaron en g agua por 100 g de muestra.

3.3.2 Determinacion de compuestos bioactivos.

Para cada muestra M, ML y MLG, en cada tipo de extracto (metanol/agua,
hexano/acetona/etanol y acido oxalico) y tanto en disolucién como secos, se determind, por
triplicado, un tipo de compuesto bioactivo. En el extracto hidrofilico de metanol/agua se
determind el contenido de fenoles, en el extracto hidrofilico de acido oxalico, el contenido de
vitamina C, y en los extractos liposolubles se determind el contenido de carotenoides. Se
calculd la media y la desviacidn estdndar. En vista de estandarizar los resultados y poder
compararlos, todos los resultados se expresaron referidos a 100 g de sélidos de fruta.

3.3.2.1 Fenoles totales.

La determinacidn de los fenoles totales presentes en las muestras se llevd a cabo a
través del ensayo Folin-Ciocalteu, siguiendo los estudios de Benzie y Strain (1999) y Selvendran
y Ryden (1990). El método de Folin-Ciocalteu se basa en la capacidad de los fenoles para
reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato vy
tungstato sédico, los cuales reaccionan con cualquier tipo de fenol, formando complejos
fosfomolibdico-fosfotlngsticos. A pH basico los complejos formados se reducen dando como
resultado un color azul intenso capaz de ser medido por espectrofotometria.

Para su determinacion, se afiadieron 0,25 mL de extracto hidrofilico junto con 15 mL de agua
bidestilada. Después se le afadieron 1,25 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu, mezclandose y
reposando durante ocho minutos en oscuridad. Transcurridos los ocho minutos, se aifiadieron
3,75 mL de carbonato de sodio al 7,5% (p/v) y se enrasaron con agua bidestilada a 25 mL. Se
mantuvieron en oscuridad durante dos horas y se procedié a medir la absorbancia a 765 nm en
un espectrofotometro UV-visible (Thermo Electron Corporation USA). Los resultados se
expresaron como mg de acido gélico (AG) por 100 g de sélidos de mora.



3.3.2.2 Carotenoides totales.

La determinacién del contenido de carotenoides se realizd basandose en los estudios
de Olives et al. (2006), Shim y Kim (2002) y Wang et al. (2007). Se le afadié 1,5 mL de agua
bidestilada al sobrenadante del extracto liposuble (a razén de 15 mL de agua por 100 mL de
disolvente), agitdndose manualmente durante 2 minutos. Cuando se separaron las fases, se
extrajeron 600 UL de la parte superior, llevandose ésta a sequedad con nitrégeno. El producto
resultante fue reconstituido con una disolucidn de tetrahidrofurano:acetonitrilo:metanol
(15:30:55, v/v/v). Se midio la absorbancia a 446 nm en un espectrofotometro UV-visible
(Thermo Electron Corporation, USA). Los resultados se expresaron como mg de B-caroteno por
100 g de soélidos de mora.

3.3.2.3 Vitamina C.

La determinacion del contenido de acido ascérbico o vitamina C se realizé siguiendo la
metodologia descrita por AOAC (1980) para frutas y vegetales, Pearson (1998) y Mattissek et
al., (1998). Consiste en un analisis volumétrico en el que se emplea acido metafosférico para
inactivar la enzima ascorbato oxidasa. El acido ascérbico se determina por su accién reductora
sobre el colorante azul 2,6 diclorofenol-indofenol. El método basicamente consiste en tomar
0,5 mL de extracto, adicionar 5 mL de disolucién acuosa de acido metafosfdrico al 25% vy
enrasar a 25 mL con agua destilada y hervida. Tras agitar y filtrar, se valoran 10 mL del filtrado
con el indicador hasta alcanzar rosa persistente durante 30 segundos. El resultado se expresd
en mg de acido ascérbico por 100 g de sélidos de mora.

3.3.3 Determinacion de la actividad antioxidante.

La actividad antioxidante de los extractos liquidos y secos obtenidos fue determinada
por tres métodos: DPPH, FRAP y ABTS. Los experimentos fueron realizados como minimo por
triplicado.

3.3.3.1 Método DPPH.

El método DPPH se basa en la reduccién del radical DPPH (1,1-difenil-2-pricrilhidrazil) a
DPPH-H. El radical DPPH es estable y presenta una intensa coloracion violeta. Ademas,
presenta absorbancia a 517 nm, por lo que su concentracién puede determinarse con métodos
espectrofotométricos.

Se siguid la metodologia descrita por (Puupponen-Pimid et al., 2003). En una cubeta se
colocaron 3 mL de reactivo DPPH y se le adicionaron 30 pL de extracto. Se midid la absorbancia
a tiempo cero y a los 2,5 minutos, cuando la reaccién se estabilizé (Espectrofotémetro UV-
visible Thermo Electron Corporation, USA). Para calcular el porcentaje de DPPH se utilizé la
siguiente ecuacion:

(Abs control—Abs muestra)

%DPPH = x 100 (1)

Abs control

Siendo:
Abs control: absorbancia a tiempo cero minutos.

Abs muestra: absorbancia a tiempo 2,5 minutos.



Para determinar cuantitativamente el grado de inhibicién del DPPH se realizd una recta de
calibrado con Trolox, expresandose el resultado en milimoles equivalentes de Trolox por 100 g
de sélidos de mora.

3.3.3.2 Método FRAP.

El método FRAP se basa en la reduccién del Fe** presente en el compuesto TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazina) a Fe®'. La actividad antioxidante presente en la muestra puede
relacionarse con la cantidad de Fe*" que ha sido reducido. El complejo reducido posee una
coloracidn azul intensa que presenta su maxima absorciéon a 593 nm.

Se siguié la metodologia descrita por Benzie y Stain (1996), Pulido et al. (2000) y Thaipong et
al. (2006). En una cubeta de 2,5 mL se mezclaron 900 puL de reactivo FRAP con 30 pL de agua
bidestilada y 30 uL de extracto o de blanco (disolvente de extraccién). La absorbancia se midio
a 593 nm (Espectrofotémetro UV-visible Thermo Electron Corporation, USA) tras mantener la
mezcla 30 minutos incubada a 37°C. El resultado final estard expresado en milimoles
equivalentes de Trolox por 100 g de sélidos de mora.

3.3.3.3 Método ABTS.

Para la realizacidn del método se siguié la metodologia descrita por Re at al. (1999),
Arnao et al. (2001) y Thaipong et al. (2006). Se prepard una disolucion de ABTS 7 mM vy
persulfato de potasio 2,45 mM (1:0,5, v/v), el cual se mantuvo en refrigeraciéon y oscuridad
durante 12-16 horas, el tiempo necesario para la formacién del radical catiénico ABTS:+. El
radical formado es reducido por las sustancias antioxidantes de la muestra y esta reduccion
puede ser medida por métodos espectrofotométricos. Antes de iniciar la lectura de la
absorbancia, se realizd una dilucion de la solucion en etanol hasta obtener un valor de
absorbancia de 0,7 nm. En una cubeta se adicionaron 1 mL de reactivo y 10 uL de extracto,
leyéndose la absorbancia a 734 nm (Espectrofotometro UV-visible Thermo Electron
Corporation, USA) a tiempo cero y a tiempo 1 minuto. El resultado final estara expresado en
milimoles equivalentes de Trolox por 100 g de sélidos de mora.

3.4 EFICACIA ENCAPSULANTE.

La Eficacia encapsulante indica la capacidad que tiene el agente encapsulante, en este
caso goma arabiga, para encapsular las moléculas de compuestos bioactivos. Segun distintos
autores que emplean la técnica de liofilizacidon junto la adicién de un soluto encapsulante
(goma arabiga, maltodextrina) para encapsular los compuestos bioactivos sensibles y los
aromas, y mejorar la estabilidad de los productos en polvo obtenidos (Dib Taxi et al.,2003;
Righetto y Netto, 2005 y Murali et al., 2014) la Eficacia encapsulante puede calcularse
basandose en la cantidad de bioactivo inicial en la fruta antes y después de la encapsulacion,
segln método sugerido por Risch y Reineccius (1988) (ecuacién 2):

Compuesto bioactivo en la mora (mg/100g sm)

100 (2

Compuesto bioactivo en el extracto encapsulado (mg/100g sm)

Donde los compuestos se miden en mg del mismo por 100 g de sdélidos de mora y el resultado
se expresa en %.



3.5 ANALISIS ESTADISTICO.

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

4. RESULTADOS.

4.1 EVALUACION DEL EFECTO DE LA LIOFILIZACION Y DE LA ADICION DE GOMA
ARABIGA.

En el presente apartado se analizara el efecto que produce el proceso de la liofilizacion
y la adiciéon de goma ardbiga en el contenido de humedad, compuestos bioactivos mayoritarios
y actividad antioxidante (AAQO) de la mora.

4.1.1 Efecto en el contenido de humedad.

En la siguiente tabla (Tabla 2) se muestran la media y la desviacion estandar, la cual se
encuentra entre paréntesis, de los valores de humedad obtenidos (x,) en las diferentes
muestras analizadas.

Tabla 2. Valores medios de contenido de agua (x,,) y su correspondiente desviacion estandar (entre
paréntesis), expresados en g de agua por 100 g de muestra.

Muestra Xw
Mora (M) 81,65 (0,45)
Mora liofilizada (ML) 1,53 (0,14)°
Mora liofilizada con goma ardbiga (MLG) 1,12 (0,18) ®

a-b: Valores con distinta letra en superindice presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) entre las muestras liofilizadas.

El contenido medio de agua en la muestra de mora (M) fue de 81,65 g por 100 g de producto,
valor muy parecido al descrito en otros estudios de esta fruta (Dimitrova et al., 2015; Imran et
al., 2010). Otros estudios de caracterizacion de distintos genotipos de Morus Nigra (Ercisli y
Orhan, 2007) y Morus Alba (Butt et al., 2008) mostraron valores de humedad menores. Los
cambios en la composicion fisicoquimica de la fruta pueden deberse a multiples factores como
la diferente variedad, la distinta madurez, la diferente zona geografica de procedencia 6 el
clima (Ercisliy Orhan, 2007; Dimitrova et al., 2015).

Tras la liofilizacién se consiguié un producto en polvo con unos valores de humedad del orden
de los sugeridos por otros autores para alimentos liofilizados (Fellows, 2000). Asi, los
contenidos medios de agua fueron 1,53 g por 100 g de producto y de 1,12 g por 100 g de
producto para ML y MLG, respectivamente. Se observaron diferencias significativas (p<0,05)
entre el contenido de humedad en la mora liofilizada con goma arabiga (MLG) y la mora
liofilizada sin este soluto (ML). Segin un estudio de Mosquera (2010), la adiciéon de
polisacaridos de alto peso molecular como la goma arabiga favorece la eliminacion del agua en
el posterior proceso de liofilizacidn, lo que podria estar relacionado con un aumento del agua

10




congelable de la muestra. Ademas, la adicién de solutos provoca una disminucién de las
propiedades higroscépicas de la muestra, dando mayor estabilidad a los productos en polvo
obtenidos y disminuyendo los fendmenos de pegajosidad y apelmazamiento tipicos de este
tipo de productos de fruta deshidratados (Roos, 1995).

4.1.2 Efecto en el contenido de compuestos bioactivos.
4.1.2.1 Evaluacion del contenido en compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos presentan en los vegetales, y particularmente en las frutas,
ciertas propiedades quimicas que participan en el sabor, color y en sus efectos positivos en la
salud humana (Gundogdu et al., 2011), como ya se ha comentado en detalle en el aparado de
Introduccidn. En la siguiente tabla (Tabla 3) se describen la media y la desviacion estandar, la
cual se encuentra entre paréntesis, del contenido de compuestos fendlicos totales de las
diferentes muestras de mora analizadas.

Tabla 3. Valores medios del contenido de compuestos fendlicos y su correspondiente desviacion
estandar (entre paréntesis), expresados en mg de acido galico por 100 g de sélidos de mora.

Muestra Fenoles (mg ac. galico/100 g sélidos de mora)
Mora (M) 1792,10 (56,59) °
Mora liofilizada (ML) 2258,31 (25,95) b
Mora liofilizada con goma arabiga (MLG) 2377,46 (23,21) €

a-b-c: Valores con distinta letra en superindice presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

El contenido medio de compuestos fenélicos en la mora fresca (M) fue de 1792,1 mg de acido
galico por 100 g de sélidos de mora. Dada la importancia de este grupo de fitoquimicos y su
abundancia en esta fruta, numerosos estudios han medido el contenido total de compuestos
fendlicos en Morus alba y en especies semejantes (Morus nigra y Morus rubra), tanto en las
hojas como en los frutos (Ercisli y Orhan, 2007; Gundogdu et al., 2011; Igbal et al., 2012). Estos
estudios muestran notables diferencias en cuanto a la cantidad de compuestos fendlicos
presentes en esta fruta, siendo inferiores en distintos casos al resultado obtenido en el
presente estudio (Ercisli y Orhan, 2007; Dimitrova et al., 2015) o superiores (Imran et al., 2010;
Sanchez-Salcedo et al., 2015a). La variabilidad del contenido de compuestos fendlicos en los
frutos depende de muchos factores, como el grado de maduracién durante la cosecha,
diferencias entre variedades, practicas culturales o factores medioambientales (temperatura,
humedad, luz, etc.) durante el desarrollo del fruto (Zadernowski et al., 2005; Gundogdu et al.,
2011). En cuanto a los compuestos fendlicos especificos, también varian segun la especie de
Morus spp. Asi en la mora negra (Morus nigra) destaca el acido clorogénico, y en la mora
blanca (Morus alba) y roja (Morus rubra) la rutina (Gundogdu et al,, 2011). Otros estudios
especificos de frutas del grupo de las bayas reportaron que sobre todo son el genotipo (Scalzo
et al., 2005), la localizacién del cultivo y la técnica de cultivo (Hakkinen y Torronen, 2000) los
factores que mas afectan al contenido en fenoles totales de la mora. Ademas, el diferente
disolvente empleado y la técnica de extraccion de los compuestos fendlicos utilizada también
afecta a la variabilidad de los resultados presentados en diferentes estudios (Garau et al.,
2007).

El andlisis estadistico ANOVA entre los tres tipos de muestra (M, ML y MLG) mostrd que existe
una diferencia significativa (p<0,05) en el contenido de este compuesto entre las muestras
(Tabla 3). El contenido medio de compuestos fendlicos en la mora liofilizada (ML: 2258,31 mg
de acido gdlico por 100 g de sdlidos de mora y MLG: 2377,46 mg de acido galico por 100 g de
solidos de mora) fue significativamente (p<0,05) mayor que en la fruta control (M),
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concretamente se observé una ganancia en fenoles del 22% y del 28%, en ML y MLG,
respectivamente, respecto a M. El aumento en compuestos fendlicos debido al proceso de
liofilizacion ha sido observado en otros estudios. La liofilizacidn, técnica de deshidratacidn que,
como ya se ha comentado, requiere la congelacidn previa de las muestras y emplea cambios
de presion para eliminar el agua libre de las muestras (Oetjen y Haseley, 2004), provoca
ruptura en las estructuras celulares que pueden facilitar la entrada del disolvente, lo cual
permite una mayor extraccidon de compuestos fendlicos.

Por otra parte, también se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre el contenido de
fenoles totales de la mora liofilizada (ML) y de la mora liofilizada con goma arabiga (MLG). Esta
diferencia puede deberse al efecto protector de la goma ardbiga afiadida a la matriz de la
fruta, dado que éste y otros polisacaridos actian como encapsulantes de los compuestos
fendlicos. La proteccién de los compuestos fendlicos por la adicién de goma arabiga permitié
una mejora del rendimiento de dichos compuestos en estudios con muestras liofilizadas de
otras frutas (Yousefi et al., 2011).

4.1.2.2 Evaluacion del contenido en carotenoides.

En general, las frutas de la familia de las bayas presentan pequefias cantidades de
carotenoides (Marinova et al., 2007). Aunque la mora no pueda considerarse una fuente
dietética rica de estos compuestos, contiene O-caroteno, B-caroteno y el complejo luteina -
zeaxantina (Heinonen et al., 1989). En la siguiente tabla (Tabla 4) se describen la media y la
desviacidon estandar, la cual se encuentra entre paréntesis, del contenido de carotenoides
totales en las diferentes muestras analizadas.

Tabla 4. Valores medios del contenido de carotenoides y su correspondiente desviacion estandar
(entre paréntesis), expresados en mg B-Caroteno por 100 g de sélidos de mora.

Muestra Carotenoides
(mg B-Caroteno/100 g sélidos de mora)
Mora (M) 13,39 (0,01) ®
Mora liofilizada (ML) 16,2 (0,9) °
Mora liofilizada con goma arabiga (MLG) 17,2 (0,9) b

a-b: Valores con distinta letra en superindice presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

El contenido medio de carotenoides en la mora (M) fue de 13,39 mg de B-Caroteno por 100 g
de soélidos de mora. En este caso también se observd un aumento significativo (p<0,05) en
estos compuestos causado por la liofilizacién. Se obtuvieron valores de 16,25y 17,19 mg de B-
Caroteno por 100 g de sélidos de mora en ML y MLG, respectivamente. En algunos vegetales,
los carotenoides se encuentran dentro de ciertos organulos celulares, y en algunos frutos
pueden encontrarse agrupados en formas cristalinas dentro de membranas proteicas (Canene-
Adams y Erdman, 2009). Como ya se ha comentado, la liofilizacion alteraria las estructuras
celulares provocando la liberacion de los carotenoides, los cuales podrian solubilizarse mas
facilmente en el disolvente de extraccion y aumentar el contenido de carotenoides
disponibles.

Respecto a la adicién de goma ardbiga, el analisis estadistico no ha detectado diferencias
significativas (p>0,05) en cuanto a su adicién o no a la muestra, pudiendo denotar que la goma
arabiga no interacciona suficientemente con los carotenoides, no ejerciendo su efecto
encapsulante y protector.

12



4.1.2.3 Evaluacion del contenido de vitamina C.

En la siguiente tabla (Tabla 5) se describen la media y la desviacion estandar, la cual se
encuentra entre paréntesis, del contenido en vitamina C en las diferentes muestras analizadas.

Tabla 5. Valores medios del contenido de vitamina C y su correspondiente desviacion estandar (entre
paréntesis), expresados en mg de acido ascérbico por 100 g de sélidos de mora.

Muestra Vitamina C
(mg ac. ascorbico/100 g sélidos de mora)
Mora (M) 37,18 (0,43) "
Mora liofilizada (ML) 32,36 (0,63) ®
Mora liofilizada con goma (MLG) 33,36 (0,81) ®

a-b: Valores con distinta letra en superindice presentan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05).

El contenido medio de acido ascérbico o vitamina C en la mora (M) fue de 37,18 mg de acido
ascorbico por 100 g de sdlidos de mora. En comparacion con otros estudios (Imran et al., 2010;
Ercisli y Orhan, 2007, Butt et al., 2008 y Gundogdu et al., 2011), el contenido medio de acido
ascorbico de la muestra control (M) fue inferior, lo cual puede deberse al tiempo que ha
estado la muestra en congelacién (Poiana et al., 2010) o a la diferente especie de mora
estudiada. Es remarcable que las especies de mora de color claro tienen mayor contenido en
vitamina C que las oscuras (Gundogdu et al., 2011) como es el caso de este estudio. Al igual
que ocurre con los compuestos fendlicos, el contenido en vitamina C de la mora va a depender
de numerosos factores, ademas de la especie y variedad, del clima, del estado de maduracion,
de las condiciones de cultivo, como el suelo o la localizacién geografica, de las condiciones de
almacenamiento, etc. (Szajdek y Borowska, 2008). Segun Poiana et al., (2010), las pérdidas de
acido ascérbico durante la congelacidn de distintos tipos de bayas fueron cercanas al 20% en
seis meses y hasta el 40% en diez meses. Ademas, se sugiere que estas pérdidas son debidas a
la actividad enzimatica del agua no congelada de las muestras, la cual puede representar un
11% del agua total a una temperatura de -18°C. La liofilizacién disminuyé significativamente
(p<0,05) el contenido en vitamina C, obteniéndose valores de 32,36 y 33,36 mg de acido
ascorbico por 100 g sélidos de mora para las muestras liofilizadas ML y MLG, respectivamente.
El acido ascérbico es una vitamina hidrosoluble que se oxida en poco tiempo y es muy
termolabil, lo que produce que su contenido disminuya rapidamente (Klimczak et al., 2007).
Ademas también puede contribuir el efecto degradativo del oxigeno, dada su mayor
accesibilidad en la estructura porosa que se forma como consecuencia de la liofilizacidn.
Algunos estudios muestran que la degradacion de la vitamina C en productos vegetales
liofilizados durante el almacenamiento es mas lenta que en los productos en fresco (Shafiur et
al., 2015). Por lo que en este sentido, aunque la liofilizacidon provoca pérdidas iniciales en el
contenido de vitamina C, mejoraria posteriormente su estabilidad en los productos en polvo
durante mayor tiempo. Por otro lado, no parece que la adicién de goma ardbiga, en la
concentracion empleada en este estudio, esté ejerciendo de manera significativa un papel
protector sobre la vitamina C.

4.1.3 Evaluacion de la actividad antioxidante.

En las Figuras 2 a 4 se presentan los valores medios, con sus desviaciones estandar, de
la actividad antioxidante analizada, por los tres métodos empleados, en los extractos en
disolucién de fenoles totales, carotenoides totales y vitamina C, respectivamente, de las
muestras de mora. Cada figura muestra los resultados de actividad antioxidante agrupados
para un mismo método (DPPH, FRAP y ABTS) para las muestras analizadas. Puesto que cada
método esta basado en un fundamento distinto, no pueden compararse resultados entre
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diferentes métodos (Pérez-Jiménez et al., 2008). El objetivo de las figuras es mostrar las
diferencias ocasionadas por la liofilizacidn y la adicion de goma arabiga, para cada método de
analisis y en cada extracto concreto.

4.1.3.1 Actividad antioxidante del extracto fendlico.

En la siguiente figura se muestran los resultados de actividad antioxidante en el
extracto fendlico para las muestras: mora (M), mora liofilizada (ML) y mora liofilizada con
goma arabiga (MLG).
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Figura 2. Actividad antioxidante de cada muestra segun el método empleado (DPPH, FRAP, ABTS) en
el extracto fendlico de las muestras de mora, en mMol de Trolox por 100 g de sélidos de fruta. a-b-c:
Columnas con distinta letra dentro de un mismo método presentan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05).

En la figura superior (Figura 2) se aprecian dos aspectos: primero, en todos los métodos de
determinacidn de actividad antioxidante utilizados, la mora liofilizada (ML) siempre presento
valores significativamente (p<0,05) menores que la mora (M) y la muestra liofilizada con goma
arabiga (MLG). La liofilizacidn ocasiond pérdidas en la AAO de la muestra ML del orden del 10
% para DPPH, 29 % para FRAP y 14 % para ABTS; en segundo lugar, salvo en el método de
FRAP, no se produjeron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05) entre muestras de
mora y mora liofilizada con goma (M y MLG). De cualquier manera, en este caso se observaron
pérdidas en la AAO del 20 % en MLG, inferiores a las observadas para ML, lo cual evidencio el
papel protector de este soluto sobre los compuestos bioactivos, proporcionando en general
una mayor estabilidad de estos componentes durante la liofilizacidn. Otros trabajos han
llegado a conclusiones parecidas utilizando solutos de alto peso molecular similares, como la
maltodextrina (Laine et al., 2008).

Por otra parte, estudios de Montenegro et al., (2012) han puesto de manifiesto que la goma
arabiga es capaz de aportar actividad antioxidante, mejorando la AAO del producto final.

La evolucién de la AAO con el tratamiento de liofilizacidon no siguié la misma tendencia que la
observada para los compuestos fendlicos. El diferente comportamiento, entre los fenoles
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totales y la actividad antioxidante del extracto fendlico, puede ser debido a que en la
extraccion con la disolucidn metanol:agua se podrian haber extraido otros compuestos
hidrosolubles, como por ejemplo la vitamina C que, como ya se ha visto, se pierde durante el
proceso de liofilizacién, contribuyendo a la disminucién observada de la actividad antioxidante
debido a este proceso (Huang et al., 2005; Castafieda et al., 2010).

4.1.3.2 Actividad antioxidante del extracto lipofilico.

En la siguiente figura se muestran los resultados de actividad antioxidante en el
extracto lipofilico donde se cuantificaron los carotenoides totales de las muestras: mora (M),
mora liofilizada (ML) y mora liofilizada con goma arabiga (MLG).
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Figura 3. Actividad antioxidante de cada muestra segtin el método empleado en el extracto lipofilico,
en mMol de Trolox por 100 g de sélidos de fruta. a-b-c: Columnas con distinta letra dentro de un
mismo método presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

En general, los valores de actividad antioxidante del extracto lipofilico fueron inferiores a los
obtenidos en el extracto fendlico, tal y como han observado otros autores (Pérez-Jiménez et
al., 2008). Esto parece ldgico, porque también el contenido en fenoles en la mora fue mucho
mayor que el contenido en carotenoides. En el extracto lipofilico se reprodujeron a grandes
rasgos las mismas tendencias descritas en el extracto fendlico, es decir, la mora liofilizada (ML)
presentd menor (p<0,05) actividad antioxidante que la mora (M), con pérdidas del 29 % para
DPPH, 51 % para FRAP y 12 % para ABTS, y la adicién de goma arabiga (MLG) mejord la
capacidad antioxidante respecto a ML.

En este caso, la evolucion de la AAO con el tratamiento de liofilizacion no siguidé la misma
tendencia que la observada para los carotenoides. Con la extraccién realizada de compuestos
lipofilicos con hexano:acetona:etanol, han podido extraerse otros fitonutrientes lipofilicos
presentes en la mora como la vitamina E, no analizadas en este estudio, sensibles al procesado
y que pueden estar siendo contabilizadas al evaluar la capacidad antioxidante de este extracto
(Muller et al., 2011). Estudios de Singhal et al. (2010) mostraron que la mora fresca tenia un
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contenido en vitamina E de 0,87 mg a tocoferol por 100 g de base seca, mientras que tras ser
liofilizada se obtuvo un valor de 0,32 mg a tocoferol por 100 g de base seca.

4.1.3.3 Actividad antioxidante del extracto de vitamina C.

En la siguiente figura se muestran los resultados de actividad antioxidante en el
extracto donde se cuantificd la vitamina C, empleando acido oxalico como disolvente en las
muestras: mora (M), mora liofilizada (ML) y mora liofilizada con goma arabiga (MLG).
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Figura 4. Actividad antioxidante de cada muestra segtn el método empleado en el extracto con acido
oxalico, en mMol de Trolox por 100 g de sdlidos de fruta. a-b-c: Columnas con distinta letra dentro de
un mismo método presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Para el extracto de vitamina C se observd la misma tendencia observada en la actividad
antioxidante evaluada en los extractos fendlico y lipofilico, respecto al efecto ocasionado por
el proceso de liofilizacién y por la adicion de goma arabiga. Ademas es congruente con el
comportamiento descrito para la vitamina C (Figura 4). Las pérdidas de AAO de la mora
liofilizada (ML) respecto a la mora fresca (M) fueron del 44 % en DPPH y del 40 % en ABTS. En
la mora liofilizada con goma ardbiga (MLG) también se produjeron pérdidas, aunque menores
que en la mora liofilizada sin goma (ML), del 25 % en DPPH y del 35 % en ABTS. Sin embargo,
el método FRAP parece menos sensible puesto que no encontré diferencias significativas
(p>0,05) entre la AAO de las tres muestras (Figura 4). Tampoco el método ABTS encuentra
diferencias entre la mora liofilizada (ML) y la mora liofilizada con goma (MLG).
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4.2 EFECTO DEL DISOLVENTE EMPLEADO EN LA EXTRACCION EN LA ACTIVIDAD
ANTIOXIDANTE.

En este punto se analizaran los efectos del disolvente empleado en la extraccién en la
AAO de los extractos en disolucion obtenidos. En la siguiente tabla (Tabla 6) se resumen los
disolventes empleados en cada extracto analizado, tal y como se describié en el apartado de
Material y Métodos:

Tabla 6. Disolventes utilizados en cada extraccion y nomenclatura de los extractos.

Extracto de: Disolventes
Compuestos fendlicos (EF) Metanol: Agua (70:30, v/v)
Carotenoides (EC) Hexano: Acetona: Etanol (50:25:25, v/v/v)
Vitamina C (EO) Acido oxalico (0,1 %)

En la siguiente figura (Figura 5) se muestra una comparacién entre los distintos extractos (EF,
EC y EO) por muestra (M, ML y MLG) y método empleado para el analisis de la AAO (DPPH,
FRAP y ABTS). El objetivo de la figura es visualizar mejor la aportacién de cada extracto en la
actividad antioxidante total. Cada barra representa el total de la actividad antioxidante (AAQ)
para cada muestra y analisis. En total, la suma de las actividades antioxidantes de los tres
extractos para una misma muestra y analisis representa el 100% de cada barra. La aportacién
de actividad antioxidante de cada extracto esta coloreada y permite su comparacién con el
resto de extractos de la misma barra. No se pueden comparar resultados obtenidos por
distintos métodos porque su fundamento es distinto (Pérez-Jiménez et al., 2008).

Efecto del disolvente en la AAO
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Figura 5. Efecto del disolvente utilizado en la actividad antioxidante (AAO) en %.

Observando la figura se puede decir que, en general, el extracto hidrofilico de compuestos
fendlicos (EF) fue el que mas aportd a la actividad antioxidante total. El extracto que menos
contribuyd a la actividad antioxidante fue el lipofilico (EC). Por andlisis, el extracto hidrofilico
EF aporté aproximadamente el 80% de AAO en ABTS y en DPPH el 60%, para todas las
muestras. Sin embargo, cuando la AAO es evaluada mediante el método FRAP, el extracto de
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vitamina C (EO) fue el que mas contribuyd a la AAO total, aportando casi un 60% del potencial
antioxidante de las muestras. Segin un estudio (Arabshahi-Delouee & Urooj, 2007)
comparativo entre la utilizacion de metanol, acetona o agua como disolventes en la extraccion
de compuestos biactivos de mora, se obtuvo que el metanol fue el disolvente que mejores
resultados de actividad antioxidante dio de los tres disolventes empleados. El metanol es muy
utilizado en las extracciones de compuestos polifendlicos de mora (Morus alba) y especies
semejantes (Imran et al., 2010; Igbal et al., 2012; Sanchez-Salcedo et al., 2015a; Sanchez-
Salcedo et al., 2015b).

4.3 CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS SECOS. EVALUACION DE LOS
COMPUESTOS BIOACTIVOS Y DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE.

Como ya se ha descrito en el apartado de Material y Métodos, la obtencién de los
extractos secos supuso la deshidratacion de los extractos en disolucion. Para conocer si la
deshidratacién de los extractos ha influido en el contenido de compuestos bioactivos y en la
actividad antioxidante de los mismos, se analizaron los mismos parametros que en los
extractos en disolucion (Apartado 3.3). Los resultados obtenidos se pueden observar en las
tablas 7 y 8. Tras obtener los resultados, se realizé un analisis estadistico ANOVA para conocer
si existen diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre los resultados de los
extractos secos y los correspondientes de los extractos en disolucién. Aquellos resultados que
presentan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) se ha marcado con un asterisco
(*) en las Tablas 7 y 8. La tabla 7 muestra los resultados del contenido de compuestos
bioactivos (fenoles, carotenoides y vitamina C) de los extractos secos. Por otro lado, la tabla 8
muestra los resultados de actividad antioxidante, medida por los métodos DPPH, FRAP y ABTS,
de los extractos secos para cada tipo de extraccion realizada.

Tabla 7. Valores medios del contenido de compuestos bioactivos de los extractos secos y su
correspondiente desviacion estandar (entre paréntesis).

Compuestos bioactivos determinados
Extracto seco de: ) ) —— @
Fenoles Carotenoides Vitamina C
Mora (M) 1769 (3) 12,53 (0,12)* 33,8 (0,3)*
Mora liofilizada (ML) 2155 (12)* 15,3 (0,2) 30,1 (0,7)*
Mora liof. con goma (MLG) 2330,9 (1,5) 16,72 (0,08) 32,3(0,3)

(1) Contenido de fenoles, expresados en mg de acido galico por 100 g de sdlidos de mora.
(2) Contenido de carotenoides, expresados en mg B-Caroteno por 100 g de sélidos de mora.
(3) Contenido de vitamina C, expresada en mg de acido ascérbico por 100 g de sdlidos de mora.

* Cada asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el resultado del
extracto seco y el correspondiente resultado obtenido para las muestras iniciales (extracto en
disolucion).

La deshidratacion de los extractos afectd significativamente (p<0,05) disminuyendo el
contenido de compuestos fendlicos de ML un 4% y el contenido de vitamina C de las muestras
M y ML, con pérdidas del 9 y 6 %, respectivamente. Este descenso podria deberse a la
naturaleza labil esta vitamina (Klimczak et al., 2007), viéndose afectada por la congelacion del
extracto en disolucién y la posterior liofilizacién para obtener el extracto seco. La presencia de
goma arabiga parece mantener mejor el contenido de &acido ascorbico, impidiendo su
degradacion. El contenido de carotenoides no ha variado significativamente salvo en el
extracto seco de M. Se registraron pérdidas del 6, 5y 3 % para las muestras de mora fresca
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(M), mora liofilizada (ML) y mora liofilizada con goma (MLG) respectivamente. En conjunto, la
mora liofilizada con goma (MLG) fue la que menos pérdidas sufrid en su composicion de
compuestos bioactivos, evidenciando su caracter encapsulante. Algunos estudios muestran
que la adicién de goma arabiga en productos secos mantiene en mayor o menor medida sus
propiedades fisicoquimicas y funcionales (Omer-Abdelgader & Awad-Ismail, 2011; Idris et al.,
2013).

Otros estudios (Ahmad-Qasem, 2015) mostraron que la deshidratacidn de extractos de hojas
de olivo ricos en compuestos fendlicos, a 120°C y a 55°C con vacio, causaron un efecto
significativo (p<0,05) en su potencial antioxidante, reduciendo tanto su actividad antioxidante
como el contenido en fenoles alrededor de un 10 %, independientemente del método de
secado empleado. Esta reduccién también ha sido descrita por otros autores cuando distintos
extractos naturales se han secado por diferentes métodos. Asi, Fang y Bhandari (2011)
observaron que el secado por aspersion de zumo de bayas redujo la actividad antioxidante y el
contenido de fenoles en un 6 y 4 %, respectivamente, del extracto inicial. Benelli et al., (2013)
secaron extractos de plantas aromaticas mediante secado con aire caliente, reduciendo el
contenido fendlico del extracto inicial un 8,5 %.

Tabla 8. Valores medios de la actividad antioxidante de los extractos secos y su correspondiente
desviacion estandar (entre paréntesis).

Extracto seco de:
Extracto: | Método ¥ Mora (M) Mora liofilizada Mora liofilizada con goma
(ML) arabiga (MLG)
DPPH 6,59 (0,01)* 5,91 (0,01)* 7,2 (0,01)
Hidrofilico-
fendlico FRAP 9,7 (0,03)* 6,84 (0,01)* 8,22 (0,02)*
ABTS 16,81 (0,01)* 14,69 (0,01)* 18,31 (0,03)*
DPPH 0,64 (0,03) 0,46 (0,01) 0,58 (0,02)
Lipofilico FRAP 0,43 (0,003) 0,21 (0,003)* 0,25 (0,01)
ABTS 0,23 (0,001)* 0,2 (0,001) 0,29 (0,004)
DPPH 4,36 (0,01)* 2,45 (0,003)* 3,39 (0,01)*
Hidrofilico-
. . FRAP 11,01 (0,001)* 11,63 (0,001)* 12,41 (0,002)*
vitamina C
ABTS 5,11 (0,08)* 3,03 (0,03)* 3,53 (0,02)

(1) Los resultados de AAO se expresaron en mMol de Trolox por 100 g de sélidos de fruta.

* Cada asterisco indica diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) entre el resultado del
extracto seco y el correspondiente resultado obtenido para las muestras iniciales (extracto en
disolucion).

En las muestras M y ML se observé una ligera disminucion (p<0,05) en la AAO de ambos
extractos hidrofilicos (fendlico y de vitamina C) secos del orden del 7 % en el extracto fendlico
y del 10% para el extracto de vitamina C respecto a la AAO de los respectivos extractos en
disolucién. En el extracto de vitamina C también se produjeron pérdidas significativas (p<0,05)
en el extracto con goma ardbiga del orden del 6 % para DPPH y 8 % para FRAP. En este caso, no
se observé un efecto protector de la goma arabiga sobre la AAO de los extractos. En general, la
AAO del extracto lipofilico seco se mantuvo mas estable, no mostrando diferencias con el
extracto en disolucién. La presencia de goma ardbiga en este caso si ejercidé un efecto
encapsulante, tal y como atestiguan otros estudios (Laine et al., 2008).

Para evaluar la cantidad de bioactivos que contiene el extracto y poder comparar con el aporte
ingerido al tomar la misma cantidad de fruta fresca, los resultados se expresaron también por
g de extracto. Se obtuvo que por g de extracto de mora (M) se estarian tomando 47,37 mg de
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acido galico (AG), 39,17 mg de AG en mora liofilizada (ML) y 44,45 mg de AG en mora liofilizada
con goma (MLG), lo cual supondria tomar 14, 12 y 13 veces mas, respectivamente, que tomar
1 g de fruta. Respecto a los carotenoides: en M se estarian tomando 0,33 mg de B-carotenos,
en ML 0,28 mg y en MLG 0,32 mg, lo cual supondria 13,6, 11,4 y 13 veces mas que tomar 1 g
de fruta, respectivamente. Por ultimo, para la vitamina C, se estarian tomando 0,82 mg acido
ascorbico para M, 0,55 mg en MLy 0,61 mg en MLG, lo cual supone 12, 8 y 9 veces mas que
tomar 1 g de fruta fresca, respectivamente.

4.4 ESTUDIO DE LA RELACION ENTRE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS Y LA
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS.

Para identificar si existe alguna correlacién entre los métodos de determinacion de la
actividad antioxidante utilizados y cada uno de los compuestos bioactivos extraidos, se
realizaron andlisis estadisticos de correlacién de Pearson (Tabla 9). El coeficiente de
correlacién de Pearson es un indice que mide el grado de variacidn entre distintas variables
relacionadas linealmente. El intervalo de variacién de este coeficiente es de -1 a +1 y mide la
fuerza de relacidn lineal entre las variables.

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

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

DPPH ABTS FRAP

Fenoles Totales 0,74* 0,78* 0,75*

Carotenoides -0,64%* -0,91* -0,58*
Vitamina C 0,90* 0,83 0,89

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

Se observé una correlacidn positiva entre la actividad antioxidante determinada por cualquiera
de los tres métodos y el contenido en fenoles totales y en vitamina C de las diferentes
muestras de mora. Esta correlacién fue significativa (p<0,05) para los fenoles en todos los
casos y para la vitamina C solo con el método DPPH.

Los extractos de vitamina C fueron los que mejor se correlacionaron con la actividad
antioxidante, concretamente con el método DPPH (0,90). Los compuestos fendlicos de la mora
también estuvieron bien correlacionados con la actividad antioxidante, tal y como describen
trabajos de distintos autores (Koka y Kardeniz, 2009; Wu et al., 2010 & Rios de Souza et al.,
2014).

Por su parte, las correlaciones de Pearson de los carotenoides fueron negativas y no
significativas con la actividad antioxidante por ninguno de los tres métodos. La correlacion
negativa entre carotenoides totales y la actividad antioxidante, ha sido observada también por
otros autores (Thaipong et al., 2006; Rios de Souza et al., 2014). Esto indica que los
carotenoides no son los principales agentes antioxidantes de la fraccidn lipofilica de la mora,
pudiendo existir otras sustancias interferentes, como ya se ha comentado en apartados
anteriores. Asi, en la AAO del extracto lipofilico puede existir influencia de la accién de otros
componentes no evaluados en este trabajo, como la vitamina E (Singhal et al. 2010; Miller et
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al., 2011). Pulido et al. (2000) tampoco observaron relacién de los carotenoides con el método
FRAP, concluyendo que estas sustancias no parecen contribuir a la reduccion del hierro. Pérez
Jiménez et al. (2008), sugieren la aplicabilidad de este método de determinacion de la
capacidad antioxidante para compuestos hidrofilicos, y el método DPPH para ambos extractos,
lipofilico e hidrofilico.

4.5 ESTUDIO DE LA EFICACIA DE LA ENCAPSULACION.

La Eficacia encapsulante indica la capacidad que tiene el agente encapsulante, en este
caso la goma arabiga para encapsular las moléculas de compuestos bioactivos. Segun distintos
autores que emplean la técnica de liofilizacidon junto la adicién de un soluto encapsulante
(goma ardbiga, maltodextrina) para encapsular compuestos bioactivos sensibles y aromas, y
con el objetivo de mejorar la estabilidad de los productos en polvo obtenidos (Dib Taxi et
al.,2003; Righetto y Netto, 2005 y Murali et al., 2014) la Eficacia encapsulante puede calcularse
basandose en la cantidad de bioactivo inicial en la fruta antes y después de la encapsulacion,
seglin método sugerido por Risch y Reineccius (1988), tal y como se ha descrito en Material y
Métodos (3.4). Siguiendo este procedimiento y comparando respecto al contenido en la fruta
de partida, se obtuvo que la Eficacia encapsulante de los compuestos fendlicos y de los
carotenoides fue de 84%, mientras que la de la vitamina C fue del 81%.

Ademas, para no tener en cuenta en el calculo de este parametro el efecto del aumento de
compuestos bioactivos que en algunos casos se produce con el proceso de liofilizacién, vy
enmascarar asi el efecto causado Unicamente por la adicion de goma arabiga, también se
calculd la Eficacia encapsulante tomando como control el extracto seco de la mora liofilizada
sin goma arabiga. Es decir se compararon los valores de compuestos bioactivos en el extracto
seco de ML respecto al extracto seco de MLG. De esta manera, la eficacia encapsulante de los
compuestos fendlicos fue del 91,5%, de los carotenoides fue del 91% y de la vitamina C del
92%.

Estos valores fueron del orden de los encontrados por Murali et al., (2014), que encapsuld
antocianinas con goma ardbiga empleando la técnica de liofilizacién.

5. CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos, pueden presentarse las siguientes conclusiones.

e Lla liofilizacién permitié obtener productos de mora en polvo ricos en compuestos
bioactivos y de alta capacidad antioxidante. Este proceso aumentd el rendimiento de
la extraccion de compuestos fendlicos y carotenoides. Por el contrario, la liofilizacidn
disminuyd el contenido de vitamina C, dado su caracter termolabil. Seria necesario
realizar un estudio de almacenamiento para comprobar cuanto tiempo permanece
viable esta vitamina en cada muestra en polvo, dado que algunos estudios sugieren
una mayor estabilidad para la vitamina C en productos liofilizados. Por otra parte, la
liofilizacion parece afectar negativamente a la actividad antioxidante de las muestras,
con pérdidas respecto a la muestra fresca del entorno del 20 % en el extracto
hidrofilico y hasta 50 % en el extracto lipofilico. Dado que la liofilizacién no afecté a los
carotenoides, esto parece indicar que pudieron extraerse también otros fitonutrientes
lipofilicos presentes en la mora como la vitamina E, no analizados en este estudio,
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sensibles al procesado y que pueden estar siendo contabilizados al evaluar la
capacidad antioxidante de este extracto.

e En general, los extractos hidrofilicos, es decir el extracto fendlico (obtenido con una
disolucién de metanol y agua) y el extracto de vitamina C (obtenido con 4cido oxalico)
fueron los que mayor actividad antioxidante mostraron, en comparaciéon con el
extracto lipofilico.

e La vitamina C fue el compuesto que mejor se correlacioné con la actividad
antioxidante de la mora.

¢ La deshidrataciéon de los extractos disminuyé los compuestos fendlicos un 4% y un 9%
en vitamina C. La presencia de goma arabiga mantuvo mejor el contenido de estos
compuestos, impidiendo su degradacion. El extracto lipofilico seco no mostrd
diferencias significativas respecto al extracto inicial en disolucion.

e En general, la adicién de goma arabiga favorecid la estabilidad de los fitoquimicos
estudiados, demostrando su accidon encapsulante y protectora de los mismos. Ademas,
mejord la actividad antioxidante de los extractos. Se obtuvo una eficacia encapsulante
de alrededor de 90 %.
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