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RESUMEN

En este estudio se ha trabajado con kiwi y se ha analizado la influencia del secado por
liofilizacidn y la incorporacién de goma arabiga como agente encapsulante, con el fin de
conocer la viabilidad de esta tecnologia para la obtencién de productos nutracéuticos a base
de extractos de kiwi con alta capacidad antioxidante. 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 obtencion de los extractos
sobre los mismos componentes y propiedades analizados en los extractos en disolucién.

Los resultados mads destacados han sido que la liofilizacion permitié obtener productos de kiwi
en polvo de alta calidad funcional. Este proceso repercutid positivamente, favoreciendo la
extraccién de fenoles y carotenoides totales, pero disminuyé el contenido en vitamina C, lo
cual repercutid en la actividad antioxidante. La actividad antioxidante evaluada en los
extractos hidrofilicos fue mayor que en el lipofilico. Concretamente en la muestras de kiwi
fresco destacé la actividad antioxidante del extracto de vitamina C, mientras que para las
muestras liofilizadas fue el extracto fendlico. En general, la incorporacion de goma ardbiga
como aditivo tecnoldgico favorecid la estabilidad de los fitoquimicos estudiados, demostrando
su accién encapsulante y protectora de los mismos, y mejoré la actividad antioxidante. La
obtencidn de los extractos de kiwi deshidratados causd ligeras pérdidas en los compuestos
bioactivos y en la actividad antioxidante, alrededor del 10% en el kiwi sin goma arabiga y entre
0-2% en los extractos con este soluto.

PALABRAS CLAVE: Kiwi, liofilizacién, encapsulacion, goma ardbiga, extraccion de
bioactivos, capacidad antioxidante
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RESUM

En aquest estudi s'ha treballat amb kiwi i s'ha analitzat I'influéncia del secat per liofilitzacid i la
incorporacié de goma arabiga com a agent encapsulant, a fi de conéixer la viabilitat d'aquesta
tecnologia per a I'obtencid de productes nutracéutics a base d'extractes de fruita amb elevada
capacitat antioxidant. S'han realitzat extraccions amb diversos dissolvents per a obtindre la
major quantitat de compostos bioactius hidrosolubles (compostos fenolics i vitamina C) i
liposolubles (carotenoides) i s'ha avaluat l'activitat antioxidant pels métodes DPPH, FRAP i
ABTS. D'altra banda, s'han secat els diferents extractes obtinguts i s'ha avaluat I'influencia del
procés d'obtencid dels extractes sobre els mateixos components i propietats que les
analitzades en els extractes en dissolucid.

Els resultats més destacats han sigut que la liofilitzacié va permetre obtindre productes de kiwi
en pols d'alta qualitat funcional. Aquest procés va repercutir positivament, afavorint I'extraccié
de fenols i carotenoides totals, pero va disminuir el contingut en vitamina C, repercutint en
I'activitat antioxidant. L'activitat antioxidant avaluada en els extractes hidrofilics va ser major
gue en els lipofilics. Concretament en les mostres de kiwi fresc va destacar l'activitat
antioxidant de l'extracte de vitamina C, mentres que per a les mostres liofilitzades va ser
I'extracte fenolic. En general, I’ incorporacié de goma arabiga com aditiu tecnologic va afavorir
I'estabilitat dels fitoquimics estudiats, demostrant la seua accié encapsulant i protectora dels
mateixos, i va millorar I'activitat antioxidant de les mostres. L'obtencio dels extractes de kiwi
secs va causar lleugeres perdues en els compostos bioactius i en activitat antioxidant, respecte
als extractes en dissolucid, al voltant del 10% en el kiwi sense goma arabiga i entre 0-2% en els
extractes amb aquest solut.

PARAULES CLAU: Kiwi, liofilitzacid, encapsulacid, goma arabiga, extraccidé de bioactius,
capacitat antioxidant.
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ABSTRACT

This study analyzes the influence of freeze-drying and gum arabic addition as an encapsulation
agent in kiwi fruit, with the aim of knowing the viability of this technology for the elaboration
of nutraceuticals with high antioxidant capacity. Extractions with different solvents have been
performed in order to obtain extracts rich in water soluble compounds (phenols and vitamin C)
and lipid soluble compounds (carotenoids). The antioxidant activity of the extracts has also
been analyzed by DPPH,FRAP and ABTS. Furthermore, the extracts obtained were dried and
the influence of the obtention process has been evaluated by analyzing the same components
and properties than those analyzed in the extracts in dissolution.

The most significant results showed that freeze-drying technology allowed obtaining kiwifruit
products with high functional quality. This process also had a positive impact, because favored
the extraction of phenols and total carotenoids, but diminish the content in vitamin C.
This also had a direct negative impact in the antioxidant activity. The antioxidant activity
assessed in the hydrophilic extracts was greater than in the lipophilic ones. Specifically in fresh
kiwifruit standed out the antioxidant activity of the vitamin C extract, while in the freeze dried
samples was the phenolic extract one. In general, the incorporation of gum arabic favored the
stability of the phytochemicals studied. Gum arabic presented an encapsulant and protector
effect on the samples, improving the antioxidant activity. The drying step realized to obtain the
dehydrated extracts caused slight losses in the bioactive compounds and in the antioxidant
activity. These losses were around 10%in the kiwifruit without gum arabic and 0-2% in the
extracts with this solute.

KEY WORDS: kiwifruit, freeze-drying, encapsulation, gum arabic, extraction of bioactive
compounds, antioxidant capacity.
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1 INTRODUCCION

Durante los ultimos afios el ritmo de vida de nuestra sociedad ha ido cambiando, prueba de
ello es que cada vez sufrimos mas estrés. Esto repercute inevitablemente en nuestra
alimentacién, disminuyendo asi el consumo de frutas y hortalizas afectando a la salud,
llegando a desencadenar enfermedades tales como: cancer, diabetes, patologias
cardiovasculares y neurodegenerativas (Fiorentino et al., 2009). Poco a poco ha ido
aumentando la preocupacién del consumidor por seguir una dieta que nos permita mejorar la
salud. Uno de los componentes mas recomendables para ello son las frutas, ya que con su
consumo ingerimos compuestos bioactivos como las vitaminas, carotenoides y otros
compuestos fendlicos con capacidad antioxidante (Shui and Leong, 2006).

En 2014, el consumo de fruta fresca en el hogar descendid con respecto al afio anterior (2,6%)
(MAGRAMA, 2014). No obstante, las frutas son uno de los alimentos esenciales para mantener
una dieta equilibrada ya que aportan un amplio nimero de nutrientes y compuestos conocidos
como bioactivos, que ofrecen un beneficio para la salud mds alld de las consideraciones
propias de la nutricién basica (Granado-Lorencio et al., 2007). Por ejemplo, previenen
enfermedades de la salud como pueden ser algunos tipos de cancer o problemas
cardiovasculares (Giampieri et al., 2012). Estudios realizados demuestran que una buena y
regular ingesta de frutas favorece un menor porcentaje de patologias (Fiorentino et al., 2009).
Estos compuestos bioactivos presentes en las frutas se pueden ver afectados por diversos
factores como el clima, el drea de produccién del cultivo, la técnica de cultivo, el
almacenamiento y la maduracion (Lee et al., 2000; Tavarini et al., 2008).

En nuestro metabolismo es inevitable la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) y
radicales libres (RL). Estas sustancias provocan dafos en el organismo alterando biomoléculas
fundamentales como las proteinas, los lipidos y el ADN. No obstante, nuestro organismo tiene
sus propios mecanismos de defensa, estos son, los antioxidantes. En muchas patologias, o
incluso en el proceso de envejecimiento existe un desequilibrio entre las especies oxidantes y
la capacidad de los sistemas antioxidantes del organismo, a esto se le conoce como estrés
oxidativo (Lee et al., 2004).

Las costumbres en la alimentacidn de los ultimos afios muestran un interés del consumidor por
ciertos alimentos que ademas de su propio valor nutritivo también ayuden a mantener el
estado general de salud en el organismo, y a su vez puedan tener un efecto adicional de
prevencion. Esto ha generado una nueva area de desarrollo en la nutricion conocida como
alimentos funcionales o nutracéuticos obtenidos a partir frutas, incorporando mayor nimero
de antioxidantes naturales (Alvidrez-Morales, 2002).

Dentro de las frutas, el kiwi es tipico en muchas regiones pero sus origenes son propios de
paises como Nueva Zelanda, Chile, Francia y Japdn (Bursal y Giilgin, 2011), la variedad mas
comercializada a nivel internacional es Hayward (D’Evoli et al., 2015) y tiene propiedades
nutricionales y fitoquimicas en su composicion. Se ha visto que es una de las frutas con mayor
fuente en luteina (Leontowicz et al., 2016), ésta es un compuesto quimico que pertenece al
subgrupo de los carotenos (xantofilas), se trata de un pigmento de coloracion amarilla
presente en plantas, algas y algunas bacterias fotosintéticas. Tiene alto poder antioxidante y
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también se ha visto que tiene efecto protector en el sistema ocular (Irigoyen et al.,2010).
Ademas el kiwi ofrece un gran aporte en vitamina C, carotenoides, flavonoides y clorofila
(Cassano et al., 2006; Kaya et al., 2008), siendo esta Ultima la responsable de su caracteristico
color verde (Soufleros, 2001; Tavarini et al., 2008). Su capacidad antioxidante viene dada
principalmente por su contenido en vitamina Cy polifenoles en funcién de la variedad del kiwi
(Krupa et al., 2011). Como por ejemplo, se ha visto que el 4cido pirogalico tiene un alto poder
antioxidante en el kiwi (Bursal y Giilgin, 2011).

Existen estudios que demuestran que el kiwi tiene efectos protectores contra el dafo
oxidativo por su gran capacidad antioxidante (Collins et al., 2001) y previene muchos tipos de
cancer especialmente relacionados con el sistema digestivo gracias a su capacidad citotéxicay
antioxidante (Du et al., 2009). En muchas de las frutas que se consumen la tendencia habitual
es eliminar la piel provocando una importante pérdida de nutrientes. Sin embargo, se ha visto
en la variedad (A. arguta) que en la piel se encuentran cantidades de fenoles hasta 15 veces
mayores que en la pulpa (Leontowicz et al., 2016; Kim et al., 2009).

Los compuestos antioxidantes que poseen ciertas frutas se pueden extraer con diferentes
disolventes orgdnicos segun la polaridad del componente que se desea extraer (Pellegrini et
al., 2007; Pérez-Jiménez et al., 2008). Los mas utilizados para compuestos hidrofilicos son
mezclas de etanol/agua, acetona/agua y metanol/agua asi como la extraccién en medio acido
(pH=2) y en el caso de los compuestos lipofilicos el disolvente mas comun es el hexano (Pérez-
Jiménez et al., 2007; Povilaitis et al., 2015). Algunos estudios han demostrado que la mezcla de
disolventes para la extraccion es mas practico que los disolventes puros (Pérez-liménez et al.,
2007; Zhou y Yu, 2004). La actividad antioxidante viene determinada por procesos de adicion
derivados de las interacciones entre distintas moléculas bioactivas en la muestra (Liu, 2003).

Hoy en dia, no existe un método Unico que muestre completamente el efecto antioxidante de
una muestra, por ello se recomienda trabajar con diferentes métodos basados en la atraccion
de radicales libres de la muestra (ABTS, DPPH, ORAC) o métodos basados en la reduccién de
iones metalicos como el hierro (FRAP) (Pérez-Jiménez et al., 2007).

El término nutracéutico fue constituido en 1989 a partir de “nutricion” y “farmacéutico” por
Stephen DeFelice, fundador y Presidente de la Fundacion para la Innovacidn en Medicina
(Kalra, 2003). Un nutracéutico se puede definir como un suplemento dietético concentrado
elaborado a partir de una sustancia bioactiva natural derivada de un alimento. Este otorga un
efecto beneficioso a la salud, mayor al del alimento en si, como la prevencidn o tratamiento de
una enfermedad (Kalra, 2003). Se pueden encontrar comercializados en forma de capsulas,
jarabes, polvo (Cruzado y Cedrdn, 2012). No obstante, para que su uso sea eficaz se precisa
conocer su mecanismo de accién, dosis y frecuencia de administracién (Cortés et al., 2015).

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 produccidn de farmacos (Niwa et al., 1987; Tang y Pikal, 2004). La liofilizacion
se utiliza para reducir la humedad de los alimentos sin someterlos a altas temperaturas,
permitiendo obtener productos deshidratados de alta calidad (Ratti, 2001). Ademas de
mantener la estructura, aroma y color en el producto. Asi pues, es una de las mejores opciones
para secar la fruta, permitiendo que el kiwi conserve sus caracteristicas sensoriales y
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nutricionales ademas de un poder de rehidratacion adecuado a la hora de elaborar un
nutracéutico (Arriola-Guevara et al., 2006).

Muchos de los alimentos en polvo que obtenemos por liofilizacién, son empleados para la
formulacion de nuevos productos afiadiéndolos como ingredientes, como es el ejemplo de los
lacteos y sus derivados, entre otros. (Vega-Galvez et al., 2008). Sin embargo, en el caso de las
frutas, su alto contenido en azlcares y dacidos confieren al producto deshidratado una
estructura pegajosa y con una elevada higroscopicidad. Para paliar este problema y mejorar el
rendimiento del proceso vy 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 (Tonon et al., 2009; Kuck et al., 2016).

La goma arabiga es un polimero natural biodegradable (Parra, 2010) que resulta muy eficaz
para la encapsulacién, con una alta solubilidad en agua, baja viscosidad y capacidad para
formar una pelicula protectora en una emulsién (Cano-Chauca et al., 2005; Valle-Guadarrama
et al., 2008), ademas posee propiedades antihumectantes y antiapelmazantes (Krishnan et al.,
2005) y una gran capacidad de retencién de sustancias volatiles y protege de la oxidacion
(Gabas et al.,2007).



OBJETIVOS



OBJETIVOS

2 OBIJETIVOS

Con la intencién de valorar la aptitud de la técnica de liofilizacién para obtener productos
nutracéuticos de kiwi que posean un elevado poder antioxidante, el objetivo general de este
estudio fue evaluar el efecto que tiene esta técnica junto con la incorporacion de la goma
arabiga como agente encapsulante , sobre los compuestos fitoquimicos mayoritarios de esta
fruta.

Para ello se han extraido y cuantificado los compuestos bioactivos mayoritarios liposolubles
(carotenoides) e hidrosolubles (compuestos fendlicos y vitamina C) del kiwi fresco, kiwi
liofilizado y kiwi liofilizado con adicién de goma arabiga. La extraccidn se ha realizado mediante
distinta combinacion de disolventes. En los extractos obtenidos en disolucién ademas se ha
analizado la actividad antioxidante.

Por otra parte, los extractos de compuestos bioactivos obtenidos, se secaron para obtener los
correspondientes extractos secos ricos en compuestos fendlicos, vitamina C y carotenoides. A
estos extractos se les realizaron los mismos analisis que a los extractos en disolucién y se
evalud el efecto de la técnica de secado empleada en su obtencién y de la adicion de goma
arabiga como agente protector.
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3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Materia prima

La fruta utilizada en este estudio fue kiwi (Actinidia deliciosa) de la variedad Hayward,
procedentes de la Comunidad Valenciana, adquiridos en un supermercado de Valencia. Se
escogieron kiwis sin dainos fisicos, con tamafio y firmeza muy semejantes, segin su apreciacién
visual.

3.2 Preparacion de las muestras

Para la caracterizacion de las muestras de kiwi fresco, los kiwis se lavaron y se eliminaron las
partes correspondientes al ombligo y al pedudnculo. A continuacidn se cortaron en rodajas y se
trituraron mediante un robot de cocina (Thermomix TM 21, Vorwerk, Spain). Con el objetivo
de evaluar si el procesado de la materia prima podia afectar a las propiedades funcionales de
los extractos obtenidos, se dividid en 3 lotes diferentes destindandose a la elaboracion de un
tipo de muestra cada lote. Un lote destinado a la muestra control que fue el kiwi fresco (KF),
muestras de kiwi liofilizado (KL) y kiwi liofilizado con goma arabiga (KL+GA) (Alfa Aesar GmbH
& Co KG, Alemania).La proporcion de goma ardbiga fue de 6 g GA/100g de kiwi (Agudelo, et
al., 2016) utilizada para estudiar su posible efecto protector y encapsulante de los compuestos
bioactivos del kiwi.

Para la obtencion de los productos liofilizados, el kiwi triturado sin y con GA se dispuso en
bandejas de aluminio con 0,5 cm de espesor y se congelaron a -45°C (Liebherr Mediline 7083
207-00) durante 48 horas. Posteriormente se liofilizaron (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. Las muestras se
analizaron en las 24 h de su obtencién en los analisis y se almacenaron.

3.3 Obtencion de los extractos

A partir de las muestras de kiwi fresco y de los productos liofilizados sin y con GA, se realizaron
como minimo 3 extracciones de compuestos fendlicos, lipofilicos y vitamina C, tal y como se
describe a continuacién. En el extracto fendlico se cuantificaron fenoles totales, en el extracto
lipofilico los carotenoides totales y en el extracto de vitamina C, la cantidad de vitamina C,
expresada como acido ascérbico. Ademas en los tres extractos se determind la actividad
antioxidante.
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3.3.1 Extraccién de compuestos fendlicos

Para la obtencidon del extracto fendlico, se utilizé una mezcla de metanol/agua en proporcién
de 70:30 (v/v). Este disolvente mostré los mejores resultados en estudios previos para esta
extraccién (Farinha, 2014; Spaggiari, 2014). En el caso de la muestra fresca se siguid la
proporcién 1 g muestra: 9 mL de disolvente y para las muestras liofilizadas 1 g muestra: 19 mL
de disolvente. La mezcla se homogeneizé durante 30 minutos en agitacion magnética y
después se centrifugd a 202C y 8000 rpm durante 10 minutos (centrifuga Selecta Medifriger-
BL, Espafia) y se recogio el sobrenadante..

Con la finalidad de obtener el extracto seco rico en compuestos fendlicos, evaluar el efecto del
proceso de obtencién del mismo en su contenido en fenoles y sobre su poder antioxidante, y
comprobar su estabilidad para su aplicacion en la elaboracién de un nutracéutico, se elimind el
disolvente organico del extracto en disolucion metanol/agua mediante evaporacidén con
rotavapor (20 minutos, 509C), después se congeld durante 48h a -459C y posteriormente se
liofilizé (liofilizador Telstar Lioalfa-6) a 0,021 mPa y a una temperatura de -45 °C en el
condensador durante 48 horas.

3.3.2 Extraccion de compuestos fitoguimicos liposolubles

El disolvente comunmente mas utilizado en la obtencidn de extractos lipofilicos es el hexano o
mezclas de este con otros disolventes organicos. En este estudio se ha utilizado la mezcla de
hexano, acetona y etanol en una proporcién 50:25:25 (Olives et al., 2006).

Para llevar a cabo esta extraccidn se partidé de la muestra fresca o liofilizada sin y con solutos,
se pesd y se mezclé con una disolucién de hexano:acetona:etanol (50:25:25) en la misma
proporcién y condiciones descritas para la extraccion de compuestos fendlicos. El
sobrenadante obtenido para cada muestra KF, KL y KL+GA constituyo el extracto lipofilico.

Con el mismo objetivo que en el caso del extracto fendlico, para la obtencidn del extracto
lipofilico seco, se eliminé el disolvente organico mediante evaporacion con rotavapor (20
minutos, 502C).

3.3.3 Extraccidn de Vitamina C

Para la obtencidn del extracto de vitamina C, se utilizé como disolvente el acido oxalico 0,1%
en agua. Para llevar a cabo esta extraccion se partio de la muestra fresca o liofilizada sin y con
solutos, se pesd y se mezclé con una disolucién de acido oxalico en la misma proporcion
disolvente:muestra y condiciones descritas para la extraccién de compuestos fendlicos. La
mezcla se homogeneizd durante 30 minutos en agitacion magnética y después se centrifugd a
202C y 8000 rpm durante 10 minutos (centrifuga Selecta Medifriger-BL, Espafia) y se recogio el
sobrenadante.
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Posteriormente para la obtencion del extracto seco, el extracto se congeld durante 48h a -452C
y posteriormente se liofilizé (liofilizador Telstar Lioalfa-6) a 0,021 mPa y a una temperatura de
-45 °C en el condensador durante 48 horas.

En la tabla 1 se describen los cédigos empleados en este trabajo para definir las muestras
estudiadas.

Tabla 1. Denominacidn de las muestras empleadas en este estudio.

Muestra
Kiwi Fresco KF
Kiwi Liofilizado KL
Kiwi Liofilizado con goma arabiga KL+GA

3.4 Andlisis realizados

3.4.1 Determinacion de la Humedad

La humedad (x,) de la fruta fresca y los productos liofilizados se determind por el método
oficial para alimentos ricos en azlcares (AOAC 934.06, 2000). Dicho método consiste en la
determinacién de la pérdida de peso de la muestra mediante desecacidn de la misma en una
estufa de vacio (Vacioterm, J.P. Selecta) a una temperatura de 602C y P<100mm Hg, dejando
secar hasta alcanzar un peso constante. La variacién de peso se midié en una balanza (Mettler
AE 100 de precisién 0,1 mg). Los analisis se realizaron por triplicado y los resultados se
expresaron como g de agua/ g de muestra.

3.4.2 Determinacién de compuestos bioactivos

A los extractos en disolucién y los extractos secos obtenidos a partir de las muestras KF, KL,
KL+GA se les analizd, el contenido en fenoles totales, carotenoides totales y la Vitamina C. En
el caso de los extractos secos, se reconstituyeron en cada caso con el respectivo disolvente de
extraccidn previo a los analisis. Los andlisis se realizaron por triplicado y se calculd la mediay la
desviacidn estdndar. Con fines comparativos, todos los resultados se expresaron referidos a
100 g de solidos de kiwi (sk), aplicando la siguiente ecuacion:

m_(mm—-l-v-p)

m; = T - 100 (1)

mm'(l_xw)'xsk/st

Siendo:

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

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

v: volumen de disolvente de extraccidon (mL)

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

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

Xswst (8 solidos de kiwi / g sélidos totales) en la muestra analizada
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3.4.2.1 Fenoles totales

La determinacion de los fenoles totales presentes en las muestras se llevé a cabo mediante el
método de Folin-Ciocalteu, seglin (Benzie y Strain, 1999). Para llevar a cabo el ensayo, se
utilizaron 250 uL del extracto fendlico, se le afiadieron 15 mL de agua bidestilada y 1,25 mL del
reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemania) y se dejo reaccionar la mezcla en oscuridad
durante 8 minutos. Seguidamente, se afiadieron 3,75 mL de carbonato sédico al 7,5% (p/v) y
agua bidestilada hasta completar 25 mL. Tras 120 minutos en oscuridad se midid la
absorbancia a 765 nm en un espectofotometro UV/Visible (Thermo Electron Corporation,
USA). Los resultados se expresaron como mg de acido galico (AG)/ 100 g sélidos de kiwi (sk)

3.4.2.2 Carotenoides totales

La determinacién de los carotenoides totales se llevd a cabo por espectrofotometria segin
AOAC (1996). Para ello el extracto lipofilico obtenido, se mezclé con agua en una proporcién
de 10 mL de extracto con 1,5 mL de agua. A continuacién se agité con el vortex durante 2
minutos y se separaron dos fases. Se extrajeron 600 pL de la parte liposoluble. Posteriormente
se llevd a sequedad con nitrégeno y al producto seco se le afadid 1 mL del disolvente
THF:ACN:MeOH (15:30:55 v/v/v). Se midié la absorbancia a 446 nm en un espectrofotémetro
UV-visible (Thermo Electron Corporation, USA). Los resultados se expresaron como mg de
B-caroteno / 100 g sélidos de kiwi (sk.)

3.4.2.3 Vitamina C

La determinacion del acido ascdrbico o vitamina C se realizé siguiendo la metodologia descrita
por AOAC (1980) para frutas y vegetales, Pearson (1998) y Mattissek et al., (1998). Se trata de
un analisis volumétrico empleando 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. EI método basicamente consiste en pesar 0,5 mL de extracto, adicionar
5 mL de disolucion acuosa de acido metafosférico al 25% y 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 expresé en mg acido ascdrbico/100 g sélidos
de kiwi (sk.).

3.4.3 Determinacion de la capacidad antioxidante

Se determind la actividad antioxidante de cada uno de los extractos obtenidos por los métodos
DPPH, FRAP y ABTS. Todas las medidas se realizaron por triplicado y en todos los casos se
utilizé un espectrofotémetro UV-visible Thermo Electron Corporation, USA.
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3.4.3.1 Meétodo FRAP

Se siguid la metodologia descrita segin (Benzie y Strain 1996; Pulido et al., 2000; Thaipong et
al., 2006). Este método consiste en reducir el ion Fe** presente en el compuesto férrico TPTZ
(2,4,6-tripiridil-s-triazina) a ion Fe®". El complejo reducido posee una coloracién azul intensa
gue presenta su maxima absorcidon a 593 nm. Para la medida se introdujeron en una cubeta
espectrofotométrica 900 pL de reactivo FRAP, 30 uL de agua bidestilada y 30 uL de extracto o
de disolvente de extraccion en el caso del blanco. Se mididé la absorbancia a 593 nm tras
mantener la mezcla 30 minutos incubada a 372C. Los resultados se expresaron como mmoles
equivalentes de Trolox equivalente (TE)/ 100 g sélidos de kiwi (sk).

3.4.3.2 Meétodo DPPH

Este método (Puupponen-Pimia et al., 2003) consiste en la reduccidn del radical DPPH a DPPH".
Se midio la absorbancia a 515 nm inicialmente (A,), anadieron 30 plL del extracto y se midio la
absorbancia de nuevo cuando la reaccion se habia estabilizado a los 2,5 minutos (absorbancia
a A,s). Se calculd el porcentaje de DPPH en funcidn de la ecuacién siguiente:
%DPPH =2"225.100  (2)
0

Los resultados se expresaron como mmoles de Trolox equivalente (TE)/ 100 g sélidos de kiwi
(sk).

3.4.3.3 Meétodo ABTS

Este método se llevd a cabo segun metodologia descrita por (Re et al., 1999; Arnao et al.,,
2001; Thaipong et al., 2006). El analisis consiste en formar el radical ABTS:+ el cual va a ser
reducido por las sustancias antioxidantes presentes en la muestra. Para dicho método se
prepard una disolucién de ABTS 7mM vy persulfato de potasio 2,45 mM (1:0,5) y se mantuvo en
refrigeraciéon y en oscuridad 12 horas para que se formase el radical ABTS:+. Una vez
transcurrido el tiempo se diluyd en etanol hasta obtener un valor de absorbancia a 734 nm de
0,7 nm. Para llevar a cabo las medidas en una cubeta espectrofotométrica se afiadié 1 mL del
reactivo ABTS y 10 pL del extracto y se midid la absorbancia a 734 nm inicialmente y pasado un
minuto, cuando la reaccién ya se habia estabilizad se volvid a medir. Los resultados se
expresaron como mmoles equivalentes de trolox equivalente (TE)/ 100 g sélidos de kiwi (sk).

3.5 Eficacia encapsulante

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 liofilizacidn junto la adicidn de un soluto encapsulante 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, Murali et al., 2014),
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la Eficacia encapsulante puede calcularse basandose en la cantidad de bioactivo inicial en la
fruta antes y después de la encapsulacién, segin método sugerido por Risch y Reineccius
(1988) (ecuacion 3):

Compuesto bioactivo en el kiwi fresco (mg/100g sk)

(3)

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

3.6 Andlisis estadistico

Para estudiar las posibles diferencias significativas entre las muestras se realizaron analisis de
la varianza unifactoriales (ANOVA), con 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 dichos andlisis se utilizd el programa Statgraphics Centurion XV.

Para hacer las representaciones gréficas de los resultados empleamos el programa
GraphPadPrism 5 (GraphPad Software, Inc, California).
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Efecto del tratamiento de liofilizacion y de la adicion de goma ardbiga en el
contenido en humedad de los productos en polvo.

En la siguiente tabla 2, se muestran los valores de humedad obtenidos para la fruta fresca y
para la fruta tras ser liofilizada, sin y con adicidon de goma arabiga.

Tabla 2. Valores medios y desviacién estdndar de la humedad (xw) de las diferentes muestras
expresados en (g agua/100g muestra). a-c Letras diferentes indican diferencias significativas entre las
muestras liofilizadas (p<0,05).

Muestra Xw (g agua/100g muestra)
KF 85,5(0,3)
KL 2,671(0,017)°
KL+GA 2,37(0,12)°

Se partid de kiwi con un alto contenido en agua (85,5 g agua/100g de muestra), una
caracteristica comun de las frutas frescas. Este valor fue similar a los obtenidos en otros
estudios con esta fruta (Ruiz, 2012; Monteagudo et al., 2013; D’Evoli et al., 2015). Al aplicar el
tratamiento de liofilizacion se alcanzé una humedad de 2,671 g agua/100g de muestra y en la
muestra a la que se le afiadié goma arabiga se consiguié una humedad ligeramente inferior
(p>0,05) de 2,37 g de agua/100g de muestra. En ambos casos se consiguié un producto
liofilizado en polvo con unos valores de humedad del orden de los sugeridos por otros autores
para alimentos liofilizados (Fellows, 2000).

Parece que la adicidon de goma ardbiga favorece la eliminacién del agua congelable de la matriz
del alimento durante la liofilizacidn (Mosquera, 2010). Diversos estudios de otros autores
también han evidenciado una disminucién de la humedad en productos liofilizados de frutas al
afiadir solutos a la muestras, tales como goma ardbiga, proporcionando una menor
higroscopicidad y mayor estabilidad fisicoquimica a los productos en polvo obtenidos (Jaya et
al., 2006; Telis y Martinez-Navarrete, 2010; Mosquera, 2010).
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4.2 Caracterizacion funcional de la muestra fresca, de los productos en polvo y de
los extractos secos. Efecto del tratamiento de liofilizacion y de la adicion de
goma arabiga en el contenido de compuestos bioactivos.

Existen un gran numero de frutas con elevado contenido en compuestos fendlicos, entre ellas
el kiwi (Cassano et al., 2006; Kaya et al., 2008). Ademas, por este motivo, el kiwi destaca por su
poder antioxidante (Park et al., 2011). En la figura 1, se muestran los valores obtenidos en
fenoles totales del kiwi fresco y de las muestras liofilizadas, sin y con goma arabiga. Ademas en
esta figura se muestran también los valores de fenoles de los extractos secos obtenidos a
partir de dichas muestras.

No se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre el contenido en compuestos
fendlicos de las muestras KF y KL. El kiwi fresco presentd 349,14 mg acido galico/100g sk,
resultados similares a los reportados por Du et al., (2009) e inferiores a los encontrados por
D’Evoli et al., (2015) en otros cultivares de kiwi de origen italiano. Las variabilidad encontrada
en el contenido en compuestos fendlicos en frutas en distintos estudios de investigacion,
puede ser atribuida, no solo a la diferente variedad de fruta, a su estado de madurez o al
origen de la misma, sino también a los distintos disolventes empleados en el proceso de
extraccién (Garau et al., 2007).

Se observd un ligero aumento (p>0,05) del contenido en estos compuestos debido al proceso
de liofilizacién, mayor y significativo (p<0,05) en la muestra con GA. Las ganancias fueron
concretamente de 6,4% y 12% en las muestras KL y KL+GA, respectivamente. Este aumento
podria explicarse debido a que durante la congelacién previa a la liofilizacidn, se forman
cristales de hielo capaces de romper la estructura celular de la fruta. De esta forma se facilita
la posterior entrada del disolvente y consecuentemente se mejora la extracciéon de los
compuestos fendlicos. Pinela et al., (2012) en sus estudios con Tuberaria lignosa explica que el
aumento de los fenoles producido debido a la liofilizacién puede deberse a los efectos que
provoca la congelacién previa al secado por liofilizacién sobre la matriz vegetal.

Por otra parte, el efecto protector que produce la goma ardbiga sobre estos compuestos
también ha sido descrita por otros autores (Krishnan et al., 2005). Spigno et al., (2007)
observaron un aumento en el contenido en fenoles de extractos de uva liofilizada respecto al
extracto de la muestra fresca. Estos autores argumentan que la liofilizacion ocasiona un
aumento del tamafo de particula de la muestra, lo cual favorece la superficie de contacto con
el disolvente y provoca un aumento del rendimiento de extracciéon. Estos mismos autores
realizaron una extensa recopilacion de literatura apoyando este hecho.

En el caso de los extractos fendlicos secos si que se encontraron diferencias significativas
(p<0,05) en el contenido de fenoles entre los tres extractos de KF, KL Y KL+GA. Comparando los
extractos en disolucién y los extractos secos, el proceso de obtencion de los mismos ocasiond
ligeras pérdidas de compuestos fendlicos, concretamente de 4,65% en KF, 4,9% en KLy 1,9%
en KL+GA. En ningln caso las pérdidas observadas fueron estadisticamente significativas
(p>0,05). Algunos estudios muestran que los procesos de deshidratacidn, en particular a altas
temperaturas y largos tiempos, pueden destruir algunos compuestos fendlicos (Li et al., 2006).
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En nuestro caso, para la obtencidn del extracto seco, se sometié al extracto en disolucion
metanol: agua a la evaporacion del disolvente orgdnico a 502C durante 20 min, lo cual a pesar
de no tratarse de elevadas temperaturas, pudo afectar de manera negativa a estos
compuestos. La posterior congelacién de la fase acuosa del extracto, asi como la operacidon de
liofilizacidn para eliminar el agua, pudieron también afectar a estos compuestos extraidos. Los
fenoles una vez extraidos, se encuentran mads expuestos a factores oxidantes al encontrarse
desprotegidos de la matriz de la fruta, pudiendo este hecho disminuir su estabilidad. En este
sentido, pudo apreciarse el efecto protector de la adicién de GA.

Otros estudios de Ahmad-Qasem et al., (2015) mostraron que la deshidratacién de extractos
de hoja de olivo a 120°C y a 552C a vacio, causd una reduccidén del contenido fendlico de
alrededor de 10%. Esta reduccién también ha sido reportada por otros autores cuando
distintos extractos naturales se han secado por diferentes métodos. Asi, Fang y Bhandari
(2011) observaron que el secado por aspersién de zumo de bayas redujo un 4% los fenoles
del extracto inicial. Benelli et al., (2013) secaron extractos de plantas aromaticas mediante
aire caliente, reduciendo el contenido en fenoles del extracto inicial un 8,5%.

Fenoles Totales
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Figura 1. Valores medios y desviacion estdndar del contenido fenoles totales (mg acido galico/100 g
sélidos de kiwi) de las muestras y de los extractos secos. a-c Para cada extracto, en disolucion o seco,
letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras. 1-2 Para cada muestra,
numeros diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre extractos en disolucion y secos.

Otro de los compuestos bioactivos analizados en las muestras de kiwi y en sus respectivos
extractos lipofilicos secos fueron los carotenoides totales, cuyos valores se encuentran en la
figura 2. En otros estudios de caracterizacion de esta fruta se observd que entre los
carotenoides, solo la luteina y el B-caroteno fueron detectados, siendo la luteina el
carotenoide mas abundante (D’Evoli et al,. 2015).

La muestra de kiwi fresco (KF) mostré 5,65 mg B caroteno/100 g s.k. Estos valores fueron
superiores a los encontrados por otros autores en kiwis de origen italiano (D’Evoli et al,. 2015).
Diferentes estudios han revelado la variacion de estos compuestos en funcidn de la especie y
variedad de kiwi. Asi, Latocha et al., (2010) mostré que el menor contenido en carotenoides
fue en Actinidia deliciosa ‘Hayward’, y el mayor en Actinidia arguta ‘Weiki’. Sin embargo,
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considerables oscilaciones en el contenido en carotenoides se produjeron incluso dentro de la
misma especie de kiwi, segun indican estudios de Nishiyama et al., (2004).

Por otro lado, no se observaron cambios significativos en el contenido en carotenoides
ocasionados por la liofilizaciéon, ni por la adicion de goma arabiga (5,8 mg B caroteno/100 g s.k.
y 5,9 mg B caroteno/100 g s.k. en KL y KL+GA, respectivamente).

La misma tendencia descrita para los extractos en disolucion puede observarse en los
extractos lipofilicos secos, donde tampoco se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (p>0,05) en el contenido de carotenoides totales de los tres extractos.
Comparando los extractos lipofilicos en disolucién y los extractos secos, se obtuvieron
pérdidas no significativas (p>0,05) de 5,8 en KF y KL y de 3,6% en KL+GA, debido al proceso de
secado realizado para su obtencién. En este caso el extracto lipofilico en disolucidn
hexano:acetona:etanol se sometid a calentamiento a 50°C/20 min en rotavapor. Los
carotenoides son compuestos con cierta inestabilidad ya que son altamente insaturados,
pudiendo asi degradarse facilmente por reacciones de oxidacién, siendo afectados también
por la temperatura, o la luz (Meléndez-Martinez et al., 2004). En ninguno de los casos estas
pérdidas fueron estadisticamente significativas (p>0,05).

Carotenoides Totales
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Figura 2. Valores medios y desviacidn estdndar del contenido carotenoides totales (mg B-caroteno/100
g solidos de kiwi) de las muestras y de los extractos secos. a-c Para cada extracto, en disolucién o seco,
letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra,
numeros diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre extractos en disolucion y secos

Por otro lado, en la figura 3, se muestran los valores de vitamina C de las muestras de kiwi (K,
KL y KL+GA) y sus respectivos extractos secos. La muestra fresca presenté un contenido en
vitamina C de 63,75 mg acido ascArbico/100g sk, valores parecidos a los obtenidos por Tavarini
et al., 2008; Du et al., (2009) y Park et al., (2014) para esta variedad de kiwi. El contenido en
vitamina C del kiwi es mayor que el de otras frutas como la naranja, fresa, limén, manzana,
melocotdn o uva (Tavarini et al., 2008). Se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre
el contenido en esta vitamina de las muestras de kiwi fresco, liofilizado con y sin goma. La
liofilizacidn ocasiond pérdidas significativas (p<0,05) de vitamina C de 7,8% y un 3,6% en KLy
KL+GA, respectivamente, respecto a la fruta fresca. Esta disminucion en el caso de las muestras
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liofilizadas puede ser debido a que la vitamina C es un compuesto que se caracteriza por ser
muy labil, termosensible y facilmente oxidable, por lo que se degrada facilmente (Klimczak et
al., 2007). En este sentido, la liofilizacién aumenta la porosidad de la muestra, por lo que la
vitamina C podria estar mas expuesta al oxigeno, lo cual podria afectar negativamente a su
estabilidad. Segln otros autores, las pérdidas ocasionadas por la liofilizacién son inferiores a
las causadas por otros métodos de deshidratacién, como la deshidratacién osmética a vacio, el
secado convectivo, o métodos combinados (Castaneda et al., 2010).

Por otra parte, la presencia de GA parece haber ejercido un efecto encapsulante sobre esta
vitamina (Valle-Guadarrama et al., 2008). Estudios con distintos agentes encapsulantes (como
la maltodextrina, la goma ardbiga, almidones modificados, pectina, etc.) afirman que estos
solutos actlan como barrera fisica al oxigeno y a la luz, protegiendo ademas de la degradacién
quimica y enzimdtica (Wang et al., 2009).

Por lo que respecta a los extractos de vitamina C secos, se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) en el contenido de vitamina C de los tres extractos
analizados respectos a los extractos en disolucién. En todos los casos, la congelacion y
posterior liofilizacién a que se somete el extracto acuoso en disolucién para la obtencidn de los
extractos secos produjo pérdidas significativas (p<0,05) de la vitamina C. Estas pérdidas fueron
de 11% en el caso de la fruta fresca, 9% en el caso de la fruta liofilizada sin goma arabiga y 8%
en el caso de la fruta liofilizada con goma arabiga.
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Figura 3. Valores medios y desviacion estandar del contenido de vitamina C (mg acido ascérbico/100 g
sélidos de kiwi) de las muestras y de los extractos secos. a-c Para cada extracto, en disolucion o seco,
letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra,
numeros diferentes indican diferencias significativas (p<0,05) entre extractos en disolucion y secos.

Ademas, para evaluar la cantidad de bioactivos que contiene el extracto y poder comparar con
la cantidad ingerida 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 KF estariamos tomando 14,42
mg AG; KL 6,29 mg AG y KL+GA 7,65 mg, lo cual supondria 26, 11 y 14 veces mas que tomar 1 g
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de fruta, respectivamente. Respecto a los carotenoides: KF estariamos tomando 0,22 mg B-
carotenos; KL 0,09 mg B-carotenos y KL+GA 0,1 mg B-carotenos, lo cual supondria 12, 27 y 12
veces mas que tomar 1 g de fruta, respectivamente. Para la vitamina C, KF estariamos
tomando 1,3 mg de 4cido ascérbico; KL 0,96 mg acido ascdrbico y KL+GA 1,85 mg acido
ascorbico, lo cual supone 15, 10 y 12 veces mas que tomar 1 g de fruta, respectivamente.

4.3 Caracterizacion de la actividad antioxidante de la muestra fresca, de los
productos en polvo y de sus extractos secos. Efecto del tratamiento de
liofilizacion y de la adicion de goma ardbiga.

El kiwi es una fruta con un contenido en compuestos bioactivos importante que ofrece un gran
aporte en vitamina C, compuestos fendlicos, carotenoides, clorofila, etc. (Cassano et al., 2006;
Kaya et al., 2008). Su capacidad antioxidante viene dada principalmente por su contenido en
vitamina Cy polifenoles en funcién de la variedad del kiwi (Krupa et al., 2011).

La capacidad antioxidante de un alimento viene determinada por interacciones sinérgicas
entre diferentes compuestos antioxidantes, al mismo tiempo también se ve afectada por el
modo de accién concreto de cada uno de ellos (Thaipong et al., 2006). Por estos motivos, es
necesario utilizar procedimientos adecuados tanto en la extraccion de antioxidantes, como en
la medida de la capacidad antioxidante. En este trabajo se han utilizado diferentes mezclas de
disolventes optimizados en trabajos anteriores para la extraccion de compuestos concretos vy,
a cada uno de los extractos obtenidos, se le ha analizado la capacidad antioxidante.

Dada la complejidad de la naturaleza de los compuestos fitoquimicos que originan la actividad
antioxidante, se hace necesario el empleo de al menos dos métodos para su determinacion
(Du et al., 2009). Los métodos elegidos en este estudio (el método ABTS, empleando el
reactivo ABTS, como oxidante; el método FRAP basado en la capacidad de reduccién férrica y
el método DPPH basado en el potencial captador de radicales libres de este reactivo) son los
recomendados por distintos autores (Brand-Williams et al.,, 1995; Ozgen et al., 2007). Las
comparaciones entre resultados de capacidad antioxidante solo se pueden realizar para un
mismo método y para muestras obtenidas con los mismos disolventes (Pérez-Jiménez et al.,
2008).

43.1 Extracto Fendlico.

La actividad antioxidante de los compuestos fendlicos se ve determinada por su estructura
quimica, por lo que existen grandes diferencias en la efectividad como antioxidantes entre los
distintos grupos de compuestos que conforman este grupo. Los compuestos fendlicos pueden
actuar como antioxidantes mediante dos mecanismos principales: como antirradicalarios y
como agentes quelantes de metales. Asi, por una parte, su actividad antioxidante se atribuye a
su facilidad para ceder atomos de hidrégeno de un grupo hidroxilo aromatico a un radical libre
y a la posibilidad de deslocalizacién de cargas en el sistema de dobles enlaces del anillo
aromatico. Por otro lado, los compuestos fendlicos poseen ademas una estructura quimica
ideal para captar iones metdlicos (principalmente hierro y cobre) y por tanto para inhibir la
formacion de radicales libres (Rice-Evans et al., 1997).
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En la figura 4 se muestran los valores medios de la AAO analizada por el método DPPH del
extracto fendlico en disolucién y seco. En primer lugar, para los extractos en disolucion, los
valores obtenidos por el método DPPH fueron para el KF de 0,83 mmoles Trolox Equivalente
/100g sk. La muestra liofilizada sin goma KL no mostré diferencias significativas (p>0,05) en su
AAO con respecto a KF ni a KL+GA. La KL+GA mostré un aumento significativo (p<0,05) de la
capacidad antioxidante de un 21% con respecto al KF. Ademds del efecto encapsulante
protector que este soluto ejerce sobre los compuestos bioactivos, estudios de Montenegro et
al., (2012) han puesto de manifiesto que la GA es capaz de aportar actividad antioxidante,
mejorando la AAO del producto final.

Para los extractos fendlicos secos se observaron diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05) en AAO entre los tres extractos de kiwi. Para el extracto seco de KF el valor de la AAO
fue de 0,78 mmoles TroloxEquivalente /100g sk. Siguiendo la misma tendencia observada en
los extractos en disolucion, los otros dos extractos secos procedentes de las muestras
liofilizadas con y sin goma, mostraron un aumento significativo (p<0,05) de AAO con respecto
al extracto de la fruta fresca, con un porcentaje de 7,7% y 30%, respectivamente. Observando
de nuevo en este caso, el efecto protector de la goma ardbiga sobre los compuestos bioactivos
(Kuck et al., 2016). Comparando los extractos de las muestras en disolucién y los extractos
secos, el proceso de obtencidn del extracto seco no ocasiond pérdidas significativas (p>0,05).
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Figura 4. Actividad antioxidante medida por el método DPPH (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk)
del extracto fendlico para las muestras en disolucién y los extractos secos de las diferentes muestras de
kiwi. a-c Para cada extracto, en disolucidon o seco, letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, numeros diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre extractos en disolucién y secos

En la figura 5, se muestran los valores medios de la AAO analizada por el método FRAP del
extracto fendlico en disolucién y seco. En el método FRAP, el valor de la AAO de la muestra
fresca fue de 1,94 mmoles Trolox Equivalente/100g sk. El proceso de liofilizacion aumentd
significativamente (p<0,05) la AAO de las muestras, observandose un aumento de un 23% en el
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caso del KL y un 33% en KL+GA. Ambas muestras liofilizadas no mostraron diferencias
significativas (p>0,05) en su AAO.

En los extractos secos, con el ensayo FRAP se detectaron diferencias significativas en el
contenido de AAO (p<0,05). El extracto fresco con un valor de 1,79 mmoles Trolox
Equivalente/100g sk. La AAO de los extractos de KL y KL+GA fueron superiores a KF como
también se ha producido en el caso de sus muestras en disolucidn. La obtencién del extracto
seco ocasiond pérdidas no significativas (p>0,05) de la AAO de 7,7% en KF y de 4% KL. La
muestra con goma arabiga no perdié AAO.
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Figura 5. Actividad antioxidante medida por el método FRAP (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk) del
extracto fendlico para las muestras en disolucién y los extractos secos de las diferentes muestras de
kiwi. a-c Para cada extracto, en disolucidon o seco, letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre extractos en disolucidn y secos

Los valores medios de la AAO analizada por el método ABTS del extracto fendlico en disolucién
y seco se pueden ver en la figura 6. En este método no se observaron diferencias significativos
(p>0,05) en la AAO de las muestras KF, KL y KL+GA. A excepcidn, en los extractos secos de
dichas muestras, el extracto seco de KL mostré una disminucion significativa (p<0,05) respecto
al extracto seco de KF de 9,5%. Tampoco se observaron diferencias significativos (p>0,05)
entre la AAO de los extractos en disolucién y secos.
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Figura 6. Actividad antioxidante medida por el método ABTS (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk) del
extracto fendlico para las muestras en disolucion y los extractos secos de las diferentes muestras de
kiwi. a-c Para cada extracto, en disolucidon o seco, letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre extractos en disolucién y secos

En general, los resultados obtenidos de la AAO para los tres métodos de analisis utilizados,
estan en concordancia con la tendencia observada para los compuestos fendlicos (Figura 1).
Ademas, en todos los casos se observd que la muestra que presentdé mayor potencial
antioxidante fue la muestra liofilizada con goma ardbiga. En general los valores obtenidos de
AAO son similares a los descritos en otros estudios realizados por Park et al. (2014), donde se
estudia la capacidad antioxidante de diferentes extractos de kiwi liofilizado, empleando los
mismos métodos de andlisis que en este trabajo.

Los estudios anteriormente citados de Ahmad-Qasem et al.,, (2015) explican que la
deshidratacién de extractos de hoja de olivo a 1202C y a 552C con vacio, causé un efecto
significativo (p<0,05) en su potencial antioxidante, reduciendo AAO alrededor de 10%,
independientemente del método de secado empleado. Esta reduccion también ha sido
descrita por otros autores asi, Fang y Bhandari (2011) observaron que el secado por aspersién
de zumo de bayas redujo la AAO un 6% respecto del extracto inicial en disolucion.

4.3.2 Extracto Lipofilico

El extracto lipofilico se utilizé para la cuantificacion de compuestos carotenoides, empleando
hexano:acetona:etanol (50:25:25) como disolvente de extraccidn. De igual manera que para el
extracto fendlico, en este extracto se analizd la capacidad antioxidante por los tres métodos
diferentes.

Los valores de la actividad antioxidante del extracto lipofilico resultaron menores que los

obtenidos en el extracto fendlico. Esto puede ser debido a que la cantidad de fenoles totales
sea mayoritaria que la cantidad de carotenoides totales en el kiwi (Leontowicz et al., 2016). En
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la figura 7 se muestran los valores medios de la AAO analizada por el método DPPH del
extracto lipofilico en disolucién y seco. En ambos casos se observaron diferencias significativas
en la AAO (p<0,05) de la muestra fresca y las liofilizadas.

La AAO del KF fue de 0,45 mmoles TroloxEquivalente/100g sk, se observaron pérdidas de 40%
y 27% en la AAO de las muestras KL y KL+GA con respecto a la fruta fresca. Ademas se
observaron diferencias significativas en la AAO (p<0,05) entre las muestras y los extractos con
y sin goma ardbiga, evidenciando de nuevo el efecto protector de este soluto.

La AAO de los extractos en disolucidn no resulté ser significativamente diferente (p>0,05) a la
AAO de los extractos secos.
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Figura 7. Actividad antioxidante medida por el método DPPH (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk)
del extracto lipofilico para las muestras en disolucion y los extractos secos de las diferentes muestras de
kiwi. a-c Para cada extracto, en disoluciéon o seco, letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre extractos en disolucién y secos.

En la figura 8, se muestran los valores medios de la AAO analizada por el método FRAP del
extracto lipofilico en disolucidn y seco.

El valor de AAO de KF fue de 0,52 mmoles TroloxEquivalente/100g sk. Respecto a KL y KL+GA,
tanto su extracto en disolucién como seco, se observd la misma variacion de AAO que la
observada en DPPH, con pérdidas (p<0,05) de 42% y 23%, respectivamente.

Tampoco se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre la AAO de debidos a la
obtencidn del extracto seco.

-20-



RESULTADOS Y DISCUSION

< FRAP
o 069 C1 c-1

8 1 KF
-— e

3 b-1 b-1 0O KL

S B3 KL+GA
5 oaq | | 1

2

=]

o

%

o 0.2

2

-

7]

2

g 0o T T

E En disolucion Seco

Figura 8. Actividad antioxidante medida por el método FRAP (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk) del
extracto lipofilico para las muestras en disoluciéon y los extractos secos de las diferentes muestras de
kiwi. a-c Para cada extracto, en disolucidon o seco, letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre extractos en disolucién y secos

En la figura 9 se muestran los valores medios de la AAO analizada por el método ABTS del
extracto lipofilico en disolucién y seco. Tanto en los extractos lipofilicos en disolucién como
secos, se observaron diferencias significativas entre la AAO de las muestras. Se obtuvieron
pérdidas ocasionada por el procesado por liofilizacion de 38% en KLy 24% en KL+GA.

En cuanto a la AAO del extracto seco de KF, fue de 0,36 mmoles TroloxEquivalente/100g sk ,
se produjo una disminucién en la AAO de los extractos de KL y KL+GA respecto de KF de 38% y
17%, respectivamente. Si observamos la comparacién entre las muestras y los extractos secos
obtenidos. No resultaron ser diferente significativamente (p>0,05).
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Figura 9. Actividad antioxidante medida por el método ABTS (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk) del
extracto lipofilico para las muestras en disolucidn y los extractos secos de las diferentes muestras de
kiwi. a-c Para cada extracto, en disoluciéon o seco, letras diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes indican diferencias significativas
(p<0,05) entre extractos en disolucién y secos
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En general, la evolucién de la AAO del extracto lipofilico con el tratamiento de liofilizacién no
siguid la misma tendencia que la observada para los carotenoides, los cuales no se vieron
afectado por el procesado (Figura 2).

En todos los métodos de andlisis de AAO utilizados, el proceso de liofilizaciéon disminuyé la
AAOQ. Con la extraccidon realizada de compuestos lipofilicos con hexano:acetona:etanol, han
podido extraerse otros fitonutrientes lipofilicos presentes en el kiwi como la vitamina E y los
tocoferoles, no analizados en este estudio, sensibles al procesado y que pueden estar siendo
contabilizadas al evaluar la capacidad antioxidante de este extracto (D Evoli et al., 2015; Miiller
et al., 2011). Estudios de Fiorentino et al., (2009) mostraron que el kiwi en la variedad (Actinia
chinensis) tenia un contenido en vitamina E de 1,02 mg o- tocoferol/100 g peso fresco. Si se
observé un efecto protector de la goma ardbiga en la AAO de las muestras liofilizadas (Kruck,
et al 2016).

4.3.3 Extracto Vitamina C

A los extractos de las muestras utilizados para cuantificar el contenido en vitamina C,
empleando 4cido oxalico como disolvente de extraccion también se le midié la AAO por los
tres métodos de analisis (DPPH,FRAP y ABTS).

En la figura 10, se muestran los valores medios de la AAO analizada por el método DPPH del
extracto de vitamina C en disolucidn y seco.

En este método, la muestra de kiwi fresco mostrd valores de AAO significativamente (p<0,05)
mayores que las muestras liofilizadas KL y KL+GA. Concretamente la liofilizacion ocasiond
pérdidas de AAO de 77% y 52%, en las muestras sin y con goma arabiga respectivamente. La
muestra fresca mostré AAO de 1,41 mmoles TroloxEquivalente/100g sk. Como en los casos
anteriores, se observé un efecto protector (p<0,05) de la goma arabiga sobre este bioactivo.

La misma variacion de AAO se observd en la caracterizacidén de los extractos secos de las
muestras, obteniéndose disminuciones de AAO de 77% y 50% en los extractos de KL y de
KL+GA, con respecto al extracto seco de KF. El valor de AAO del extracto seco de KF fue de 1,26
mmoles TroloxEquivalente/100g sk.

Estableciendo un analisis estadistico entre las muestras en disolucién y los extractos secos, se
observé que la obtencién del mismo Unicamente ocasioné pérdidas significativas (p>0,05) de
AAO en KF.
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Figura 10. Actividad antioxidante medida por el método DPPH (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk)
del extracto de vitamina C para las muestras en disolucién y los extractos secos de las diferentes
muestras de kiwi. a-c Para cada extracto, en disolucién o seco, letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre extractos en disolucion y secos.

Se pueden observar (figura 11), los valores medios de la AAO analizada por el método FRAP del
extracto de vitamina C en disolucion y seco. La AAO de las muestras liofilizadas KL y KL+GA fue
significativamente menor (p<0,05) que KF (4,16 mmoles TroloxEquivalente/100g sk),
produciéndose una disminucion de 42% y 30% respectivamente debido al secado por
liofilizacion. Las muestras liofilizadas no mostraron diferencias significativas (p>0,05) entre si.

Para el mismo método, refiendonos a los extractos secos de vitamina C, todos los extractos
mostraron diferencias significativas (p<0,05) en cuanto a su AAO. En este caso si se reflejo el
efecto encapsulante de la goma arabiga sobre la vitamina (Parra, 2010). En ningun caso, la
obtencidn de estos extractos secos ocasiond cambios en la AAO.
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Figura 11. Actividad antioxidante medida por el método FRAP (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk)
del extracto de vitamina C para las muestras en disolucidn y los extractos secos de las diferentes
muestras de kiwi. a-c Para cada extracto, en disolucidon o seco, letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre extractos en disolucion y secos
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En la figura 12, se muestran los valores medios de la AAO analizada por el método ABTS del
extracto de vitamina C en disolucidn y seco. Se observé la misma evolucion que la descrita
para el método FRAP. En este caso la liofilizacion ocasioné pérdidas (p<0,05) de AAO de 55% y
49% en KL y KL+GA, respectivamente. Entre ambas muestras liofilizadas no se vieron
diferencias significativa (p>0,05).

Tampoco se observé efecto en la AAO medida por ABTS de la obtencién del extracto seco y si
efecto protector de la goma ardbiga sobre la vitamina (Valle-Guadarrama et al., 2008).
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Figura 12. Actividad antioxidante medida por el método ABTS (mmoles Trolox Equivalente / 100 g sk)
del extracto de vitamina C para las muestras en disolucion y los extractos secos de las diferentes
muestras de kiwi. a-c Para cada extracto, en disolucidon o seco, letras diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre muestras. 1-2: Para cada muestra, niUmeros diferentes indican diferencias
significativas (p<0,05) entre extractos en disolucion y secos

El extracto de vitamina C, es el que mayor valor de AAO presenta de los tres extractos
estudiados en cuanto a las muestras de fruta fresca. Las pérdidas ocasionadas en esta vitamina
por el proceso de liofilizacion se han visto reflejadas en su AAO. La vitamina C es uno de los
compuestos bioactivos mayoritarios del kiwi (Du et al., 2009; Nishiyama et al., 2004; Delva &
Goodrich-Schneider, 2013).

4.4 Estimacion de la actividad antioxidante total

Bajo condiciones estandarizadas, la actividad antioxidante de una mezcla de compuestos hidro
y liposolubles es aditiva. Asi, con el objetivo de estimar la capacidad antioxidante total de los
extractos, se sumaron las actividades antioxidantes de los tres extractos para cada muestra
(Van der Berg et al., 1999; Pérez-Jiménez et al., 2008), obteniéndose los valores mostrados en
la tabla 2. Puesto que la capacidad antioxidante total de una muestra viene dada por
interacciones sinérgicas entre diferentes compuestos, en esta estimacion se pueden cometer
algunos errores subestimando la capacidad antioxidante total de las muestras. Ademas, a
pesar de haber utilizado combinaciones de disolventes con distinta polaridad para facilitar la
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extraccién de todos los compuestos antioxidantes, lipo y hidrofilicos, también habria que tener
en cuenta que pueden haber ciertos compuestos con potencial antioxidante que no hayan sido
extraidos con los disolventes utilizados en este estudio. Van der Berg et al., (1999) compararon
la actividad antioxidante total tedrica calculada como suma de las actividades antioxidantes de
los distintos componentes (vitamina C, vitamina E, flavonoides) de muestras de zumo de
naranja y uva, con la actividad antioxidante total medida, resultando ésta superior, lo cual
indico la presencia de sustancias antioxidantes “desconocidas” no contabilizadas.

Como se puede observar en la tabla 3, se produjeron diferencias significativas (p<0,05) en la
AAO total de los extractos, tanto en estado de disolucion como secos, entre las muestras de
kiwi fresca, liofilizada y liofilizada con goma arabiga para todos los métodos de analisis de la
actividad antioxidante. Los extractos que mayor AAO mostraron fueron los de KF, seguidos de
KL+GA. La liofilizacion ocasiond pérdidas del 30% de la AAO total, pérdidas similares las
observadas por otros autores (Kuck et al., 2016), mientras que la adicion de GA mejoré el
potencial antioxidante de las muestras (Bertolini et al., 2001; Parra, 2010).

Tabla 3. Actividad antioxidante total, en mmoles Trolox Equivalente/100 g de sk, y desviacidn
estandar de los extractos en disolucion y secos de kiwi. a-c: Para cada extracto (en disolucion
o0 seco) y para cada método, letras diferentes indican diferencias significativas entre las
muestras (p<0,05) dentro de la misma columna. 1-2: Para cada muestra, nimeros diferentes
indican diferencias significativas (p<0,05) entre extractos en disolucién y secos

DPPH FRAP ABTS
MUESTRA Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto en Extracto
en disolucion seco en disolucion seco disolucion seco
KF 2,692 2,49 6,62 5,95 6,48 5,84
KL 1,58%2 1,4°7 5,44%72 4,83%" 3,97%° 3,62%1
KL+GA 2,02"2 1,07°7 6,24 5,857 49" 467"

4.5 Andlisis de correlacion entre los compuestos fitoquimicos y la actividad
antioxidante del kiwi

Para identificar si existe alguna correlacién entre los métodos de determinacién de la
actividad antioxidante utilizados y cada uno de los compuestos bioactivos extraidos, se
realizaron analisis estadisticos de correlacion de Pearson (Tabla 4). El coeficiente de
correlacién de Pearson es un indice que mide el grado de variacién entre distintas
variables relacionadas linealmente. El intervalo de variacidn de este coeficiente es de -1 a
+1 y mide la fuerza de relacién lineal entre las variables.
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Segun lo descrito por Boeing et al. (2014), no existe un método de extraccidn de compuestos
bioactivos Unica, ya que su eficacia depende de varios factores como el tamafio de particula, el
método de extraccidon que se utilice, la presencia de sustancias que puedan interferir, asi como
la naturaleza del compuesto bioactivo, etc.

Tabla 4. Coeficientes de correlacién de Pearson entre la actividad antioxidante por el método FRAP,
ABTS y DPPH, y los fenoles, carotenoides y vitamina C del kiwi.

DPPH ABTS FRAP
Fenoles Totales 0,82* 0,72%* 0,70%*
Carotenoides -0,11 -0,15 -0,02
Vitamina C 0,60* 0,64* 0,50*

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

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

Los extractos de fenoles totales fueron los que mejor se correlacionaron con cualquiera de
los tres métodos de andlisis de actividad antioxidante ensayados, tal y como han
observado otros autores (Yuka et al., 2003; Thaipong et al., 2006; Xu et al., 2008; Gil y
Rojano, 2009; Park et al., 2011). 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 correlacidon negativa entre carotenoides totales y la actividad
antioxidante medida por el método DPPH, ha sido observada también por otros autores
(Thaipong et al., 2006). Esto indica que los carotenoides no son los principales agentes
antioxidantes de la fraccion lipofilica del kiwi, 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 y otros tocoferoles (Fiorentino et al., 2009; D’Evoli et
al., 2015). Pulido et al. (2000) tampoco observaron relacion de los carotenoides con el
método FRAP, concluyendo que estas sustancias no parecen contribuir a la reduccidn del
hierro. Pérez Jiménez et al. (2008), sugieren la aplicabilidad de este método de
determinacién de la capacidad antioxidante para compuestos hidrofilicos, y el método
DPPH para ambos extractos, lipofilico e hidrofilico.

4.6 Eficacia encapsulante

Segun distintos autores que emplean la técnica de liofilizacidn junto la adicién de un soluto
encapsulante (goma ardbiga, 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, Murali et al., 2014) la Eficacia encapsulante puede
calcularse basandose en la cantidad de bioactivo inicial en la fruta antes y después de la
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encapsulacién, segin método sugerido por Risch y Reineccius (1988), tal y como se ha descrito
en Material y Métodos.

Siguiendo este procedimiento, comparando respecto al contenido en la fruta de partida, se
obtuvo que la eficacia encapsulante de los compuestos fendlicos de 96,7%, de los carotenoides
99,4 % y de la vitamina C de 89%.

En nuestro trabajo, para no tener en cuenta en el calculo de este parametro el efecto del
aumento de bioactivos que en algunos casos se produce con el proceso de liofilizacién, y
enmascarar asi el efecto causado uUnicamente por la adicion de goma arabiga, también se
calculd la Eficacia encapsulante tomando como control el extracto seco de la fruta liofilizada
sin goma arabiga. Es decir se compararon los valores de compuestos bioactivos en el extracto
seco de KL, respecto al extracto seco de KL+GA. De esta manera, la eficacia encapsulante de los
compuestos fendlicos fue de 91%, de los carotenoides 96% y de la vitamina C de 91%.

Estos valores fueron del orden de los encontrados por Murali et al., 2014, que encapsuld
antocianinas con goma arabiga empleando la técnica de liofilizacién (94% de eficacia
encapsulante).
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5 CONCLUSIONES

La liofilizacion permitié obtener productos de kiwi en polvo de alta calidad funcional. Aunque
este proceso repercutié positivamente, favoreciendo la extracciéon de fenoles y carotenoides
totales, disminuyd el contenido en vitamina C, lo cual repercutid en la actividad antioxidante.

En general, la incorporacién de goma ardbiga como aditivo tecnoldgico favorecio la estabilidad
de los fitoquimicos estudiados, demostrando su accién encapsulante y protectora de los
mismos, y mejoré la actividad antioxidantes de las muestras. Se obtuvo una eficacia
encapsulante superior al 90%.

La actividad antioxidante evaluada en los extractos hidrofilicos, sobre todo el extracto fendlico
obtenido con la disolucién de metanol y agua, fue mayor que en el lipofilico, por lo que éste se
podria considerar el mejor disolvente de extraccién para la obtencién de un extracto de alta
capacidad antioxidante.

En general la actividad antioxidante de los extractos hidrofilicos siguid la misma tendencia que
los compuestos bioactivos analizados en los mismos. Sin embargo, en el extracto lipofilico, la
actividad antioxidante se vio disminuida con la liofilizacidn, mientras que los compuestos
carotenoides no se vieron afectados. Esto puede atribuirse a que pudieron extraerse también
otros fitonutrientes lipofilicos presentes en el kiwi como la vitamina E y los tocoferoles, no
analizados en este estudio, sensibles al procesado y que pueden estar siendo contabilizados al
evaluar la capacidad antioxidante de este extracto.

Los compuestos fendlicos fueron los compuestos bioactivos que mayor correlacién mostraron
con la AAO de kiwi.

La obtencidn de los extractos deshidratados causo ligeras pérdidas en compuestos bioactivos y
en actividad antioxidante, respecto a los extractos en disolucion, alrededor del 10% en el kiwi
sin goma arabiga y entre 0-2% en los extractos con este soluto. Estos cambios también
repercutieron en la actividad antioxidante de los extractos secos.
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