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RESUMEN

Los fresones son una de las frutas mas consumidas en todo el mundo y son muy
comunes en la dieta mediterranea porque tienen un alto contenido en nutrientes
esenciales y compuestos fitoquimicos beneficiosos para la salud. Sin embargo, su
produccion es estacional y su estabilidad en fresco es muy limitada, solamente un
pequeno porcentaje de fresén alcanza el mercado para consumo en fresco, la mayoria
son utilizadas en conservas. Por ello, resultaria interesante disefiar un nutracéutico a
partir de extractos fresén, para lo cual partir de fruta liofilizada podria resultar adecuado.

En este trabajo, se ha estudiado el efecto de la liofilizacion y la adiccion de goma arabiga
como agente protector en algunos compuestos fitoquimicos del fresén y en su actividad
antioxidante. Para ello se han empleado distintas mezclas de disolventes para obtener
extractos de compuestos fendlicos, vitamina C y carotenoides, y se ha evaluado la
actividad antioxidante de los mismos por los métodos DPPH, FRAP y ABTS. Ademas,
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 disolucion.

Los resultados mostraron que la liofilizacion puede ser un buen método para la
elaboracion de nutraceuticos, ya que se consiguio un fresén en polvo con alta calidad
funcional. Este proceso repercutié positivamente favoreciendo la extracciéon de fenoles,
pero disminuyé el contenido en vitamina C, lo cual repercutié negativamente en la
actividad antioxidante de los extractos hidrofilicos. Aun asi, los extractos hidrofilicos
presentaron mayor actividad antioxidante que los extractos lipofilicos.

La obtencion de los extractos secos disminuyd ligeramente los compuestos fitoquimicos
estudiados entre 2-7%. La presencia de goma arabiga mantuvo mejor el contenido de
estos compuestos, impidiendo su degradacion.

PALABRAS CLAVE: freson, liofilizacion, actividad antioxidante, goma arabiga,
compuestos bioactivos.
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RESUM

Els maduixots son una de les fruites més consumides en tot el mén i sén molt comuns
en la dieta mediterrania perqué tenen un alt contingut en nutrients essencials i
compostos fitoquimicos beneficiosos per a la salut. No obstant aixd, la seua produccio
és estacional i la seua estabilitat en fresc és molt limitada, només un xicotet percentatge
de maduixot arriba al mercat per a consum en fresc, la majoria sén utilitzades en
conserves. Per aix0, resultaria interessant dissenyar un nutracéutic a partir d'extractes
maduixot, per la qual cosa partir de fruita liofilitzada podria resultar adequat.

En aquest treball, s'ha estudiat I'efecte de la liofilitzaci6 i I'addiccié de goma arabiga com
a agent protector en alguns compostos fitoquimicos del maduixot i en la seua activitat
antioxidant. Per a aixd s'han emprat distintes mescles de dissolvents per a obtindre
extractes de compostos fendlics, vitamina C i carotenoides, i s'ha avaluat l'activitat
antioxidant dels mateixos pels métodes DPPH, FRAP i ABTS. A més, s'han assecat els
diferents extractes obtinguts i s'ha avaluat la influéncia del procés d'obtencié dels
extractes sobre els mateixos components i propietats analitzats en els extractes en
dissolucié.

Els resultats van mostrar que la liofilitzacié pot ser un bon métode per a I'elaboracié de
nutraceéutics, ja que es va aconseguir un maduixot en pols amb alta qualitat funcional.
Aquest procés va repercutir positivament afavorint l'extraccié de fenols, perd va
disminuir el contingut en vitamina C, la qual cosa va repercutir negativament en l'activitat
antioxidant dels extractes hidrofilics. Encara aixi, els extractes hidrofilics van presentar
major activitat antioxidant que els extractes lipofilics.

L'obtencié dels extractes secs disminuir lleugerament els compostos fitoquimics
estudiats entre 2-7%. La preséncia de goma arabiga va mantenir millor el contingut
d'aquests compostos, impedint la seva degradacio.

PARAULES CLAU: maduixot, liofilitzacid, activitat antioxidant, goma arabiga,
compostos bioactius.
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ABSTRACT

Strawberries are one of the most consumed fruits worldwide and they are very common
in the Mediterranean diet because they have a high content of phytochemicals and
essential nutrients beneficial to health. However, their production is seasonal and its
stability is very limited, only a small percentage of strawberry reaches the market for
fresh consumption, most are used canned. Therefore, it would be interesting to design a
nutraceutical from strawberry extracts, using freeze dryed fruit as raw material.

In this study, we have studied the effect of freeze-drying and the addition of gum arabic
as a protective agent in the main phytochemicals compounds of strawberry extracts and
in their antioxidant activity. For this purpose, we have used different mixtures of solvents
to obtain phenolic, vitamin C and carotenoid extracts, and we have evaluated their
antioxidant activity by DPPH, FRAP and ABTS methods. In addition, these extracts were
dried and the influence of the process was assessed in the same parameters analyzed
in extracts in solution.

The results showed that freeze drying could be a good method for the preparation of
nutraceuticals, because a high functional quality strawberry powder could be formulated.
This process had a positive effect favoring the extraction of phenols, but decreased the
content of vitamin C, which affected negatively the antioxidant activity of the hydrophilic
extracts. Still, the hydrophilic extracts showed higher antioxidant activity than the
lipophilic ones.

Extract dehydration step decreased slightly the phytochemical compounds studied
among 2-7%. The presence of gum arabic favoured the stability of the phytochemicals
studied, preventing its degradation.

KEYWORDS: strawberry, lyophilization, antioxidant activity, arabig gum, bioactive
compounds.
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1. INTRODUCCION

En la sociedad en la vivimos buscamos consumir alimentos que nos ayuden a mantener
una dieta sana y equilibrada. Las frutas y verduras nos aportan grandes cantidades de
nutrientes, ademas de poseer compuestos denominados fitoquimicos o sustancias
bioactivas, sin ningun valor nutritivo propio pero beneficiosas para nuestra salud, ya que
la mayoria de éstas poseen propiedades antioxidantes (Tomas-Barberan et al., 2001).
Cuando se produce una oxidacion, una especie cede electrones a la otra reduciéndola.
En estas reacciones se producen radicales libres, que son especies quimicas muy
oxidativas capaces de provocar danos en el organismo. Los antioxidantes evitan la
interaccion entre los radicales libres y las principales biomoléculas del organismo (Barba
et al., 2005).

La organizacién mundial de la salud nos recomienda ingerir 5 raciones de fruta y
verduras diarias (OMS, 2015). Mediante el consumo frecuente de éstas conseguimos
disminuir el riesgo de problemas cardiovasculares, procesos inflamatorios y cancer
(Bazzano et al., 2002; Stoner et al., 2008; Aqil et al., 2012). La capacidad antioxidante
es derivada de la accion de sustancias antioxidantes como la vitamina C y E, polifenoles,
carotenoides, terpenoides y trazas de minerales (Pérez-Jiménez et al., 2008; Arnao et
al., 2001).

Los fresones (Fragaria x ananassa) son una de las frutas mas consumidas en todo el
mundo y son muy comunes en la dieta mediterranea porque tienen un alto contenido en
nutrientes esenciales y compuestos fitoquimicos beneficiosos (Giampieri et al., 2012).
Las variedades cultivadas comercialmente son por lo general hibridos en especial
Fragaria x ananassa, que ha reemplazado casi universalmente a la especie silvestre,
Fragaria vesca, por el superior tamafo de sus frutos. Los fresones se utilizan como
alimento y en el sector médico desde la antigua Grecia. Las hojas y las frutas se usan
como antisépticos, diuréticos y laxantes, ademas de para tratar enfermedades
cardiovasculares (Bnouham et al., 2002). Desde el punto de vista de sus propiedades
nutritivas y funcionales, en comparacién con otras frutas, contiene una cantidad
moderada de hidratos de carbono (fundamentalmente son fructosa y glucosa) y su valor
caldrico es bajo. Destaca su aporte de vitamina C, con un porcentaje incluso superior
en ocasiones al que posee la naranja, y antocianinas (flavonoides), sustancias ambas
de accién antioxidante y, por lo tanto, con un claro papel funcional (Tomas-Barberan et
al., 2001). Ademas, contiene vitamina E, acido folico y carotenoides, asi como un
importante contenido de acidos organicos, entre ellos, el citrico, malico, oxalico y
salicilico (de accion anticoagulante y antiinflamatoria). También es rica en minerales
como el potasio y el magnesio, entre otros (Pineli et al., 2011; Giampieri et al., 2012). La
recoleccién de esta fruta se centra en los meses de primavera, por lo que la posibilidad
de comerla fresca se reduce a un periodo de 3 meses. Posteriormente son procesadas
y conservadas para la obtencion de zumos, mermeladas, etc., lo que implica numerosos
cambios desde la cosecha hasta su consumo. Durante las operaciones de
acondicionamiento, procesamiento y almacenamiento se producen cambios que afectan
a las propiedades nutritivas y funcionales del freson.



Actualmente, el ritmo de vida acelerado y los habitos alimentarios inadecuados, hacen
que sea dificil llevar una dieta equilibrada, pudiendo conllevar a un déficit nutricional. En
este sentido, la demanda de compuestos antioxidantes por parte del consumidor y la
magnifica fuente de estos compuestos que, de forma natural, son las frutas, apunta la
posibilidad de ofrecer al mercado un nutracéutico o suplemento dietético obtenido de
frutas.

Los nutraceuticos se definen por primera vez en 1989 por el Dr. Stephen De Felice
como alimentos o partes de alimentos que nos proporcionan beneficios en nuestra salud
incluyendo el tratamiento de enfermedades (Bhaskaran, 2002). En la actualidad el
término nutraceutico se aplica a un suplemento dietético concentrado formulado a partir
de una sustancia natural bioactiva presente en los alimentos, que posee mas beneficios
para la salud que el alimento normal (Cruzado y Cedrén, 2012). Debido al aumento de
la comercializacién y el uso de estos productos, cada vez es mas necesario la proteccion
de los consumidores con una legislacion que regule las falsedades que podemos
encontrar en este tipo de suplementos alimenticios y responda a las necesidades de las
industrias tanto en la innovacién, comercializacion y promocién (Cortés et al., 2005). La
legislacion europea se centra en el etiquetado y prohibe atribuir propiedades
preventivas, curativas o terapéuticas a estos productos (Silveira et al., 2003)

Una de las técnicas para elaborar nutraceuticos es la liofilizacién, ya que nos permite
obtener fruta concentrada en polvo mediante deshidratacién. A continuacion a partir de
esa fruta concentrada se puede extraer la sustancia fitoquimica de nuestro interés con
mas facilidad (Cortés Diaz., et al 2015). La liofilizacion es un proceso de conservacion
mediante sublimacion con el que conseguimos reducir las pérdidas de las propiedades
del alimento que suelen producirse con el uso de otros métodos de secado, como la
deshidratacién osmética o el secado con aire caliente (Grajales-Agudelo et al., 2005).
Con la liofilizacion se elimina el agua del producto previamente congelado y a
continuacion se sublima el hielo en condiciones de vacio (Bermejo, 1999). El resultado
obtenido es una disminucién de la actividad del agua del producto y por consiguiente
una disminucioén de las reacciones quimicas y en el crecimiento bioldgico (Moreira et al.,
1993; Igual et al., 2009). Con la liofilizacién se consiguen productos con mas calidad
que con otros métodos de secado, conservandose mejor el sabor, el color y las
propiedades funcionales del producto inicial, quedando protegidos los constituyentes
oxidables y termolabiles (Grajales-Agudelo et al., 2005, Bermejo, 1999). Ademas, el
producto en polvo final es muy estable en el tiempo, facil de transportar y facil de
rehidratar. El unico inconveniente de esta técnica es el costo del proceso y por ello se
suele utilizar en productos de alto valor, como en la industria farmacéutica (Ramirez
Navas, 2006).

Con la liofilizacién de frutas se obtiene un producto higroscopico que puede ser pegajoso
y apelmazarse con facilidad debido a las altas cantidades de azucares. Estos problemas
estan generalmente asociados al estado gomoso de la matriz (Gabas et al., 2009). Es
necesario transformar el estado gomoso en estado vitreo para poder trabajar con él y
para esto se debe superar la temperatura de transicion vitrea (Tg) que es la marca el
paso de vitreo a gomoso (Allison et al., 2000). El cambio de estado de gomoso a vitreo,
de maxima estabilidad, viene determinado por la temperatura de transicién vitrea (Tg).
La Tg se encuentra directamente relacionada con la composicion del alimento,
aumentando cuanto mayor sea el peso molecular promedio de los solutos de la matriz
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amorfa, y disminuyendo cuanto mayor sea la concentracion de agua (Ross, 1995). Para
favorecer el estado vitreo y evitar la adherencia de las particulas, se hace necesario
aumentar el peso molecular promedio de la matriz amorfa, lo que puede conseguirse
adicionando solutos (Moreira et al., 1993). Estas sustancias pueden ser pectinas, silicato
de calcio, maltodextrina, gomas y otras sustancias (Gabas et al., 2007, Abadio et al.,
2004). La goma arabiga es un hidrocoloide procedente de la savia exudada de diferentes
especies de arboles de la especie Acacia. Quimicamente es una sal neutra con iones
de calcio, magnesio y potasio y seis carbohidratos como la galactosa, ramnosa o
arabinopiranosa. La goma arabiga estd compuesta un 70% por cadenas de
polisacaridos y un 30% por materiales de alto peso molecular y proteinas (Pasquel.,
2001). En la industria agroalimentaria se utiliza como agente estabilizante y
encapsulante para evitar la oxidacion y volatilizacién de componentes, o que hace
aumentar la estabilidad del producto (Gabas et al., 2007).

Los compuestos antioxidantes que poseen las frutas se pueden extraer con diferentes
disolventes organicos segun la polaridad del componente que se desea extraer
(Povilaitis et al., 2015). La extraccidon del compuesto bioactivo depende del tipo de
disolvente utilizado, por ello la eleccién del mejor disolvente resulta un elemento clave
para lograr una extraccién mas eficaz. 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; Thaipong et al., 2006; Cardona et al., 2006,
Giraldo Rojas et al., 2009).



2. OBJETIVO

El objetivo general de este estudio fue evaluar el efecto de la liofilizacién para la
obtencion de extractos de fresén con alto contenido en sustancias bioactivas y
capacidad antoxidante. Ademas, se valord el empleo de goma arabiga como agente
encapsulante y protector de los compuestos fitoquimicos mayoritarios de esta fruta.

A fin de alcanzar el objetivo general, se establecieron los siguientes objetivos
especificos:

e Obtencion de extractos en disolucion a partir de freson fresco, freson liofilizado
y freson liofilizado con goma arabiga ricos en compuestos fitoquimicos
hidrofilicos y lipofilicos.

e Determinacion del efecto de la liofilizacién y de la adicidon de goma arabiga sobre
los compuestos fitoquimicos mayoritarios de los extractos de freséon.

e Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos de freson obtenidos
mediante diferentes técnicas de analisis.

e Obtencion de extractos secos de fresdn ricos en compuestos fitoquimicos
hidrofilicos y lipofilicos a partir de los extractos en disolucién.

e Evaluacién del impacto del secado de los extractos de fresén en los compuestos
fitoquimicos mayoritarios y en la actividad antioxidante de los mismos.



3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIA PRIMA

La fruta utilizada en este trabajo fue el fresén (Fragaria x ananassa), procedente de
Huelva y adquiridos en un supermercado de Valencia. Dada la estacionalidad de esta
fruta, para asegurar la disponibilidad de un lote homogéneo de muestra a lo largo de la
realizaciéon de este estudio, se emplearon fresones congelados. Para la obtencién de la
fruta liofilizada con adicion de solutos con efecto encapsulante, a una parte de la pulpa
de fresén se le afadid goma arabiga (GA) en proporcién 6 g/100 g de fruta, segun

estudios anteriores (Agudelo et al., 2014).

3.2. PREPARACION DE LAS MUESTRAS DE FRESON
La pulpa de fresén congelada se descongelé durante 12h en refrigeracion. Una vez

descongelada, la pulpa se trituré con una batidora (Thermomix TM 21, Vorwerk, Spain).
El puré obtenido se dividié en tres partes, una primera parte no recibidé ningun tipo de
tratamiento y servié como control, constituyendo la muestra que denominaremos F; otra
parte del puré se liofilizé (FL) y a la tercera parte se le afiadié GA previamente a su
liofilizacion (FLG). En la tabla 1 se resume la nomenclatura utilizada. La adicién de la
GA se realizé en el mismo robot de cocina utilizado para la trituracién de la fruta. Para
la obtencion de los productos liofilizados, el freson triturado sin y con GA se dispuso en
bandejas de aluminio con 0,5 cm de espesor y se congelé a -45°C (Liebherr Mediline
7083 207-00) durante 48 horas. Posteriormente las muestras 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 introdujeron en tubos de plastico de cierre hermético
envasados en bolsas a vacio (envasadora Tecnotrip EVO86154, Espafa) a temperatura

ambiente y en oscuridad hasta su analisis.

Tabla 1. Nomenclatura utilizada para definir las muestras.

MUESTRA NOMENCLATURA
Freson F
Freson liofilizado FL
Fresodn liofilizado con goma arabiga FLG




3.3 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE FRESON EN DISOLUCION
Y SECOS

Para la obtencion de los distintos extractos ricos en compuestos bioactivos de las
muestras F, FL y FLG, se utilizaron diferentes tipos de disolventes dependiendo de la

naturaleza lipofilica o hidrofilica de los compuestos bioactivos que se querian extraer.

En la extraccion de compuestos fendlicos, se utilizé una mezcla de metanol y agua, en
proporcion 70:30 (v/v). Este disolvente mostrd los mejores resultados en estudios
previos para esta extraccién (Farinha, 2014; Spaggiari, 2014). El procedimiento de
extraccion empelado fue el sugerido por Tomas-Barberan et al. (2001). El primer paso
fue pesar 1 g de muestra y anadir 9 mL de la mezcla de disolvente. A continuacién se
homogeneizé en un agitador magnético durante 30 min y pasado ese tiempo se
centrifugd a 8000 rpm durante 15 min a 20 °C (Selecta Medifriger-BL, Espana),
recogiéndose el sobrenadante. Este sobrenandante constituyd el extracto 1. A este
extracto se le midié el contenido en fenoles totales (apartado 3.4.2.1) y ademas se le

determind su actividad antioxidante (apartado 3.4.3).

Para la extraccién de compuestos fitoquimicos de naturaleza lipofilica del fresén se
utilizé una mezcla de hexano, acetona y etanol, en proporcion 50:25:25 (Olives et al.,
2006). El procedimiento de extraccion seguido fue el mismo que el descrito para el
extracto 1. A este extracto rico en compuestos bioactivos lipofilicos se le denomindé
extracto 2 y se le midié el contenido en carotenoides totales (apartado 3.4.2.2) y su

actividad antioxidante (apartado 3.4.3).

Ademas se realizd un tercer extracto (extracto 3) con acido oxalico al 0,1% (p/v) en
agua (Xu et al., 2008). El procedimiento de extraccion seguido fue el mismo que el
descrito para el extracto 1 y 2. Con este extracto midio la vitamina C (apartado 3.4.2.3)

y su actividad antioxidante (apartado 3.4.3).

Con la finalidad de obtener los extractos secos, evaluar el efecto del proceso de
obtencién de los mismos en su contenido en compuestos bioactivos y sobre su poder
antioxidante, y comprobar su estabilidad para su aplicacion en la elaboracion de un
nutracéutico, se procedio de la siguiente manera: en el extracto 1 fendlico, en primer
lugar se evapor¢ el disolvente organico mediante rotavapor (50°C) durante 20 min para
eliminar todo el metanol, y a continuacion la fase acuosa restante se congel6 durante
48 horas y se liofilizd 48 horas en las mismas condiciones descritas que para la
obtencion de la fruta liofilizada. Para la obtencion del extracto lipofilico seco, el

disolvente organico se elimind mediante rotavapor tal y como se ha descrito para el



extracto 1; para obtener el extracto 3 seco, el extracto se congeld y se liofilizd6 segun

procedimiento descrito para la obtencion del extracto seco 1.

3.4 DETERMINACIONES ANALITICAS

3.4.1 Humedad
Para la determinaciéon de humedad (xw) de las muestras F, FL y FLG se utilizé el método

oficial para alimentos ricos en azucares (AOAC 934.06, 2000). Este método consiste en
la determinacion de la pérdida de peso de la muestra mediante desecacion de la misma
en una estufa de vacio (Vacioterm, J.P. Selecta) a una temperatura de 60°C y P<100mm
Hg, dejando secar hasta peso constante. Los resultados se expresaron en g agua/100g

muestra.

3.4.2 Compuestos bioactivos
A los correspondientes extractos en disolucion y los extractos secos obtenidos a partir

de las muestras F, FL, FLG se les analizé, por triplicado, el contenido en fenoles totales,
carotenoides totales, vitamina C y actividad antioxidante. Con fines comparativos, todos
los resultados se expresaron referidos a 100 g de sdlidos de fresén. Para el analisis de
los extractos secos, éstos se reconstituyeron con el correspondiente disolvente de

extraccion.

3.4.2.1 Fenoles totales

El protocolo de analisis de los fenoles totales se basé en el ensayo de Folin—Ciocalteu,
segun Benzie y Strain (1999) y Selvendran y Ryden (1990). Este ensayo se realizé sobre

el extracto 1.

Para la realizacion del analisis se utilizaron 0,25 mL de extracto, afiadieron 15 mL de
agua biodestilada y 1,25 mL de reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, Alemania). A
continuacion se dej6é reposar la mezcla durante 8 minutos en ausencia de luz y
transcurrido ese tiempo se afiadié 3,75 mL de carbonato sodio 7,5% (p/v), y se aforo el
matraz con agua biodestilada hasta 25 mL. Por ultimo, dejamos los matraces protegidos
de la luz y a temperatura ambiente durante 2 horas y pasado ese tiempo se midid la
absorbancia a 765 nm en un espectofotometro UV-visible (Thermo Electron Corporation
USA).

Para la posterior preparacion de la recta de calibrado se tomaron como patron
disoluciones de acido galico (Sigma—Aldrich, Alemania) a diferentes concentraciones.

Los resultados se expresaron como mg de acido galico / 100 g solidos de freson.



3.4.2.2 Carotenoides totales

La determinacion de los carotenoides totales se llevd a cabo por espectrofotometria

segun AOAC (1996) y Olives et al., (2006). Este ensayo se realiz6 sobre el extracto 2.

Para la realizacion del analisis se afiadieron 15 mL de agua biodestilada a 100 mL del
extracto 2 y se agité la muestra, tras lo cual se dej6 en reposo para lograr una
separacion de fases. De la fase superior organica se tomaron 600 pL que se evaporaron
con nitrégeno y a continuacion se le afadié 1mL de disolucion de THF:ACN:MeOH

(15:30:55, viviv). Por ultimo, se procedié a medir la absorbancia a 446 nm.

Para la posterior cuantificacion se prepard una recta de calibrado con distintas
concentraciones de B-caroteno (Fluka, Espana). Los resultados se expresaron como mg

de B-caroteno / 100 g sdlidos de freson.

3.4.2.3 Vitamina C

La determinacion del acido ascorbico o vitamina C se realizé siguiendo la metodologia
descrita por AOAC (1980) para frutas y vegetales (Pearson, 1998; Mattissek et al.,
1998). Se trata de un analisis volumétrico empleando acido metafosforico 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
pesar 0,5 g de muestra, 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 expresd en mg acido ascorbico/100 g solidos de freson.

3.4.3 Actividad antioxidante
Las propiedades antioxidantes de cada uno de los extractos obtenidos se evaluaron

mediante tres métodos: FRAP, DPPH y ABTS. Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado y en todos los casos se utilizd un espectrofotometro UV-visible Thermo

Electron Corporation, USA.
Los resultados se expresaron como mmol Trolox equivalente / 100 g sélidos de freson.
3.4.3.1 DPPH

El método DPPH consiste en el uso del radical estable 1,1-difenil-2-pricrilhidrazil
(DPPH). La neutralizacion de este radical el cual pierde su color violeta, nos indicara la
capacidad antioxidante de nuestro compuesto (Molyneux, 2003).

Para el método del DPPH se utilizé la metodologia de Puupponen-Pimia et al., (2003),
Brand-Williams et al., (1995) y Sanchez —Moreno et al., (2003). El procedimiento



realizado consiste en colocar en una cubeta 3 mL de reactivo DPPH y 30 uL de extracto.
A continuacion se agité para homogenizar todo y se midié la absorbancia a 515 nm
(espectrofotometro Thermo Electron Corporation, USA) a tiempo 0 y pasados 2,5

minutos.

Para el célculo del porcentaje de DPPH se utilizé la siguiente ecuacion:

(Acontrol—Amuetra)

% DPPH =

%100 1)

A control

donde:
A control €S la absorbancia a tiempo 0 min.
A muestra €S la absorbancia a tiempo 2,5 min, cuando la reaccion se habia estabilizado.

En la posterior preparacion de la recta de calibrado se tom6 como patrén disoluciones

de Trolox (Sigma—Aldrich, Alemania).

3.4.3.2 FRAP

El método FRAP consiste en el poder antioxidante de reducir el Fe®*" a Fe?* a pH bajos.
El complejo reducido posee una coloracion azul intensa que presenta su maxima
absorcion a 593 nm. Para el método FRAP se utilizé la metodologia de Benzie y Stain
(1996), Pulido et al., (2000) y Thaipong et al., (2006). El procedimiento realizado
consistio en colocar en una cubeta 900 uL de reactivo FRAP, 30 uL de agua biodestilada
y 30 pL de extracto. A continuacion se homogenizé y se midié la absorbancia a 593 nm
(espectrofotometro Thermo Electron Corporation, USA) a tiempo 0 y pasados 30 min

incubados a 37°C.

En la preparacion de la recta de calibrado se tomé como patréon disoluciones de Trolox

(Sigma—Aldrich, Alemania).

3.4.3.3 ABTS

El radical ABTS++ se forma a partir de la oxidacion del ABTS mediante persulfato de
potasio y se reduce en presencia de antioxidantes donantes de hidrogeno. En este
método tiene mucha influencia la concentracion del antioxidante en la reaccién de

inhibicion del radical catiénico (Re et al., 1999).

Para el método ABTS se utilizd la metodologia de (Re et al., 1999, Arnao et al., 2001)
y Thaipong et al. (2006). El procedimiento realizado consistié en colocar en una cubeta

10 uL de extracto y 1 mL del reactivo ABTS. A continuacion se agitdé hasta homogenizar



y se midié la absorbancia a 734 nm (espectrofotometro Thermo Electron Corporation,

USA) a tiempo 0 y pasado 1 min.

En la preparacion de la recta de calibrado se tomé como patron disoluciones de Trolox

(Sigma—Aldrich, Alemania).

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 liofilizacion junto la adicion 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), la Eficacia encapsulante puede calcularse basandose
en la cantidad de bioactivo inicial en la fruta antes y después de la encapsulacion, segun

método sugerido por Risch y Reineccius (1988) (ecuacion 2):

Compuesto bioactivo en el fresén (2)
Compuesto bioactivo en el extracto encapsulado

3.6 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 en cada extracto. Para llevar a cabo dichos analisis se utilizo el

programa Statgraphics Centurion XV.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

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

4.1.1 Efecto en el contenido de humedad.
En la siguiente tabla (tabla 2), se muestra la media y la desviacion estandar (entre

paréntesis), de los valores obtenidos de humedad (xw), de las diferentes muestras de
freson estudiadas: F, FL, FLG.

Tabla 2. Valores medios y desviacion estandar de contenido en agua (xw) de las
muestras estudiadas de fresén (F), fresoén liofilizado (FL) y fresén liofilizado con

goma arabiga (FLG), expresado en g de agua/100 g de muestra.

Muestra Xw
F 89,9 (1,3)
FL 2,42 (0,2)
FLG 2,292 (0,08)

a® | os superindices diferentes indican que existen diferencias estadisticamente significativas establecidas
por el ANOVA (valor P<0,05) entre las muestras liofilizadas.

Inicialmente el fresén tenia unos valores de humedad de 89,9 g de agua/100 g de
producto, estos valores fueron muy similares a los obtenidos en otros estudios con fresa
donde se obtuvo un 90% de humedad (Restrepo et al., 2009). Tras la liofilizacion se
consiguio un producto en polvo con unos valores de humedad del orden de los sugeridos
por otros autores para alimentos liofilizados (Guevara-Pérez et al., 1998; Fellows, 2000).
El fresén liofilizado FL presentd unos valores de humedad de 2,4 g de agua/100 g de
producto y el fresén liofilizado con goma arabiga ligeramente inferiores (2,29 g de
agua/100g de producto). No se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre la
humedad de ambas muestras liofilizadas. En otros estudios con borojé liofilizado se
observé una disminucion de la humedad del producto liofilizado al adicionarle diferentes
solutos de alto peso molecular, como maltodextrina o goma arabiga (Mosquera, 2010).
En este estudio se concluyo que la adicion de polisacaridos de alto peso molecular como
la goma arabiga favorece la eliminacion del agua en el posterior proceso de liofilizacion,
lo que podria estar relacionado con un aumento del agua congelable de la muestra.
Ademas, la adicion de solutos provoca una disminucion de las propiedades

higroscopicas de los productos en polvo, proporcionando les mayor estabilidad y
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disminuyendo los fendmenos de pegajosidad y apelmazamiento tipicos de este tipo de
productos de fruta deshidratados (Gabas et al., 2007).

4.1.2 Efecto en el contenido de compuestos bioactivos.
En la figura 1 se muestran los valores medios y desviacion estandar del contenido en

compuestos fendlicos (mg de acido galico/100 g solidos de fresén) de las muestras de

fresén (F), fresoén liofilizado (FL) y fresén liofilizado con goma arabiga (FLG).
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Figura 1. Contenido en fenoles totales (mg acido galico/100 g sélidos de fresén) de las
diferentes muestras de fresén estudiadas: freson (F), freson liofilizado (FL) y fresén
liofilizado con goma arabiga (FLG). Las letras diferentes indican que existen diferencias

significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor p<0,05).

El fresén presentd un contenido en fenoles totales de 1770,54 mg de acido gélico/ 100
g solidos de freson, estos valores son superiores a los obtenidos en estudios similares
con diferentes variedades de freson (Carvajal de Pabodn et al., 2012; Restrepo et al.,
2010). La variabilidad del contenido de compuestos fendlicos en las frutas en distintos
estudios de investigacion puede ser atribuida no solo a 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
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fruto (Gunduz y Ozdemir, 2014), sino también a los distintos disolventes empleados en

el proceso de extraccion (Garau et al., 2007).

La liofilizacion ocasion6 un aumento significativo (p<0,05) del contenido en fenoles del
freson. Asi el freson liofilizado y fresén liofilizado con goma presentaron unos valores
de 2478,59 y 2488,33 mg de acido galico/ 100 g sélidos de freson, respectivamente. No
se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre el contenido en compuestos
fendlicos de las muestras FL y FLG. El aumento de fenoles fue de 40% en fresén
liofilizado y fresédn liofilizado con goma, respecto a la muestra fresca. En otros estudios
con diferentes frutas se observd también un aumento del contenido en fenoles al
someterlas a un proceso de liofilizacidén (Benites et al., 2011). Este aumento significativo
puede explicarse ya que durante la congelacién previa a la liofilizacion, 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 (Bermejo, 1999). Ademas la técnica de liofilizacién, al
emplear temperaturas mas bajas que otras técnicas de deshidratacién, protege estos
compuestos fitoquimicos, que con temperaturas superiores se podrian degradar (Wu et
al.,2010). Spigno et al., (2007) también 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 tamano de particula de
la muestra, lo cual favorece la superficie de contacto con el disolvente y provoca un
aumento del rendimiento de extraccion. Estos mismos autores realizaron una extensa

recopilacién de literatura apoyando este hecho.

En la figura 2 se muestran los valores medios y desviacion estandar del contenido en
carotenoides (mg de -caroteno/100 g solidos de fresdn) de las muestras de fresén (F),

freson liofilizado (FL) y freson liofilizado con goma arabiga (FLG).
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Figura 2. Contenido en carotenoides (mg de B-caroteno/100 g sélidos de fresén) de las
diferentes muestras de fresén de freson estudiadas, freson (F), fresén liofilizado (FL) y
fresén liofilizado con goma arabiga (FLG). Las letras diferentes indican que existen

diferencias significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor p<0,05).

El fresdn presentd unos valores de carotenoides de 0,89 mg de B-caroteno/100 g sélidos
de freson, estos valores son muy similares (p>0,05) a los obtenidos en freson liofilizado
y liofilizado con goma (0,85 y 0,89 mg de B-caroteno/100 g solidos de freson
respectivamente). Ni la liofilizacion ni la adicién de goma arabiga supusieron ningun
cambio significativo (p>0,05) en el contenido en carotenoides del fresén. En general, no
hay muchos estudios donde se cuantifique el contenido en carotenoides del freson, ya
que es una fruta en bajo contenido en estos compuestos. En un estudio realizado por
Gross (1982), se midio el contenido en carotenoides de la fresa en diferentes estados
de maduracion, los resultados para la fruta madura fueron de 0,8 mg p-caroteno /100 g
so6lidos secos. Por otra parte, Barros et al. (2010) obtuvieron valores inferiores a 1,3 mg
B-caroteno /100 g so6lidos secos, por lo que en ambos estudios son bastante similares a

los obtenidos en este trabajo.

En la figura 3 se muestran los valores medios y desviacion estandar del contenido en
vitamina C (mg vitamina C /100 g sdlidos de fresdn) de las muestras de fresén (F), freson

liofilizado (FL) y freson liofilizado con goma arabiga (FLG).
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Figura 3. Contenido en vitamina C (mg vitamina C/ 100g sélidos de fres6n) de las diferentes
muestras de fresén de freson estudiadas, fresén (F), fresén liofilizado (FL) y fresén
liofilizado con goma arabiga (FLG). Las letras diferentes indican que existen diferencias
significativas entre muestras establecidas por el ANOVA (valor p<0,05).

El fresén presentd unos valores de vitamina C de 78,82 mg vitamina C/ 100g sdlidos de
freson, estos valores son mas altos que los obtenidos en otros estudios con fresones
(Beltran et al., 2010, Lee y Kader, 2000). El contenido en vitamina C del fresén es mayor
que el de otras frutas como la naranja, limén, kiwi, manzana, melocotdn o uva (Tavarini
et al., 2008). La liofilizacion ocasiond pérdidas de vitamina C del 8%, obteniéndose
valores de 72,50 y 73,87 mg vitamina C/ 100g sélidos de freson en fruta liofilizada y
liofilizada con goma, respectivamente. La goma arabiga no parece ejercer un efecto
protector sobre esta vitamina, puesto que no se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0,05) en el contenido en vitamina C de ambas
muestras liofilizadas, con y sin este soluto. Esta disminucién en el caso de las muestras
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
(Grajales-Agudelo et al., 2005; Klimczak et al., 2007). En este sentido, la liofilizacion
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. En otros estudios con
fresa, se observo que la vitamina C disminuyd sobre un 22% al procesar la fresa para la
elaboracion de zumos, debido a las operaciones de trituracion y filtrado empleadas
(Klopotek et al., 2005). Otros estudios con pulpa de mango mostraron una disminucién
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de la vitamina C al someter a la fruta a temperaturas altas de 60-80°C (Ordofiez-Santos
y Yoshioka-Tamayo, 2012). Otro estudio con pimiento verde mostré unas pérdidas de
46% de la vitamina C al someterlo a una coccidn en agua a 98°C (Quipo-Mufioz et al.,
2013).

4.1.3 Evaluacién de la actividad antioxidante
En la siguiente tabla se representan los valores medios de capacidad antioxidante del

extracto 1 mediante los tres métodos utilizados en este estudio. 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 determinacién (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 reduccion 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). Puesto que cada método esta basado en un fundamento distinto, no pueden
compararse resultados entre diferentes métodos (Pérez-Jiménez et al., 2007). El
objetivo de la tabla es mostrar las diferencias ocasionadas por la liofilizacion y la adicion

de goma arabiga, para cada método de analisis y en cada extracto concreto.

Tabla 3. Valores medios y desviacion estandar de la actividad antioxidante del
extracto 1 de las muestras de fresén (F), fresén liofilizado (FL) y freson liofilizado

con goma arabiga (FLG), en mmol Trolox Equivalente/100 g sélidos de freson.

MUESTRA ABTS DPPH FRAP
F 162 (3) 5,82 (0,4) 7,92 (0,5)
FL 12,4° (1,1) 542 (0,2) 6,1°(0,7)
FLG 12,1 (0,3) 5,62 (0,3) 6,1° (0,4)

Los superindices diferentes indican que existen diferencias significativas entre las muestras establecidas
por el ANOVA (valor p<0,05).

En general, al observar la tabla 3 podemos observar que en el extracto 1, la muestra de
freson fue la que mayor capacidad antioxidante presentd (p<0,05). Por otra parte, no se
observaron diferencias significativas (p>0,05) en la actividad antioxidante de las
muestras liofilizadas con y sin goma, medidas por ABTS, FRAP y DPPH. La diminucion

de la capacidad antioxidante en freson liofilizado respecto a la fruta fresca fue de 23%
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en ABTS y FRAP y de 7% en DPPH. La evolucion de la capacidad antioxidante de las
muestras con el tratamiento de liofilizacidbn no siguid la misma tendencia que la
observada para los compuestos fendlicos, que aumentaron en el freson tras ser
liofilizado. EIl diferente comportamiento, entre los fenoles totales y la actividad
antioxidante del extracto 1, puede ser debido a que en la extraccién con la disolucion
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
liofilizacion, contribuyendo a la disminuciéon observada de la actividad antioxidante tras
este proceso (Castafieda et al., 2010; Klimczak et al., 2007). Tampoco se observé un
efecto protector de la goma arabiga sobre la actividad antioxidante de las muestras
liofilizadas, al igual que en otros estudios como el Tonon et al., (2010) sobre zumo de
acai, donde se observo una disminucion de las antocianinas de 13% y de la actividad
antioxidante de 9% tras la liofilizacion utilizando diferentes tipos de solutos, como goma

arabiga.

En la siguiente tabla (Tabla 4) se representan los valores medios de capacidad

antioxidante del extracto 2 mediante los tres métodos de cuantificacion de este estudio.

Tabla 4. Valores medios y desviacidon estandar de la actividad antioxidante del
extracto 2 de las muestras de fresén (F), fresén liofilizado (FL) y fresén liofilizado

con goma arabiga (FLG), en mmol Trolox Equivalente/100 g sélidos de freson.

MUESTRA ABTS DPPH FRAP
F 1,022(0,03) 0,45 (0,02) 0,7 (0,3)

FL 1,32° (0,01) 0,712° (0,006) 0,643° (0,006)

FLG 1,5° (0) 0,831°(0,001) 0,852° (0,002)

Los superindices diferentes indican que existen diferencias significativas entre las muestras establecidas
por el ANOVA (valor p<0,05).

Observando la tabla 4 se puede decir que la actividad antioxidante del extracto 2, que
es el extracto lipofilico, es mucho menor la actividad antioxidante del extracto 1, como
han observado otros autores anteriormente en otras frutas (Pérez-Jiménez et al., 2008).
Esto puede ser debido a que el contenido en carotenoides en fresén fue mucho menor

que el de fenoles.

En la tabla se puede observar que en todos los métodos de medicion de la actividad

antioxidante, FLG fue la muestra que mas actividad antioxidante presenté. Lo cual puso
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en manifiesto el papel protector de la goma arabiga sobre los compuestos bioactivos
liposolubles, proporcionando en general una mayor estabilidad de estos componentes
durante la liofilizacion (Gabas et al., 2007). La actividad antioxidante del fresén liofilizado
aumento significativamente (p<0,05) respecto al fresén un 29% en ABTS y 58% en
DPPH. Por otro lado, el fresén liofilizado con goma aumenté significativamente la
capacidad antioxidante respecto el fresén fresco en 47% en ABTS y 85% en DPPH. La
tendencia de la actividad antioxidante del extracto lipofilico no es la misma que la
seguida por los compuestos carotenoides (Figura 2). Esto puede ser debido a que en la
extraccion de compuestos lipofilicos pueden haberse extraido otros compuestos
liposolubles como vitamina E o tocoferoles presentes en el fresén. Estos componentes
no han sido cuantificados en este trabajo, pero pueden haberse extraido con la mezcla
hexano/acetona/etanol y pueden afectar a la capacidad antioxidante del extracto
(Sundram y Gapor., 1994; Pellegrini et al, 2007). En otro estudio se cuantificé la vitamina

E en fresas y fue de 23,46 mg a- tocoferol/100 g muestra fresca (Barros et al., 2010).

En la siguiente tabla (Tabla 5) se representan los valores medios de capacidad

antioxidante del extracto 3 mediante los tres métodos de cuantificacion de este estudio.

Tabla 5. Valores medios y desviacidon estandar de la actividad antioxidante del
extracto 3 de las muestras de fresén (F), fresén liofilizado (FL) y fresén liofilizado

con goma arabiga (FLG), en mmol Trolox Equivalente/100 g sélidos de freson.

MUESTRA ABTS DPPH FRAP
F 9,57° (0,49) 6,61° (0,24) 11,482 (0,01)
FL 7,96° (0,03) 5,28° (0,09) 9,33°(0,05)
FLG 8,87° (0,13) 5,48° (0,13) 9,5°(0,03)

Los superindices diferentes indican que existen diferencias significativas entre muestras establecidas por
el ANOVA (valor P<0.05).

Al igual que ocurria con la vitamina C, principal componente extraido en este extracto,
la mayor capacidad antioxidante se encontré en el freson fresco. Se encontraron
diferencias significativas (p<0,05) en la actividad antioxidante de las muestras
liofilizadas y frescas. La muestra de fresén liofilizado disminuyd significativamente
(p<0,05) la capacidad antioxidante respecto el freson fresco en un 17% en ABTS, 20%
en DPPH y 19% en FRAP. En el método DPPH y FRAP no se encontraron diferencias

significativas (p>0,05) entre los extractos liofilizados con y sin goma arabiga. En ABTS
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se observé el poder protector de la goma, ya que mejord la capacidad antioxidante
respecto a la muestra FL. Las pérdidas observadas en la actividad antioxidante de estos
extractos puede relacionarse con lo comentado anteriormente para la vitamina C. Esta
vitamina, al ser termosensible y facilmente oxidable se puede degradar con la
liofilizacion y las pérdidas de estos compuestos quedan reflejadas en la menor actividad
antioxidante del extracto FL y FLG (Castaneda et al., 2010; Klimczak et al., 2007).

4.2 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 deshidratacion 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 disolucién (Apartado 3.3). Los resultados obtenidos se pueden
observar en las tablas 6 a 9. 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 disolucion. Aquellos resultados que presentan diferencias estadisticamente

significativas (p<0,05) se han marcado con un asterisco (*).

4.2.1 Efecto en el contenido de compuestos bioactivos.

La tabla 6 muestra los resultados del contenido de compuestos bioactivos (fenoles
totales, carotenoides y vitamina C) de los extractos secos.
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Tabla 6. Valores medios y desviacion estandar del contenido en fenoles (mg de
acido galico/100 g sdélidos de fresén), carotenoides (mg de B-caroteno/100 g
sblidos de fresén) y vitamina C (mg vitamina C/ 100g sélidos de fresén) de los
extractos secos de las muestras de fresén (F), freson liofilizado (FL) y fresén

liofilizado con goma arabiga (FLG).

MUESTRA FENOLES CAROTENOIDES | VITAMINA C
F 16502 (2) 0,83%(0,07) 73,39% (0,15)
FL 2334° (3) 0,82° (0,13) 67,7% (0,7)
FLG 2381° (2) 0,872 (0,04) 72,32 (0,5)

Los superindices diferentes indican que existen diferencias significativas entre las muestras establecidas
por el ANOVA (valor P<0,05). El asterisco (*) indica que hay diferencias significativas (p<0,05) entre el
extracto seco y en disolucion.

En general la deshidratacion de los extractos no afecté (p>0,05) al contenido de
compuestos fendlicos de los mismos. Al comparar los extractos disueltos y los secos se
observaron unas pérdidas de compuestos fendlicos de 7% en el freson fresco seco, 6%
en fresoén liofilizado seco y 4% en fresoén liofilizado con goma arabiga, respecto a los
extractos disueltos. Algunos estudios muestran que los procesos de deshidratacion, en
particular a altas temperaturas y largos tiempos, pueden destruir algunos compuestos
fendlicos (Li et al., 2006). En nuestro caso, para la obtencion del extracto seco, se
sometio al extracto en disolucién metanol: agua a la evaporacion del disolvente organico
a 50°C 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 operacién de liofilizacién para eliminar el agua,
pudieron también afectar a estos compuestos extraidos. Los fenoles una vez extraidos,
se encuentran mas 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 adicion de GA, siendo el extracto seco de FLG la
muestra con mayor contenido en fenoles. El efecto protector que produce la goma
arabiga sobre estos compuestos también ha sido descrita por otros autores (Krishnan
et al., 2005).

Otros estudios de Ahmad-Qasem et al., (2015) mostraron que la deshidrataciéon de
extractos de hoja de olivo a 120°C y a 55°C a vacio, caus6 una reduccion 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,
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Fang y Bhandari (2011) trabajaron con zumo de frutas del bosque, también observaron
una disminucion de compuestos fendlicos al someter las muestras a un secado con
atomizacion, concretamente se observaron pérdidas del 6%. Por otro parte, los mismos

autores al aplicar al zumo temperaturas de 40°C, las pérdidas de fenoles fueron del 9%.

Los resultados obtenidos para el contenido en carotenoides en los extractos secos
siguieron la misma tendencia que en los extractos lipofilicos disueltos. No se
encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre F, FL y FLG. Las pérdidas
ocasionadas en el proceso de obtencién del extracto seco fueron de 7% en F, 4% en FL
y 2% en FLG. En este caso el extracto lipofilico en disolucién hexano:acetona:etanol se
sometio 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 oxidacioén, 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).

Por lo que respecta a los extractos de vitamina C secos (Tabla 6), se observaron
diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el contenido de vitamina C de los
extractos de F y FL respecto a los respectivos extractos en disolucién. En estos casos,
la congelacion y posterior liofilizacidon a que se somete el extracto acuoso en disolucién
para la obtencion de los extractos secos produjo pérdidas significativas (p<0,05) de la
vitamina C. Estas pérdidas fueron de 7% en ambos casos. Por el contrario, en las
muestras de freson liofilizado con goma, no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) entre el extracto seco y en disolucion, produciéndose unas pérdidas en
vitamina C del 2%. En este sentido, la presencia de goma arabiga parece mantener
mejor el contenido de acido ascérbico, impidiendo su degradacion en el extracto seco.
Estudios con distintos agentes encapsulantes (como la maltodextrina, la goma arabiga,
almidones modificados, pectina, etc.) afirman que estos solutos actuan como barrera
fisica al oxigeno y a la luz, protegiendo ademas de la degradacién quimica y enzimatica
(Wang et al., 2009).

4.2.2 Evaluacion de la actividad antioxidante
En la siguiente tabla (Tabla 7) se representan los valores medios de capacidad

antioxidante del extracto 1 seco mediante los tres métodos de cuantificacion utilizados

en este estudio.
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Tabla 7. Valores medios y desviacién estandar de actividad antioxidante, en mmol
Trolox Equivalente/100 g sélidos de fresén de los extractos fendlicos secos
(extracto 1) de las muestras de fresén (F), fresén liofilizado (FL) y fresén liofilizado

con goma arabiga (FLG).

MUESTRA ABTS DPPH FRAP
F 15,05% (0,05) 5,377 (0,01) 7,337 (0,04)
FL 11,79° (0,06) 4,93% (0,12) 5,66 (0,03)
FLG 12,01° (0,03) 5,567 (0,12) 5,93 (0,02)

Los superindices diferentes indican que existen diferencias significativas entre las muestras establecidas
por el ANOVA (valor p<0,05).El asterisco (*) indica que hay diferencias significativas (p<0,05) entre el
extracto seco y en disolucion.

En general la actividad de los extractos secos 1 fueron menores que los
correspondientes extractos fendlicos en disolucién. La muestra F presentd la mayor
actividad antioxidante (p<0,05) medida por los tres métodos de analisis. La presencia
de goma arabiga mejord la actividad antioxidante de los extractos secos respecto a la
muestra liofilizada FL (Tonon et al., 2010; Kuck et al., 2016). Asi, con el método ABTS
se encontraron unas pérdidas de 6% (p<0,05) en F, 5% en FL y 1% en FLG; con el
método DPPH fueron de 7% (p<0,05) en F, 9% (p<0,05) en FL y 1% en FLG. Por ultimo,
al utilizar el método FRAP, las pérdidas fueron de 7% (p<0,05)en Fy en FLy 3% en
FLG. Los estudios anteriormente citados de Ahmad-Qasem et al., (2015) explican que
la deshidratacion de extractos de hoja de olivo a 120°C y a 55°C con vacio, causé un
efecto significativo (p<0,05) en su potencial antioxidante, reduciendo AAO alrededor de

10%, independientemente del método de secado empleado.

En la siguiente tabla (Tabla 8) se representan los valores medios de capacidad
antioxidante del extracto lipofilico 2 seco mediante los tres métodos de cuantificacion de

este estudio.
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Tabla 8. Valores medios y desviaciéon estandar de actividad antioxidante de los
extractos lipofilicos (extracto 2) secos, en mmol Trolox Equivalente/100 g sélidos
de fresén de los extractos secos de las muestras de fresén (F), fresén liofilizado

(FL) y fresén liofilizado con goma arabiga (FLG).

MUESTRA ABTS DPPH FRAP
F 0,95 (0,02) 0,42 (0,02) 0,682 (0,01)
FL 1,24° (0,01) 0,7° (0) 0,612 (0,01)
FLG 1,48°(0,01) 0,81° (0,01) 0,82° (0,03)

Los superindices diferentes indican que existen diferencias significativas entre las muestras establecidas
por el ANOVA (valor p<0,05).El asterisco (*) indica que hay diferencias significativas (p<0,05) entre el
extracto seco y en disolucion.

La AAO de los extractos lipofilicos en disolucion no resultd ser significativamente
diferente (p>0,05) a la AAO de los extractos lipofilicos seco. En los extractos lipofilicos
secos también se aprecia el poder protector de la goma arabiga, si comparamos las
muestras FL y FLG. Con el método ABTS, la actividad antioxidante disminuyd un 7% en
F, 6% en FL y 1% en FLG, respecto al extracto disuelto. Por otro lado, con el método
DPPH las pérdidas fueronde 7% en F, 2% en FL y 3% en FLG. Por ultimo, con el método
FRAP estas pérdidas fueron de 3% en F, 5% en FL y 4% FLG.

En la siguiente tabla (Tabla 9) se presentan los valores medios de capacidad
antioxidante del extracto 3 reconstituido mediante los tres métodos de cuantificacion de

este estudio.

Tabla 9. Valores medios y desviacion estandar de actividad antioxidante de los
extractos de vitamina C (extracto 3) secos, en mmol Trolox Equivalente/100 g
sblidos de fresén de los extractos secos de las muestras de freson (F), fresén

liofilizado (FL) y freson liofilizado con goma arabiga (FLG).

MUESTRA ABTS DPPH FRAP
F 9,11 (0,28) 6,382 (0,01) 10,98% (0,02)
FL 7,69° (0,03) 5,13°(0,02) 9,125° (0,004)
FLG 8,65° (0,03) 5,38 (0,3) 9,4° (0)

Los superindices diferentes indican que existen diferencias significativas entre las muestras establecidas
por el ANOVA (valor p<0,05).El asterisco (*) indica que hay diferencias significativas (p<0,05) entre el

extracto seco y en disolucion.
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Como se muestra en la tabla, los extractos secos de vitamina C siguen la misma
tendencia que los extractos disueltos. Como ya se comento en el contenido en vitamina
C, la mayor actividad antioxidante la encontramos en la muestra F. También, se aprecia
el papel protector de la goma arabiga, siendo la actividad antioxidante de los extractos
secos de FLG ligeramente mayor que F (p>0,05). Estableciendo un analisis estadistico
entre las muestras en disolucion y los extractos secos, se observo que la obtencion del
mismo unicamente ocasiond pérdidas significativas (p>0,05) de la actividad antioxidante
en F cuando empleamos los métodos ABTS y FRAP. Concretamente se produjeron
pérdidas de la actividad antioxidante de los extractos de un 5% en F, 3% en FLy 2% en
FLG, utilizando el método de medida ABTS. Con el método DPPH, estas pérdidas fueron
de 3% en F, 3% en FL y 2% en FLG. Por ultimo, con el método FRAP la actividad
antioxidante disminuyé un 4% en F, 2% en FL y 1% en FLG, respecto al extracto

disuelto.

4.3. 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 10. Puesto que la capacidad antioxidante
total de una muestra viene dada por interacciones sinérgicas entre diferentes
compuestos, en esta estimacién se pueden cometer algunos errores subestimando la
capacidad antioxidante total de las muestras. Ademas, a pesar de haber utilizado
combinaciones de disolventes con distinta polaridad para facilitar la extraccién de todos
los compuestos antioxidantes, lipo y hidrofilicos, también habria que tener en cuenta
que pueden haber ciertos compuestos con potencial antioxidante que no hayan sido
extraidos con los disolventes utilizados en este estudio. 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.
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Tabla 10. Valores medios y desviacién estandar de la actividad antioxidante total,
en mmoles Trolox Equivalente/100 g soélidos de fresén de los extractos en
disolucion y secos de las muestras de freson (F), freson liofilizado (FL) y fresén

liofilizado con goma (FLG).

ABTS DPPH FRAP
MUESTRAS | Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
en seco en seco en seco
disolucién disolucién disolucién
F 26,6%" 25,12 12,91 12,282 20,1&" 1932
FL 21,71 20,72 11,401 10,822 160" 15,452
FLG 22 5%1 22 1¢1 11,9%7 11,737 16,57 16,2¢"

a¢: | etras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras para

cada extracto en disolucién o seco.

-2: Numeros diferentes en la misma fila indican diferencias significativas (p<0,05) entre las muestras de los
extractos en disolucion y secos para cada método.

Para todos los métodos de analisis, se observaron diferencias significativas (p<0,05) de
la actividad antioxidante total entre los extractos en disolucion y secos en las muestras
F y FL, no en el caso de los extractos de fresoén liofilizado con goma arabiga (p>0,05).
Para cada método, los extractos que mayor actividad antioxidante mostraron fueron los
de F, seguidos de FLG.

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

Para identificar si existe alguna correlacion entre los métodos de cuantificacion de la
actividad antioxidante y cada uno de los compuestos bioactivos extraidos, se realizaron
analisis estadisticos de correlacion de Pearson (Tabla 11). El coeficiente de Pearson es
un indice que mide el grado de variacion entre distintas variables relacionadas
linealmente. El rango de variacion de este coeficiente va de -1 a +1, y mide la fuerza de

relacion lineal entre las variables.
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Tabla11. Coeficientes de correlacion de Pearson entre la actividad antioxidante y
los compuestos fendlicos, carotenoides y vitamina C por los tres métodos
utilizados para la cuantificacion de esta (ABTS, DPPH y FRAP).

ABTS DPPH FRAP
Fenoles -0,63 -0,56 -0,71
Carotenoides -0,06 -0,11 0,72
Vitamina C 0,92* 0,998* 0,991*

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

Se observé una correlacidon negativa entre la actividad antioxidante evaluada por
cualquiera de los tres métodos y el contenido en fenoles totales de las diferentes
muestras de fresén. Este resultado puede explicarse, tal y como se ha comentado
anteriormente a que otras sustancias hidrofilicas presentes en esta fruta han podido
extraerse junto con los compuestos fendlicos, como por ejemplo la vitamina C, y estan

afectando en su cuantificacion (Moo-Huchin et al., 2014).

Por su parte, las correlaciones de Pearson de los carotenoides fueron negativas para
los métodos ABTS y DPPH y no significativas (p>0,05). 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 fraccion lipofilica del
freson, pudiendo existir otras sustancias interferentes, como ya se ha comentado en
apartados anteriores. Asi, en la actividad antioxidante del extracto lipofilico puede existir
influencia de la accién de otros componentes no evaluados en este trabajo, como la

vitamina E (Sundram y Gapor., 1994; Pellegrini et al, 2007).

Los extractos de vitamina C fueron los que mejor se correlacionaron con la actividad
antioxidante, concretamente 0,92 con ABTS, 0,998 con DPPH y 0,991 con FRAP. En

todos los casos esta correlacion fue significativa (p<0,05).
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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 liofilizacion junto la adicion de un soluto
encapsulante (goma arabiga, 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 encapsulacién, segun método sugerido por Risch y Reineccius
(1988), tal y como se ha descrito en Material y Métodos (apartado 3.5). Siguiendo este
procedimiento y comparando respecto al contenido en la fruta de partida, se obtuvo que
la Eficacia encapsulante de los compuestos fendlicos fue del 71% y de los carotenoides

fue de 78%, mientras que la de la vitamina C fue del 100%.

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
liofilizacion, y enmascarar asi el efecto causado Unicamente por la adicién de goma
arabiga, también se calculé la Eficacia encapsulante tomando como control el extracto
seco del fresén liofilizado sin goma arabiga. Es decir se compararon los valores de
compuestos bioactivos en el extracto seco de FL respecto al extracto seco de FLG. De
esta manera, la eficacia encapsulante de los compuestos fendlicos fue del 100%, de los

carotenoides fue del 77% y de la vitamina C del 94%.
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5. CONCLUSIONES

e La liofilizacion permiti6 obtener productos de freson en polvo ricos en
compuestos bioactivos y de alta capacidad antioxidante. Este proceso favorecio
la extracciéon de compuestos fendlicos y, por el contrario, 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 las muestras liofilizadas en polvo, dado que algunos estudios

sugieren una mayor estabilidad para la vitamina C en productos liofilizados.

e Por otra parte, la liofilizacion parece afectar negativamente a la actividad
antioxidante de las muestras cuando se analizaron los extractos hidrofilicos, con
pérdidas respecto a la muestra fresca de entorno al 20 % en el extracto fendlico
y en el extracto de vitamina C. Sin embargo, la liofilizacién aumenté la actividad
antioxidante del extracto lipofilico hasta 50%. Esto parece indicar que pudieron
extraerse también otros fitonutrientes lipofilicos presentes en el fresén como la
vitamina E, no analizados en este estudio, 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 acido
oxalico) del fresén fueron los que mayor actividad antioxidante mostraron, en

comparacion con el extracto lipofilico.

e La vitamina C fue el compuesto que mejor se correlacioné con la actividad

antioxidante del freson.

e En general, la adicion de goma arabiga favorecié la estabilidad de los
fitoquimicos estudiados, demostrando su accion encapsulante y protectora de

los mismos. Ademas, mejoro la actividad antioxidante de los extractos.

e La deshidratacion de los extractos disminuyé los compuestos fitoquimicos
estudiados entre 2-7%. La presencia de goma arabiga mantuvo mejor el

contenido de estos compuestos, impidiendo su degradacion. El extracto fendlico
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el lipofilico secos no mostraron diferencias significativas respecto a los

correspondientes extractos iniciales en disolucion.
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