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El amor es sufrido, es benigno; el amor
no tiene envidia, el amor no es
jactancioso, no se envanece; no hace
nada indebido, no busca lo suyo, no se
irrita, no guarda rencor; no se goza de la
injusticia, mds se goza de la verdad.
Todo lo sufre, todo lo cree, todo lo
espera, todo lo soporta. El amor nunca
deja de ser. 1 Corintios 13:4-8

A Dios
A mi familia
A ti mi amor.
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RESUMEN

El contenido en vitaminas, minerales, fibra y compuestos bioactivos
de las frutas hacen que su consumo regular tenga efectos benéficos
para la salud. Una alternativa al consumo de la fruta en fresco es la
fruta en polvo. Sin embargo, el proceso usado para obtener el polvo
debe garantizar la maxima retencién de los compuestos bioactivos y
el valor funcional de la fruta, al mismo tiempo que debe asegurar
unas propiedades fisicas adecuadas. Tanto la liofilizacion como el
secado por atomizacién son dos técnicas que permiten obtener
productos en polvo de facil manejo y de alta calidad sensorial,
nutritiva y funcional. Si bien es cierto que los productos en polvo
gozan de una alta estabilidad microbiolégica, quimica y bioquimica,
por su bajo contenido en agua, la alta higroscopicidad propia de estos
productos puede dar lugar a cambios en sus propiedades fisicas por
efecto del ambiente y del tiempo. Una opcién adecuada para proteger
del efecto de la adsorcidon de agua es la adicidon de solutos de alto
peso molecular los cuales pueden, a su vez, actuar como
encapsulantes evitando la pérdida de su calidad. El objetivo general
de este estudio fue seleccionar el mejor proceso entre la liofilizacion y
la atomizacién para la obtenciéon de pomelo en polvo de alta calidad

nutritiva, funcional y sensorial.

Con este objetivo se llevd a cabo la optimizacion de cada proceso de

deshidratacidon usando la metodologia de superficie de respuesta.



Como variables de los procesos se consideraron, en ambos casos, la
cantidad de goma arabiga (GA) y de fibra de bambu (FB) incorporadas
como coadyuvantes de los procesos, asi como la cantidad de agua de
la muestra en el caso de la liofilizacién o la temperatura de
atomizacidn. Las propiedades analizadas a los productos obtenidos
fueron la humedad, higroscopicidad, porosidad, color, compuestos
bioactivos (vitamina C, carotenoides totales, fenoles totales) y la
actividad antioxidante. Ademas se considerd el rendimiento en
producto de la atomizacién. Los resultados obtenidos, debidamente
validados, permiten proponer, para la liofilizacién, la incorporacién de
4.2 g de GAy 0.58 g de FB por cada 100 g de pomelo triturado y llevar
a la muestra, antes de su procesado, hasta una humedad de 90
8agua/ 1008mezcia- EN el caso de la atomizacion, el mejor producto se
obtiene cuando la temperatura de entrada del aire en el equipo es de
120 °Cy al licuado de pomelo se afiaden 4 g GAy 2 g de FB por cada
100 g. La comparacion de ambos productos permite proponer a la
liofilizacidn como una mejor tecnologia de secado que la atomizacién
ya que proporciona un producto en polvo con menor humedad,
higroscopicidad y luminosidad, mayor porosidad y mayor contenido
en fenoles, carotenoides y actividad antioxidante. Ademas el
rendimiento en producto de la liofilizacion es mucho mayor que el de

la atomizacion y los subproductos generados mucho menores.

Por otra parte, se llevd a cabo un estudio especifico para confirmar el

poder encapsulante de los dos solutos utilizados. Los resultados



obtenidos permiten confirmar el beneficio de la adicién conjunta de la
goma arabiga y la fibra de bambul especialmente frente a la
temperatura de atomizacion, pues la mezcla ofrece una mayor
proteccion de la degradaciéon del dcido ascérbico, a-tocoferol, fenoles
totales y actividad antioxidante que cuando se afaden por separado.
Por su parte, la caracterizacién de los diferentes compuestos
bioactivos y su correlacién con la actividad antioxidante realizada en
esta parte del estudio, mostré6 que los compuestos fendlicos
contribuyen de manera significativa a la actividad captadora de
radicales libres y a la inhibicion de la decoloracién de B-caroteno,
mientras que el dacido ascérbico y el a-tocoferol contribuyen a

incrementan el poder reductor.

Ademas se ha estudiado la estabilidad de los polvos optimizados
durante el almacenamiento, a 4 y a 20 °C y a diferentes humedades
relativas del entorno. La modelizacién conjunta de los datos de
sorcion de agua y de variacidon de la temperatura de transicidn vitrea
con la humedad de las muestras permite establecer los valores
criticos de humedad y actividad del agua que aseguran el estado
vitreo del producto en polvo. En este sentido, para su
almacenamiento se recomienda la refrigeracidn y mantener la
humedad relativa del entorno del orden del 10 %. En cuanto en el
pomelo en polvo se inicia la transicidn vitrea, comienza la degradacién
de los compuestos bioactivos, siendo los carotenoides los mas

sensibles. En condiciones de almacenamiento menos restrictivas a las



comentadas, en tan sélo un mes de almacenamiento ya se observan
pérdidas importantes de los compuestos estudiados, que son
menores en el producto liofilizado que en el atomizado. Por otra
parte, para que en el almacenamiento empiecen a detectarse
problemas de apelmazamiento del polvo suelto o cambios de color, es
necesario que una mayor cantidad de producto haya pasado a estado
gomoso. En este sentido, para el estudio de la pérdida de compuestos
bioactivos, del cambio en las propiedades mecanicas y del cambio de
color se recomienda considerar la temperatura inicial, la del punto

medio o la del punto final de la transicidn vitrea, respectivamente.

Finalmente se realizé un andlisis sensorial de los productos en polvo
rehidratados para evaluar el grado de aceptacion de los zumos asi
obtenidos y su probabilidad de compra. En general el zumo de
pomelo, incluso el natural o el comercial, no mostré una buena
aceptacion por parte del consumidor debido a su astringencia vy
elevada acidez. El analisis de penalizacidn mostrd que si se mejora el
dulzor de las muestras y se disminuye su astringencia podrian mejorar
los productos y cambiar su grado de aceptacién por parte del
consumidor, lo que en el caso de los zumos obtenidos por
rehidratacion del pomelo en polvo podria conseguirse rehidratando al
nivel del zumo natural, en lugar de al pomelo triturado, e

incorporando azucar en esta etapa.



RESUM

El contingut en vitamines, minerals, fibra i compostos bioactivos de
les fruites fan que el seu consum regular tinga efectes benéfics per a
la salut. Una alternativa al consum de la fruita en fresc és la fruita en
pols. No obstant aix0, el procés usat per a obtindre la pols ha de
garantir la maxima retencid dels compostos bioactivos i el valor
funcional de la fruita, alhora que ha d'assegurar unes propietats
fisiques adequades. Tant la liofilitzacié com I'assecat per atomitzacio
sén dos técniques que permeten obtindre productes en pols de facil
maneig i d'alta qualitat sensorial, nutritiva i funcional. Si bé és cert
que els productes en pols gaudixen d'una alta estabilitat
microbiologica, quimica i bioquimica, pel seu davall contingut en
aigua, l'alta higroscopicidad propia d'estos productes pot donar lloc a
canvis en les seues propietats fisiques per efecte de I'ambient i del
temps. Una opcid adequada per a protegir de I'efecte de I'adsorcié
d'aigua és l'addicié de soluts d'alt pes molecular els quals poden, al
seu torn, actuar com encapsulantes evitant la péerdua de la seua
qualitat. L'objectiu general d'este estudi va ser seleccionar el millor
procés entre la liofilitzacid i I'atomitzacié per a I'obtencié de pomelo

en pols d'alta qualitat nutritiva, funcional i sensorial.

Amb este objectiu es va dur a terme I'optimitzacié de cada procés de
deshidratacio usant la metodologia de superficie de resposta. Com a

variables dels processos es van considerar, en ambdds casos, la



guantitat de goma arabiga (GA) i de fibra de bambu (FB) incorporades
com coadjuvants dels processos, aixi com la quantitat d'aigua de la
mostra en el cas de la liofilitzacié o la temperatura d'atomitzacid. Les
propietats analitzades als productes obtinguts van ser la humitat,
higroscopicidad, porositat, color, compostos bioactivos (vitamina C,
carotenoides totals, fenols totals) i I'activitat antioxidant. A més es va
considerar el rendiment en producte de |'atomitzacié. Els resultats
obtinguts, degudament validats, permeten proposar, per a la
liofilitzacid, la incorporacié de 4.2 g de GA i 0.58 g de FB per cada 100
g de pomelo triturat i portar a la mostra abans del seu processat fins
una humitat de 90 g agua/100g mezcla. En el cas de I'atomitzacio, el
millor producte s'obté quan la temperatura d'entrada de l'aire en
I'equip és de 120 °Ci al liquat de pomelo s'afigen 4 g de GAi2 g de FB
per cada 100 g. La comparacié d'ambdds productes permet proposar
a la liofilitzacié com una millor tecnologia d'assecat que I'atomitzacié
ja que proporciona un producte en pols amb menor humitat,
higroscopicidad i lluminositat, major porositat, i major contingut en
fenols, carotenoides i activitat antioxidant. A més el rendiment en
producte de la liofilitzacié és molt major que el de I'atomitzacié i els

subproductes generats molt menors.

D'altra banda, es va dur a terme un estudi especific per a confirmar el
poder encapsulant dels dos soluts utilitzats. Els resultats obtinguts
permeten confirmar el benefici de I'addicié conjunta de la goma

arabiga i la fibra de bambu especialment enfront de la temperatura



d'atomitzacié, que oferixen una major proteccié de la degradacié de
I'acid ascorbic, a-tocoferol, fenols totals i activitat antioxidant que
qguan s'afigen per separat. Per la seua banda, la caracteritzacié dels
diferents compostos bioactivos i la seua correlacié amb I'activitat
antioxidant realitzada en esta part de I'estudi, va mostrar que els
compostos fenolics contribuixen de manera significativa a I'activitat
captadora de radicals lliures i a la inhibicié de la decoloracié del 3-
caroteno, mentres que l'acid ascorbic i el a-tocoferol contribuixen a

incrementen el poder reductor.

A més s'ha estudiat I'estabilitat de les pols optimitzats durant
I'emmagatzemament, a 4 i 20 °C i a diferents humitats relatives de
I'entorn. La modelitzacié conjunta de les dades de sorcién d'aigua i de
variacié de la temperatura de transicié vitria amb la humitat de les
mostres permet establir els valors critics d'humitat i activitat de
I'aigua que asseguren l'estat vitri del producte en pols. En este sentit,
per al seu emmagatzemament es recomana la refrigeracid i
mantindre la humitat relativa de I'entorn de I'orde del 10 %. En quant
en el pomelo en pols s'inicia la transicid vitria, comenga la degradacié
dels compostos bioactivos, sent els carotenoides els més sensibles. En
condicions d'emmagatzemament menys restrictives a les
comentades, en tan sols un mes d'emmagatzemament ja s'observen
perdues importants dels compostos estudiats, que sén menors en el
producte liofilitzat que en [I'atomitzat. D'altra banda, perqué en

'emmagatzemament comencen a  detectar-se  problemes



d'atapeiment de la pols solta o canvis de color, és necessari que una
major quantitat de producte haja passat a estat gomds. En este sentit,
per a l'estudi de la perdua de compostos bioactivos, del canvi en les
propietats mecaniques i del canvi de color es recomana considerar la
temperatura inicial, la del punt mitja o la del punt final de la transicié

vitria, respectivament.

Finalment es va realitzar una analisi sensorial dels productes en pols
rehidratats per a avaluar el grau d'acceptaciod dels sucs aixi obtinguts i
la seua probabilitat de compra. En general el suc de pomelo, inclus el
natural o el comercial, no va mostrar una bona acceptacié per part del
consumidor a causa de la seua astringencia i elevada acidesa. L'analisi
de penalitzacié va mostrar que si es millora la dolgcor de les mostres i
es disminuix la seua astringéncia podrien millorar els productes i
canviar el seu grau d'acceptacié per part del consumidor, la qual cosa
en el cas dels sucs obtinguts per rehidratacié del pomelo en pols
podria aconseguir-se rehidratant al nivell del suc natural, en compte

d'al pomelo triturat, i incorporant sucre en esta etapa.



ABSTRACT

The vitamin, mineral, fibre and bioactive compound content of fruits
means that their regular consumption is beneficial for the health. An
alternative to fresh fruit is their consumption in powdered form.
Nevertheless, the process used to obtain the powder must ensure the
maximum retention of the bioactive compounds and the functional
value of the fruit while retaining adequate physical properties. Both
freeze-drying and spray-drying are two techniques that allow
powdered products to be produced that are easy-to-handle and are
high quality in sensorial, nutritional and functional terms. Although it
is true that powdered products enjoy great microbiological, chemical
and biochemical stability, due to their low water content, the high
degree of hygroscopicity of these products can lead to changes in
their physical properties caused by both the environment and time.
One suitable option for the purposes of protecting them against the
effect of water adsorption is by adding high molecular weight solutes
that can, in turn, act as encapsulants thereby preventing a loss in
quality. The general objective of this study was to analyse freeze-
drying and spray- drying and to select the best process to obtain a
grapefruit powder of high nutritional, functional and sensorial quality.
With this objective in mind, the optimization of each dehydration
process was carried out using the response surface methodology. As
variables of the processes, in both cases, the concentration of gum

arabic (GA) and bamboo fibre (BF), added as carriers, were



considered, as well as the feed inlet moisture in the case of the
freeze-drying or air inlet temperature in the spray-drying one. The
properties of the obtained products analyzed were the water content,
hygroscopicity, porosity, color, bioactive compounds (vitamin C, total
carotenoids, total phenols) and antioxidant activity. In addition, the
drying yield and product yield of spray-drying were considered. The
obtained results, duly validated, allow to propose for freeze-drying,
the addition of 4.2 g GA and 0.58 g BF per 100 g of grapefruit pulp and
bringing the sample to 90 g water / 100g feed mixture. In the case of
spray-drying, the best product is obtained with an air inlet
temperature in the equipment of 120 °C and the addition of 4g AG
and 2g BF/100g liquidized grapefruit. The comparison of both
products allows us to propose freeze-drying as being a better
technique than spray-drying with which to obtain a grapefruit powder
with a lower water content and less hygroscopicity and luminosity,
yet with a greater porosity and a higher content in phenols,
carotenoids and antioxidant activity. In addition, the powder yield of
freeze-drying is much higher compared to spray-drying and far fewer

by-products are generated.

A specific study was carried out to confirm the encapsulating power
of the two solutes used. The results obtained confirm the benefit of
the joint addition of gum arabic and bamboo fibre, especially against
the spray-drying temperature, offering a greater protection against

the degradation of ascorbic acid, a-tocopherol, total phenols and



antioxidant activity, than when solutes are added separately. On the
other hand, the characterization of the different bioactive compounds
and their correlation with the antioxidant activity carried out in this
part of the study showed that the phenolic compounds contribute
significantly to the free radical scavenging activity and the inhibition
of the discoloration of B -carotene, while ascorbic acid and a-

tocopherol contribute to an increase in reducing power.

In addition, the stability of the optimized powders during storage at 4
and 20 ° C and different surrounding relative humidities has been
studied. The modeling of the water sorption data together with the
variation in the glass transition temperature that takes place in line
with the water content of the samples permits the determination of
the critical values of water content and water activity that ensure the
glassy state of the powdered product. In this sense, what is
recommended when storing the powders is to maintain the products
under refrigeration and with a surrounding relative humidity in the
order of 10%. As soon as the grapefruit powder begins the glass
transition, the degradation of the bioactive compounds begins, with
carotenoids being the most sensitive. In less restrictive storage
conditions than those mentioned above, in just one month of storage
there are already significant losses in the studied compounds, fewer
in the freeze-dried product than in the spray-dried. On the other
hand, in order to detect any problems of caking in the free-flowing

powders or changes in color, a larger quantity of the product must



have changed to the rubbery state. In this sense, for the purposes of
relating the loss in bioactive compounds, the change in the
mechanical properties and the color change with the glass transition,
the onset temperature, the midpoint or the end point of the glass

transition, respectively, should be taken into consideration.

Finally, a sensory evaluation of the rehydrated powdered products
was carried out in order to evaluate consumer acceptance of the
juices obtained and their probability of purchase. In general,
grapefruit juice, even the natural or commercial ones, did not enjoy a
good level of consumer acceptance due to its astringency and high
acidity. The penalty analysis showed that if the sweetness of the
samples is improved and their astringency is reduced, their level of
consumer acceptance will rise. In the case of the juices obtained by
means of the rehydration of powdered grapefruit, this could be
achieved by rehydrating to the level of the natural juice, instead of to

that of the crushed grapefruit, and incorporating sugar at this stage.



NOMENCLATURA

Nomenclatura general usada a lo largo del documento

a* Cromaticidad en un eje de rojo (+) a verde (-)
AOA Actividad antioxidante (mmol TE/100gs,)
b* Cromaticidad en un eje de amarillo (+) a azul (-)
c* Croma
CcT Carotenoides totales (mg B-caroteno/100gsy)
DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo
AE Diferencia de color de cada muestra con respecto al polvo
liofilizado obtenido a partir de la muestra sin solutos
afiadidos
FB Fibra de bambu
FT Fenoles totales (mg GAE/100gsy)
GA Goma ardbiga
GAE Acido gélico equivalente
h* Tono
L* Luminosidad
OA Pomelo en polvo obtenido por atomizacion en las
condiciones optimizadas
oL Pomelo en polvo obtenido por liofilizacién en las
condiciones optimizadas
P Pomelo fresco
PL Pomelo licuado
PT Pomelo triturado
Sl Solutos insolubles
SP Solutos propios del pomelo
SS Solutos solubles
ST Solutos totales en la muestra (ST = SP + GA + FB)
T Temperatura de atomizacion (°C)
TE Trolox equivalente
VC Vitamina C (mg/100gsp)
xe Contenido de fibra de bambu (g FB/ 100g p 4 pL)
x%A Contenido de goma ardbiga (g FB/ 100g pr4 pL)

Xss Contenido de solutos solubles (gs/g prs pL)



Xw Contenido de agua (gagua/1008sp)
Xor Humedad de entrada de la mezcla al liofilizador (gagua/100g
mezcla)

Nomenclatura especifica del capitulo de optimizacién

£ Porosidad (volumen aire/ volumen total) *100

Her Higroscopicidad (gagua/100gsp).
Maa Mezcla que alimenta al atomizador

p Densidad real (g/cm?®)

Pa Densidad aparente (g/cm?)

Re Rendimiento de pérdidas (g producto perdido /100g

alimentacion)
Rp Rendimiento en producto (g polvo/100g alimentacion)
Rs Rendimiento del secado (g agua/100g alimentacion)

Nomenclatura especifica del capitulo de encapsulacion
AA Acido ascérbico (mg/100gsp)
ECs Concentracion de la muestra que da lugar a un 50% de la
actividad antioxidante
TBARS Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico

Nomenclatura especifica del capitulo de estabilidad

aw Actividad del agua
C Parametro del modelo de BET relacionado con el calor de
sorcion de la monocapa
CWA! Actividad del agua critica para el inicio de la transicidn
vitrea
CWA' Actividad del agua critica para el final de la transicién vitrea
cwc' Contenido de agua critico para el inicio de la transicidon
Vl’trea (gagua/gpolvo)
cwc' Contenido de agua critico para el final de la transicién
Vlltrea (gagua/gpolvo)
Frnax Fuerza maxima obtenida en los ensayos mecdanicos
HR Humedad relativa (%)
K Constante del modelo de Gordon y Taylor

POD Peroxidasa (Abs*min™*g™)



Tg Temperatura de transicion vitrea (°C)

Tg(as) Transicién vitrea de los sélidos anhidridos (parametro del
modelo de Gordon y Taylor) (°C)
Tgi Temperatura de inicio de la transicion vitrea (°C)
Tgf Temperatura de fin de la transicion vitrea (°C)
We Humedad de equilibrio de la muestra (gagua/1008p0ivo)
Wo Humedad de la capa monomolecular (parametro del

modelo de BET: g.gua/Esolidos)

Nomenclatura especifica del capitulo de analisis sensorial

C Zumo de pomelo comercial
N Zumo de pomelo natural
oAR Zumo de pomelo obtenido por rehidratacion del polvo
atomizado obtenido en las condiciones optimizadas
oL® Zumo de pomelo obtenido por rehidratacién del polvo
liofilizado obtenido en las condiciones optimizadas
TLR Zumo de pomelo obtenido por rehidratacién de la torta

liofilizada
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1. INTRODUCCION

1.1 BENEFICIOS DEL CONSUMO DE FRUTAS

Durante siglos se ha sabido que el consumo de frutas y verduras trae
beneficios para la salud y, por tanto, se han considerado importantes
dentro de una dieta sana y equilibrada. En la ultima década, los
rapidos cambios en las dietas y estilos de vida atribuidos al desarrollo
econdmico y a la globalizaciéon del mercado, estdn haciendo que
aumente la ingesta de frutas y verduras (Wang y Huo, 2016). No
obstante, aun hoy en dia en muchos paises el consumo no llega a
superar los 400 g por dia per capita que recomienda la OMS para

prevenir enfermedades y llevar una vida saludable.

El 60% de las enfermedades en todo el mundo se deben a
enfermedades no-trasmisibles incluyendo enfermedades
cardiovasculares, canceres, diabetes y obesidad. Los factores de
riesgo comunes a todas ellas son el tabaquismo, sedentarismo y una
alimentacion poco saludable. El informe sobre dieta, nutricion y
prevencion de enfermedades crénicas de la OMS reconoce la
evidencia cientifica asociada a la disminucion del riesgo de padecer
enfermedades cardiovasculares en personas que consumen las
cantidades recomendadas de fruta y verdura, y también una
disminucion del riesgo de cancer de la cavidad oral, eséfago,
estdmago, colon y recto. En este contexto el aumento de consumo de
frutas y verduras es indispensable para poder llevar una vida sana y

prevenir enfermedades. Las frutas en particular, son alimentos de

3
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gran interés en la nutricion humana, no sélo por sus peculiares
caracteristicas sensoriales sino también por su aporte de azucares,
micronutrientes y otros compuestos Ilamados bioactivos o
fitoquimicos que sin tener una funcidn nutricional definida, parecen
tener un impacto significativo en el curso de alguna enfermedad y son
indispensables a largo plazo para nuestra salud, ya que son capaces
de eliminar radicales libres, reducir el nivel de estrés oxidativo y asi
prevenir la oxidacion de biomoléculas (Almeida et al., 2011; Slavin y

Lloyd, 2012)

Es por ello que la caracterizacién fisica y quimica de las frutas y la
cuantificacién de sus componentes bioactivos es importante para la
comprensién de su valor nutricional y funcional, y para aumentar la

calidad y el valor del producto final Mattietto et al. (2010).

1.1.1 Frutas citricas

Dentro de las frutas, los citricos del género Citrus L., de la familia de
las Rutaceas, conocidos también como frutas acidas, son uno de los
principales grupos de cultivos del mundo con disponibilidad a nivel
global. Estas son bien aceptadas por los consumidores debido a sus
atractivos colores, aromas y sabores agradables (Zou et al., 2015). La
mandarina, la naranja, la lima, el limén y el pomelo se encuentran
dentro de las mas comercializadas (Zhou, 2012). La producciéon
mundial anual de citricos ha sido testigo de un crecimiento fuerte y
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rapido en las ultimas décadas, pasando de aproximadamente 81
millones de toneladas métricas a finales de 1990 a una estimacién
total de mdas de 115 millones de toneladas métricas entre 2010 y
2011, siendo las naranjas las que contribuyen con mas de la mitad de
la produccion de citricos en todo el mundo. Paises como Estados
Unidos, China, Espafia, México y Brasil lideran la produccién de
citricos del mundo y representan cerca de dos tercios de la
produccién mundial (FAO 2012). Las frutas citricas se componen en su
mayor parte de carbohidratos, principalmente azucares, que aportan
un valor nutricional y caldrico, aunque cabe destacar que presentan
un bajo valor energético, debido a su alto contenido en agua y bajo en
proteinas y lipidos. Los monosacaridos (glucosa y fructosa) vy
disacaridos (sacarosa), son claves en el aporte de dulzor de la fruta.
Algunos citricos presentan trazas menores de azUcares como la
manosa, maltosa, heptulosa y galactosa. La ramnosa, xilosa, y
trehalosa, han sido identificadas también en variedades de naranjas,
limones y pomelos. La fibra dietética, también es un componente
importante de la fruta. Es un remanente de la parte comestible
compuesta por los carbohidratos resistentes a la absorciéon y digestién
en el intestino y que por tanto se someten a una fermentacion
completa o parcial en el intestino grueso. Esta comprende
oligosacaridos, lignina, almidéon resistente, taninos, entre otras
sustancias asociadas a la planta. Los beneficios relacionados con una
adecuada ingesta de fibra dietética incluyen la regulacion del transito

intestinal y la prevencion y tratamiento de diabetes, enfermedades
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cardiovasculares y cancer de colon. La fibra dietética reduce el riesgo
de hiperlipidemia, hipercolesterolemia e hiperglucemia a través de
mecanismos que modulan e influencian la digestion, adsorcion vy

metabolismo de nutrientes.

Dentro del grupo de micronutrientes de los citricos destaca la
presencia de vitaminas y minerales con actividad antioxidante. Las
vitaminas son sustancias organicas vitales para las funciones del
cuerpo e indispensables para nuestra vida. De las 13 vitaminas
reportadas en la literatura seis de ellas se encuentran en los citricos,
incluyendo vitamina B1, B2, B3, vitamina A, vitamina E, y vitamina C.
Estas tres ultimas han sido estudiadas por sus propiedades
antioxidantes (Amitava y Kimberly 2014). La vitamina A es un
compuesto liposoluble el cual incluye retinol, retinal, acido retinoico y
provitamina A (B-caroteno). De acuerdo a diferentes estudios, la
vitamina A puede reaccionar con radicales libres, especialmente con
el oxigeno singulete, y radicales perdéxidos mostrando sus
propiedades antioxidantes. La vitamina C (acido ascérbico y
dehidroascérbico) es una sustancia soluble en agua. Es la vitamina
mas abundante encontrada en los citricos, capaz de eliminar de forma
natural una gran variedad de especies reactivas al oxigeno. La
vitamina E es también una vitamina liposoluble, que incluye
compuestos como los tocoferoles y los tocotrienoles. Se encuentra

principalmente en la piel y las semillas de las frutas y puede proteger
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a las membranas celulares contra el dafo de la peroxidacion lipidica

de diferentes maneras.

En cuanto a los elementos minerales, estos son compuestos quimicos
gue las plantas toman de la tierra para su crecimiento y desarrollo,
con excepcién del carbono, hidrégeno y oxigeno. En las plantas
citricas se han encontrado al menos 19 minerales incluyendo el calcio,
fosforo, magnesio, potasio, azufre, sodio, hierro, manganeso, niquel,
boro, silicio, cobre, zinc, molibdeno, selenio, cobalto, cromo,
germanio y arsénico. De éstos, el hierro, cobre, zinc y manganeso se

han relacionado con la actividad antioxidante de los organismos.

Mas alld de los macro y micronutrientes, las frutas son una fuente
importante de algunos fitoquimicos. Se trata de compuestos que
pertenecen mayoritariamente a los grupos de sustancias fendlicas,
principalmente flavonoides, acidos fendlicos y cumarinas, y sustancias
terpénicas tales como limonoides y carotenoides (Osorio et al., 2008;

Zou et al., 2015).

Los flavonoides tienen una estructura de polifenoles y contribuyen al
sabor de muchas frutas y verduras (Ross y Kasum 2002). Son
considerados como metabolitos secundarios sintetizados a partir de
aminodcidos, carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos
(Ghasemdeh y Ghasemdeh, 2011) y tienen muchos efectos benéficos

sobre la salud cuando se consumen (Wang et al.,, 2011). En el ser
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humano se ha reconocido que los flavonoides poseen actividad anti-
inflamatoria, antioxidante, antialérgica, hepatoprotectora,
antitrombdtica, antiviral y contra el cancer. También pueden actuar
como potentes quelantes de metales, eliminadores de radicales
libres, y antioxidantes mediante la donacion o agregaciéon de un
protén o electron (Duarte et al., 2001). Una de las clases mas
comunes de flavonoides que se encuentran en las frutas citricas son
las flavanonas, en particular, la naringina, que imparte el sabor
amargo de pomelo (Ross y Kasum 2002). La naringina se hidroliza a
naringenina por las bacterias del intestino antes de la absorcion
(Shulman et al., 2011). Una flavanona menos abundante en citricos
pero con propiedades similares a la naringenina, es la hesperidina.
Entre otros flavonoides representativos en los citricos se encuentran
las flavonas en su forma glicosada (diosmina y rutina) y en su forma

polimetoxilada (sinensetina, nobiletina y tangerina).

En cuanto a los acidos fendlicos, estos muestran fuertes propiedades
antioxidantes, a través de la deshidrogenacion de los grupos hidroxilo,
y el efecto de orto-sustitucion en el anillo benceno (Dai y Mumper
2010). Las cumarinas se derivan de una rama de la via de
metabolismo de la fenilalanina, que conducen en ultima instancia a la
sintesis de furano-cumarinas (Yu et al., 2005). Se ha demostrado que
poseen actividades antioxidantes fuertes a causa de sus grupos

hidroxilo fendlicos (Tyagi et al., 2005).
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Por su parte en el grupo de los terpenos, se encuentran los
limonoides, sustancias derivadas de metabolitos secundarios
altamente oxigenados, triterpénicos y tetraciclicos (Yu et al., 2005).
Treinta y seis agliconas limonoides y diesiciete glucdsidos limonoides
se han descrito en las frutas citricas, estos presentan capacidades
antioxidantes variables y algunos lo son incluso mas que la vitamina C.
El contenido de limonoides en frutas citricas va desde 0 hasta 95.46
mg/100g de fruta (Zhou, 2012). A su vez los carotenoides son
pigmentos en su mayoria tetraterpenos que constan de 8 unidades de
isopreno. De mas de 600 carotenos conocidos, el B-caroteno y el
licopeno estdn entre los mas importantes, siendo este ultimo el
mayoritario en el pomelo. En general estos compuestos son
antioxidantes eficientes en la eliminacién del oxigeno singulete y
radicales perdxido (Stahl y Sies, 2003), aunque son muy susceptibles a

la degradacién por la temperatura, el oxigeno y la luz.

1.1.2 Pomelo

El pomelo es una fruta citrica de gran interés ya que aporta a la dieta
mayor cantidad de compuestos bioactivos que la naranja, la
mandarina, el limon o la lima (Peterson et al., 2006; Xu et al., 2008).
Existen diferentes variedades de pomelo las cuales pueden clasificarse
en dos grupos dependiendo de la tonalidad de su pulpa. En el primer
grupo se incluyen las variedades blancas que tienen la pulpa de color

amarillo. Entre ellas podemos distinguir las variedades Duncan y
9
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Marsh. El segundo grupo engloba a las variedades pigmentadas, con
la pulpa de un tono rojizo debido a la presencia de carotenoides,
especialmente licopeno, entre las que destacamos las variedades
Burgundy, Ruby, Star Ruby, Thompson o Pink Marsh (Jayaprakasha et
al., 2008; Infoagro, 2011). Estas ultimas variedades han adquirido
popularidad en los ultimos afios entre los consumidores por su

atractivo color y sabor.

Tanto el pomelo en fresco, como en zumo, son consumidos por sus
efectos positivos sobre la salud. Diversos estudios demuestran que el
consumo de pomelo trae beneficios en la pérdida de peso y mejora
del metabolismo lipidico (Daher et al., 2005; Gorinstein et al., 2005;
Dow et al., 2012). También se ha demostrado que puede prevenir un
nimero de enfermedades crénicas incluyendo enfermedades
cardiacas, obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares vy
diversos tipos de cancer como el de colon (Mertens-TalcotT et al.,
2006; Vanamala et al., 2006; Diaz Juarez et al., 2009). Otros estudios
demuestran su efectividad en el tratamiento de infecciones urinarias
(Oyelami et al., 2005), en la mejora del sangrado en pacientes con
periodontitis (Staudte et al., 2005) y en la prevenciéon de la

osteoporosis (Deyhim et al., 2006).

La composicion nutricional del pomelo se muestra en la Tabla I.1. El
pomelo es una fuente importante de compuestos bioactivos tales

como flavonoides, cumarinas y acidos hidroxicinamicos (Razo-Aguilera
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et al.,, 2011). Se ha prestado mucha atenciéon a los compuestos
fendlicos que presenta el pomelo y algunas publicaciones sugieren
gue podrian jugar un papel importante en la capacidad antioxidante

del zumo de pomelo (Gorinstein et al., 2005; Xu et al., 2008).

Los acidos fendlicos y flavononas son dos de los principales grupos de
compuestos fendlicos en zumos de frutas citricas (Rapisarda et al.,
2003). Los acidos fendlicos mas importantes en el zumo de pomelo
son el acido p-hidroxicindmico, como también el acido ferulico, p-
cumadrico., sindpico, caféico, y clorogénico (Peleg et al., 1991;
Gorinstein et al., 2005). Otra caracteristica peculiar del zumo de
pomelo es la alta concentracién de flavanonas (Vanamala et al., 2006;
Gorinstein et al., 2005; Gattuso et al., 2007). Las flavanonas en el
pomelo aparecen principalmente bajo formas glicosidadas. Esta
glicosidacién toma lugar en la posicion 7, ya sea rutinosa o
neohesperidosa (Aturki et al., 2004). Otros glucdsidos de flavanona
identificados en zumos de pomelo son la nehoespiridina, didimina y
poncirina. Las flavanonas del pomelo han mostrado un amplio rango
de propiedades terapéuticas tales como actividad anti-inflamatoria,
antihipertensiva, diurética, analgésica e hipolipidémica (Aturki et al.,

2004; Xu et al., 2008).
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Tabla I.1 Caracteristicas nutricionales de pomelo (Star Ruby) (USDA,

2011).

Analisis proximal

100 g

Agua

Energia (kcal)
Carbohidratos (g)
Azlcares totales (g)
Sacarosa

Glucosa

Fructosa

Proteina (g)
Grasa total (g)
Fibra dietética (g)
Cenizas (g)

88.06+0.76
42

10.66

6.89 £ 0.37
3.51+0.17
1.61+0.16
1.77 £0.08
0.77 £0.03
0.14+0.03
1.6+0.2
0.36 +0.008

Micronutrientes

100 g

Vitamina C (mg)
Tiamina (mg)
Riboflavina (mg)
Niacina (mg)

Acido pantotéico (mg)
Folato total (ug)
Vitamina A (IU)
Vitamina E (mg)
Vitamina B6 (mg)
B-caroteno (ug)
A-caroteno (ug)
B-criptoxantina (ug)
Xantofilas (ug)
Licopeno (ug)

31.2+14
0.043 £ 0.002
0.031 £ 0.002
0.204 £0.018
0.262 £ 0.017
13.5+0.5
1150
0.13+0.016
0.053 £ 0.006
686 *245.8
3+2.33
6+4.9

5%5

1419+ 525

1.2 PRODUCTOS DERIVADOS DE LAS FRUTAS

La mayor parte de las frutas se producen de forma estacional y por lo

tanto no estan disponibles en condiciones frescas durante todo el

12



1. INTRODUCCION

afilo. Ademas la mayoria presentan altas cantidades de agua y de
azucares lo cual hace que sean muy susceptibles al deterioro fisico,
guimico y microbiolégico. Para evitar esto y para alargar su vida util,
son sometidas a diferentes técnicas de conservacién (Saifullah et al.,
2014), que dan lugar a una variedad de productos a base de frutas

gue hoy podemos encontrar en el mercado.

1.2.1 Frutas desecadas

Son productos obtenidos a partir de frutas frescas a las que se les ha
reducido la humedad por la acciéon natural del aire y del sol. La
desecacion de frutas es una de las técnicas de conservacion mas
antiguas. En Espafia se sigue utilizando la desecacion por el sol en las
regiones mas favorecidas por el clima, obteniendo productos como
uvas pasas, higos secos, datiles, orejones de melocotén o
albaricoques. Este procedimiento da excelentes resultados y conserva
todo el sabor y todas las cualidades de la fruta, pero no las cualidades

nutricionales. La humedad residual suele estar alrededor del 20%.

1.2.2 Frutas deshidratadas

Son productos obtenidos a partir de frutas carnosas frescas a las que
se les ha reducido la humedad mediante procesos apropiados y

autorizados. La deshidratacion conlleva a la eliminacion casi total del
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agua del alimento hasta llegar a niveles menores del 5%. El
procedimiento de deshidratacidn se lleva a cabo de diferente forma
segun el tipo de fruta y la finalidad del producto. Entre algunas de las
técnicas de deshidratacion utilizadas para su obtencién se encuentra
el secado por aire caliente, la deshidratacién osmética, con o sin
vacio, altas presiones hidrostaticas, pulsos eléctricos, microondas, y la

liofilizacion.

[.2.3 Conservas de frutas

Se definen como productos perecederos, en los que la estabilidad en
las condiciones normales de almacenamiento esta asegurada por el
cierre hermético del recipiente y por la aplicacién de tratamiento
térmico mediante la esterilizaciéon. El procedimiento permite la
destruccién de enzimas y de las formas vegetativas y esporuladas de

los microorganismos.

I.2.4 Confituras y mermeladas

Las mermeladas son los productos preparados por coccidn de frutas
enteras, troceadas, trituradas, tamizadas o no a las que se le han
incorporado azlcares, hasta conseguir un producto semiliquido o
espeso. Su contenido en fruta es como minimo del 30% y el contenido

de azucares debe ser igual o superior al 40% expresado como 2Brix.
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Las confituras se definen como la mezcla, con la consistencia
gelificada apropiada, de azlcares, de pulpa o de puré, de una o varias
especies de fruta y de agua. El contenido de azucares debe ser igual o

superior al 60%.

|.2.5 Zumos de frutas

Se designa de esta manera al producto susceptible de fermentacion,
pero no fermentado, obtenido a partir de frutas sanas y maduras,
frescas o conservadas por el frio, de una o varias especies, que posea
el color, el aroma y el sabor caracteristico de las frutas de la que
procede. Dentro de esta categoria se pueden encontrar los zumos de
frutas a partir de concentrado, el zumo de frutas concentrado, el

zumo de fruta deshidratado o en polvo y el néctar de frutas.

1.2.6 Fruta en polvo

La fruta en polvo presenta varias ventajas frente a la fruta fresca,
entre ellas se destaca una mayor estabilidad quimica y microbioldgica,
mayor disponibilidad durante todo el afio y ademas permite un mejor
manejo en las etapas de almacenamiento y distribucién (Fernandes et
al., 2011). No obstante, la produccion de fruta en polvo estd
condicionada por la disponibilidad de métodos que permitan la

transformacién del producto concentrado o el zumo de fruta inicial,
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en una forma fisicamente estable. Si bien es cierto que por su baja
actividad del agua gozan de una alta estabilidad microbioldgica,
guimica y bioquimica, el inconveniente de los productos de fruta en
polvo es que son altamente higroscdpicos. En este sentido, la
evolucién del producto en polvo se ve considerablemente
influenciada por la temperatura de transicion vitrea (Tg), que va a
determinar el estado gomoso o vitreo en que se encuentre el polvo
(Roos, 1995a). Fendmenos como la pegajosidad, el colapso, el
apelmazamiento o la cristalizacién de solutos, asociados comunmente
a la pérdida de calidad de un producto deshidratado, ocurren en el
estado gomoso. El cambio del estado vitreo, de maxima estabilidad, al
gomoso ocurre por aumento de la temperatura y/o de la humedad
del producto. De esta forma, a una temperatura determinada, que
puede ser aquella a la que se quiera almacenar el producto, se puede
definir el contenido de agua y la actividad del agua criticas del
producto (CWCy CWA, respectivamente) para el cambio de estado. A
su vez, la CWA informa de la humedad relativa maxima que podria
tener el ambiente en el que podria almacenarse el producto sin
envasar a fin de asegurar el estado vitreo. Por su parte, el valor de Ia
Ty depende, ademas, del tamafio molecular promedio de los solutos
presentes en la matriz amorfa, que en las frutas esta formada,
mayoritariamente, por agua, azUcares de bajo peso molecular y
acidos. Esta propiedad composicional especifica implica un valor bajo
de la T, del orden de la temperatura ambiente. Para favorecer el

estado vitreo, una opcion adecuada es la adicion de materiales
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encapsulantes de alto peso molecular que contribuyen a elevar el
valor de la T;. Ademas de aumentar la Ty, estas macromoléculas
compiten por el agua con otros componentes del propio alimento y
pueden actuar como una barrera fisica entre particulas, a nivel de su

superficie (Telis y Martinez-Navarrete, 2010).

A continuacion se describen algunos aspectos sobre dos de los
métodos que proporcionan productos en polvo de mayor calidad, la
liofilizacidn y la atomizacidén. También se describen algunos materiales
de encapsulacion utilizados en la industria para la obtencién de polvos
y sus propiedades en relacién con las caracteristicas del producto

final.

1.3 TECNOLOGIAS PARA LA OBTENCION DE FRUTA EN POLVO

1.3.1 Liofilizacion

La liofilizacién es una técnica de deshidratacion, que consiste en la
eliminacién de agua del producto por sublimacién. En este proceso el
producto es previamente congelado y sometido posteriormente a
vacio, por lo que el hielo se transforma directamente a vapor sin
pasar por el estado liquido. El diagrama de fase del agua de la Figura
I.1 muestra las condiciones necesarias para la sublimacion del agua
pura, por debajo de su punto triple (Martinez-Navarrete et al., 1998).
Sin embargo, la presencia de solutos en los alimentos desplaza el

punto triple hacia valores inferiores. Durante el secado por
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sublimacién, la presién parcial del vapor que rodea el producto debe
ser inferior a la presidn del vapor del hielo, a la misma temperatura.
La energia suministrada en forma de calor debe permitir la
sublimacién, cambio de estado endotérmico, pero la temperatura del
producto debe permanecer inferior a su temperatura de transicion
vitrea. Durante esta primera etapa del secado por liofilizacién, se
elimina la mayor parte del hielo del producto formado al congelar.
Seguidamente ocurre una segunda etapa Ilamada secado secundario
en donde se elimina la mayor parte del agua liquida adsorbida en la

matriz solida.

a) b)
-
Camara de secado Residuos | Hiclo v1
\/\/\/\/ Flujo de vapor T
\ A
= —I \
)
\/}/\/\/ — J )
\ ’/' : /
— ) g ,
\ Condensador Vacio R paroid
Plato Bandeja
Calentador

200 1 30 400 500 w00 ! 00
27315 7316 37315 K 647.30
(T (T T [24]

Figura 1.1 Representacidn de un sistema comun de liofilizacion (a), diagrama
de estado del agua (b) (Adaptado de Martinez-Navarrete et al., 1998).

Normalmente la liofilizacién da lugar a un producto con un contenido
de humedad entre el 1y el 3%. Debido a la escasa presencia de agua
en estado liquido, a las bajas temperaturas requeridas en el proceso y
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a la baja presion, las reacciones de deterioro quimico, bioquimico y
microbioldgico se reducen al maximo por lo que el producto final
resulta ser de excelente calidad. Ademas, el estado sélido del agua
durante la liofilizacion protege la estructura primaria y la forma de los
productos con la minima reduccién de volumen (Ratti, 2001), dando
lugar a productos faciles de almacenar por un largo periodo de
tiempo en condiciones adecuadas y que pueden volver a

reconstituirse facilmente (Oetjen y Haseley, 2008).

Esta técnica se ha utilizado ampliamente desde hace varios siglos en
la industria farmacéutica en la conservacion de productos sensibles a
la temperatura, en particular los de origen bioldgico tales como
enzimas, vacunas, plasma sanguineo, farmacos, entre otros (Tang y
Pikal, 2004). En la industria alimentaria su aplicacién se ha centrado
en productos sensibles al calor y de alto valor comercial, como el café,
té, o ingredientes especificos para algunos productos alimentarios
(sopas deshidratadas, embutidos, carne, pasta, etc.), entre otros. Sin
embargo el alto coste de esta técnica limita su utilizacién. No
obstante la aplicacion de técnicas combinadas con la liofilizacién
como la adsorcidn, fluidizacién y las microondas, han sido estudiadas
con el fin de disminuir los costes e incrementar su aplicacion, aunque
en muchos casos la calidad del producto es inferior en comparacién al
tratamiento solo (Ratti, 2001). A pesar de ello este proceso no deja de
ser una alternativa valiosa para la obtencidn de alimentos de alta

calidad nutritiva, funcional y sensorial.
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1.3.2 Atomizacion

Por su parte la atomizacién o secado por pulverizacién es una
operacion unitaria de transferencia simultanea de calor y masa, por
medio de la cual un producto liquido es atomizado en una corriente
de aire caliente obteniendo instantaneamente un producto en polvo.
El gas utilizado generalmente es aire aunque también se puede usar
gas inerte o nitrégeno. El liquido de alimentacidn puede ser una
solucién, una emulsidon o una suspension. El proceso de atomizacion
da lugar a polvos muy finos (10-50 um) o particulas de gran tamafio
(1-3 mm) dependiendo del material de entrada y las condiciones de
operacion (Gharsallaoui et al., 2007). En la Figura 1.2 se muestra el
proceso general de atomizacién en el cual el liquido de alimentacion
es atomizado en pequefias gotas las cuales entran en contacto con la
corriente de aire caliente. En ese momento se establecen balances de
temperatura y presiéon parcial de vapor entre la fase liquida y gaseosa.
La transferencia de calor ocurre desde el aire hacia el producto,
mientras que la transferencia de agua ocurre en direccién opuesta
debido a la diferencia de presién de vapor. En el proceso tipico el
liguido es atomizado en la misma direccién del flujo de aire caliente.
La temperatura de entrada del aire es alta, hasta 180 °C, y la
evaporacion ocurre instantdaneamente por lo que los polvos secos son
expuestos a temperaturas moderadas de (50 — 80 °C) lo que limita la

degradacidn térmica.
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Figura 1.2 Representacion de un disefio tipico de un sistema de secado por
atomizacion.

La atomizacion ha sido utilizada ampliamente como una técnica de
mico-encapsulacién en la industria farmacéutica y alimentaria. Los
polvos obtenidos generalmente presentan buenas propiedades de
reconstitucion, baja actividad del agua y permiten ser almacenados y
transportados facilmente (Kha et al., 2010). Dentro de las ventajas
ofrecidas por esta técnica estan la facil industrializacion y la
posibilidad de una produccién en continuo. Sin embargo el contacto
prolongado con las altas temperaturas del aire puede comprometer
en algln caso las propiedades bioactivas de los alimentos lo cual debe

ser evitado.

Aunque normalmente se ha considerado la atomizacién como una
tecnologia menos costosa en comparacion a la liofilizacién, estudios
previos en el grupo de investigacion han concluido que, en el caso de
la deshidratacion de pomelo, el producto liofilizado puede llegar a

tener un precio 2.16 veces inferior al atomizado, lo cual se debe a las
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peculiaridades de la fruta que, por su composicidn, disminuyen
enormemente el rendimiento durante la atomizacion. Asi, aunque los
costes eléctricos son 8.5 veces superiores en el caso de la liofilizacién,
tanto el coste en materia prima, como la inversion inicial en
maquinaria, los gastos de personal, mantenimiento y amortizacién

son superiores en el caso de la atomizacién (Casanova, 2016).

1.3.3 Materiales encapsulantes

La micro-encapsulaciéon es un proceso en el cual gotas liquidas,
particulas solidas o compuestos gaseosos son atrapados en peliculas
delgadas de un agente micro-encapsulante de calidad alimentaria.
Este agente recubre o envuelve la matriz homogénea o heterogénea,
dando lugar a pequefias cdpsulas con propiedades destacables. Una
de las razones por las cuales se aplica la micro-encapsulacién en la
industria alimentaria, es porque esta técnica proporciona una barrera
fisica entre el compuesto y las agresiones de agentes
medioambientales tales como la luz, la humedad, el oxigeno, etc.,
contribuyendo asi al incremento de la vida atil del producto y
controlando la liberacién del producto encapsulado al exterior (Fang y

Bhandari, 2010).

Existen diferentes procesos para llevar a cabo la micro-encapsulacion
y entre ellos la liofilizacién y la atomizacién (Vieira da Silva et al.,

2016). La encapsulacion mediante el secado por liofilizacion se
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consigue cuando los materiales encapsulantes se homogenizan en la
matriz original y son conjuntamente deshidratados dando lugar a
particulas con forma irregular. El periodo prolongado de secado en
esta técnica se ve normalmente como una desventaja, sin embargo es
adecuada para encapsular esencias solubles en agua y aromas
naturales (Fang y Bhandari, 2010). Diferentes estudios muestran una
mayor proteccion de los compuestos bioactivos de ciertos alimentos
durante el almacenamiento cuando han sido encapsulados mediante

esta técnica (Delgado-Vargas et al., 2000; Laine et al., 2008).

Por su parte el secado por atomizacién, como se describid
anteriormente, es uno de los procesos mas usados en este sentido.
Una de las limitaciones que presenta esta tecnologia es la baja
disponibilidad de materiales encapsulantes que pueden ser usados, ya
gue estos deben ser solubles en agua. Entre los agentes usados se
encuentran biopolimeros de varias fuentes, incluyendo almidones
modificados e hidrolizados, derivados de celulosas, gomas vy
ciclodextrinas, y también se usan proteinas tales como la proteina de
suero, caseinatos y gelatina, o nuevos biopolimeros emergentes tales
como productos provenientes de la reaccidon de Maillard (Jafari et al.,
2008; Fang y Bhandari, 2010). Dentro de las propiedades que exhiben
estos materiales estan la no reactividad con el material a encapsular,
la habilidad para proveer maxima retencién durante el procesado y
almacenamiento contra las condiciones medioambientales, bajo coste

y alta funcionalidad, asi como la liberacion completa del material
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encapsulado bajo condiciones deseadas, buenas propiedades

reoldgicas y de solubilidad.

Las maltodextrinas provenientes de la hidrélisis del almidén, han sido
muy utilizadas por su bajo coste, sabor suave y una baja viscosidad a
un alto contenido de sélidos. El grado de proteccidon de este material,
estd directamente relacionado con la dextrosa equivalente (DE) del
almidoén hidrolizado. Una maltodextrina con un DE alto generalmente
es menos permeable al oxigeno y da lugar a un polvo con una mayor
eficiencia de encapsulacion. No obstante las maltodextrinas carecen
de propiedades emulsionantes y suelen dar lugar a una mala
retencién de sabores durante el secado por atomizacién (Jafari et al.,
2008). A su vez, las gomas son también wusadas en la
microencapsulacion por sus buenas propiedades de encapsulacion,
estabilizacion de la emulsidn y alta retencion de volatiles durante los
procesos de secado. Entre todas las gomas, la de acacia, llamada
goma arabiga, destaca por sus excelentes propiedades emulsificantes
y por lo tanto es usada ampliamente en la industria alimentaria. La
goma arabiga es un polimero formado por acido D-glucurénico, L-
ramnosa, D-galactosa, y L-arabinosa con un contenido aproximado de
2% de proteina al cual se le atribuye el aporte de las propiedades
emulsificantes (Dickinson, 2003). Sin embargo el alto coste de este
material, el suministro limitado y la variacién en su calidad ha
restringido en ocasiones su uso (Gharsalloui et al., 2007). El uso de

maltodextrinas y goma ardbiga, entre otros, no solo actian como
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materiales de encapsulacién sino que al ser sustancias de alto peso
molecular ayudan a incrementar la temperatura de transicion vitrea
(Tg) de los productos, reduciendo la higroscopicidad y pegajosidad,
dando lugar a polvos faciles de manejar durante el procesado y
transporte y con mejores caracteristicas de calidad (Barbosa-Canovas
et al., 2005; Gabas et al., 2007; Sablani et al., 2008; Silva et al., 2006;

Telis y Martinez-Navarrete, 2009).

La fibra de bambu es una fibra dietética o polisacdrido no amildceo
proveniente de la parte comestible de la planta de bambdu. Es una
fibra insoluble compuesta principalmente de celulosa la cual confiere
diferentes funciones técnicas en los alimentos entre ellas, segln
indica la empresa VITACEL que la comercializa, presenta una alta
capacidad de retencion de agua, independiente del pH y la
temperatura, por lo cual la humedad se distribuye uniformemente
por todo el producto terminado evitando la sinéresis. También posee
propiedades de crioproteccidn y estabilidad durante los procesos de
congelacion y descongelacion evitando la formacién de grandes
cristales de hielo. Entre otras propiedades se le atribuye como un
agente de union de aceites y agua debido a su capilaridad y presenta
propiedades antiaglomerantes. Pero ademas aporta una
funcionalidad nutricional relacionada con la salud. No obstante el uso

de esta fibra como material encapsulante no ha sido estudiado.
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Il. OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GENERAL

Seleccionar el mejor proceso, entre la liofilizacion y la atomizacidn,
para la obtencién de pomelo en polvo de alta calidad nutritiva,

funcional y sensorial.

11.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar la mejor combinacién humedad: concentraciéon de goma
arabiga: concentracidon de fibra de bambu para la liofilizaciéon del
triturado de pomelo, de manera que se obtenga un producto en polvo
con las mejores propiedades fisicas (humedad, higroscopicidad,
porosidad, luminosidad), nutritivas (vitamina C) y funcionales (fenoles

totales, carotenoides totales, actividad antioxidante).

e |dentificar la mejor combinacion temperatura de entrada del aire:
concentracion de goma arabiga: concentracion de fibra de bambu
para la atomizacién del licuado de pomelo de manera que permita la
obtencién de un producto en polvo que, al igual que en el caso de la
liofilizacidn, presente las mejores propiedades fisicas, nutritivas y

funcionales, ademas del maximo rendimiento.

e Identificar el poder encapsulante de cada uno de los solutos vy el

papel del contenido en agua, en el caso de la liofilizacion, frente a los
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principales compuestos bioactivos del pomelo y su capacidad

antioxidante.

e Establecer la temperatura, humedad y actividad del agua criticas
para el almacenamiento de los productos liofilizado y atomizado
optimizados que aseguren la estabilidad de las propiedades fisicas,

nutritivas y funcionales estudiadas.

e Evaluar, mediante un analisis sensorial, las posibles diferencias

entre los zumos preparados por rehidratacién de los productos en

polvo optimizados obtenidos por liofilizacién y por atomizacion.
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IIl. MATERIALES Y METODOS

111.1 MATERIAS PRIMAS EMPLEADAS EN EL ESTUDIO

Los frutos de pomelo (Citrus paradise var. Star Ruby) utilizados en
este estudio, fueron adquiridos en un supermercado local del 4rea de
Valencia. Los frutos fueron seleccionados en funcion del tamafo,
firmeza, color y ausencia de dafios fisicos aparentes en la superficie.
Se empled goma ardbiga (GA) y fibra de bambu (FB) (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos), los cuales fueron incorporados a la fruta previa

liofilizacidn/atomizacion.

.2 OPTIMIZACION DEL PROCESO DE LIOFILIZACION Y
ATOMIZACION

1.2.1 Preparacion de la muestra y condiciones del proceso de
liofilizacidn

Para la preparacion de las muestras liofilizadas, los pomelos fueron
previamente pelados, cortados y triturados en un robot de cocina
(Thermomix TM 21, Vorwerk, Espaia). El pomelo triturado (PT) fue
caracterizado, por triplicado, en su contenido de agua, solutos
solubles, coordenadas y atributos de color CIE L*a*b*, compuestos
bioactivos (fenoles totales, vitamina C, carotenoides totales) y
actividad antioxidante. La metodologia para su determinaciéon se

describe en el apartado I11.2.3.
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Una vez el pomelo fue triturado se procedié a incorporar la GAy la FB
en las proporciones establecidas por el disefio experimental utilizado
(Apartado [11.2.5, Tabla Ill.1), el cual se obtuvo a partir de la
metodologia de superficie de respuesta que se comenta en el
apartado 111.2.5. Los solutos GA y FB fueron mezclados con el pomelo
triturado y homogenizados mediante agitacion magnética a 750 rpm
(MBG-05E OVAN, EU). Una vez incorporados los solutos, se ajusté el
contenido de agua de las muestras de acuerdo a lo establecido en el
disefio experimental, afiadiendo agua en su caso, o deshidratando
mediante secado parcial por microondas (Moulinex 5141 AFW2,
Espafia), a 2 W/g. El control de la humedad durante este pre-secado
se hizo a partir de los °Brix iniciales de la muestra con solutos y la
pérdida de peso. Posteriormente las muestras se dispusieron en
bandejas de aluminio de 23 cm de didmetro formando una capa de
0.5 cm de espesor y se congelaron a -45 °C (Liebherr Mediline,
LCT2325) hasta su liofilizacion. Para la liofilizacién se utilizé un
liofilizador Telstar Lioalfa-6, a 0.021 Pa y -59 °C en el condensador,
durante 24 h. Una vez las muestras estaban liofilizadas se molieron
(Kenwood, CH580, Alemania) y se tamizaron hasta obtener un polvo
homogéneo con un tamafio de particula menor a 0.7 mm. Los polvos
se envasaron a vacio y fueron mantenidos en un desecador con

silicagel a 25°C hasta su posterior analisis.

Las variables respuesta analizadas en los polvos liofilizados fueron la

humedad, la higroscopicidad, la porosidad, la luminosidad, la
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diferencia de color con respecto a la muestra liofilizada sin solutos, el
contenido en fenoles totales, carotenoides totales, vitamina C y la
actividad antioxidante. Todas las determinaciones analiticas se

describen en el apartado 11.2.3

l11.2.2 Preparacion de la muestra y condiciones del proceso de
atomizacidén

La fruta fue previamente lavada, pelada y licuada en un procesador
eléctrico (DelLonghy, Espafia). El pomelo fresco de partida (P) y el
licuado (PL) obtenidos fueron caracterizados en su contenido de agua,
solutos solubles, coordenadas y atributos de color CIE L*a*b,
compuestos bioactivos (fenoles totales, vitamina C, carotenoides
totales) y actividad antioxidante, como se describe en el apartado
I11.2.3. Los solutos GA y FB fueron incorporados en las proporciones
establecidas segun el disefio experimental aplicado (Apartado 111.2.5,
Tabla ll.2). Para ello se disolvieron a las concentraciones establecidas,
completamente en agua destilada mediante agitaciéon magnética a
750 rpm y posteriormente se mezclaron con el PL en relacién 1:1,
obteniéndose asi la mezcla que va a alimentar el atomizador (m,,).
Para la atomizacion de la mezcla se utilizé un equipo Buchi-mini (B-
290, Suiza). En todos los casos la velocidad de aspiracion, el flujo del
alimento y del aire de atomizacion fueron de 35 m>/h, 9 mL/min y 473
L/h, respectivamente. La temperatura del aire de entrada fue variada

también segun el disefio experimental (Tabla IIl.2). Cuando se alcanzd
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una temperatura de 50 °C en el ciclén del equipo, los polvos
obtenidos de los diferentes tratamientos se recuperaron en viales y
fueron empacados al vacio y mantenidos en un desecador con
silicagel a temperatura ambiente hasta su posterior analisis. En este
caso las variables de respuesta estudiadas en los polvos atomizados
fueron la humedad, el rendimiento en producto, el rendimiento del
secado, la higroscopicidad, la porosidad, la luminosidad, el contenido
en fenoles totales, carotenoides totales, vitamina C y la actividad
antioxidante. Las determinaciones analiticas se describen en el

apartado I11.2.3.

111.2.3 Determinaciones analiticas

[11.2.3.1 Contenido de agua. Se utilizé6 el método gravimétrico tras
colocar un peso de muestra conocido en una estufa (Vaciotem, J.P.
Selecta, Espafia) a 60 °C £ 1 °C y a una presion de <100 mm Hg hasta
peso constante. Este método consiste en la determinacion de la
pérdida de peso de la muestra, que se corresponde con el agua

presente.

111.2.3.2 Solutos solubles (xs). Se estimaron a partir de los °Brix usando

un refractometro (Refracto 30PX by Mettler Toledo, Suiza) a 20 °C.

[1.2.3.3 Higroscopicidad (Hg). Para obtener la H, se colocaron

proximadamente 2g de muestra en un ambiente creado por una
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disolucién saturada de Na,SO; (81% de humedad relativa) a 25 °C

durante 24h (Caiy Corke, 2000).

[11.2.3.4 Porosidad (g). Se calculé partir de la densidad real y la
densidad aparente (Ec. 1). La densidad real (p) fue predicha a partir de
los componentes mayoritarios, en este caso el agua y los
carbohidratos propios y afladidos (Ec. 2). Para obtener el valor de la
densidad aparente (p,), aproximadamente 2 g de polvo fueron
transferidos a un tubo de ensayo graduado de 10 mL que se someti6 a
agitacion usando un vortex (Infrared Vortex Mixerv, F202A0164) a
1600 rpm durante 10 s. Para obtener p, se dividio la masa del polvo

(g), por el volumen ocupado (cm?) en el tubo después de la agitacion.

g= Ll (1)

1_ *w Xen (2)

Donde €es la porosidad; p y p, son la densidad real y aparente,
respectivamente (g/cms); X; 'y pi son la fraccién masica y densidad,
respectivamente del agua (i = w) y carbohidratos (i = CH) de la mezcla,
siendo p,, (20 °C) = 0.9976 g/cm’ y pcy (20 °C) = 1.4246 g/cm? (Okos,
1986).

111.2.3.5 Color. El color de los productos en polvo fue medido una vez
gue se habian comprimido las muestras como describen Telis vy

Martinez-Navarrete (2010), usando un espectrocolorimetro Minolta
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CM-2002 Camera Co. (Japdn). Las coordenadas de color CIE L*a*b* se
obtuvieron utilizando como referencia el iluminante D65 y observador
10°. L* indica la luminosidad, a* indica la cromaticidad en un eje de
verde (-) a rojo (+) y b* la cromaticidad en un eje de azul (-) a amarillo
(+). Con estos valores se calculd el tono (h*,,) (Ec. 3) y el croma o
pureza de color (C*4) (Ec. 4). Ademas, para los productos en polvo
liofilizados, se calculé la diferencia de color (AE) de cada muestra con
respecto al polvo liofilizado obtenido a partir de la muestra sin solutos

afiadidos (Ec. 5).

h;, = arctg Z—: (3)
oo = VaZ+ b2 (4)
AE = |/(AL)? + (Aa)? + (Ab)? (5)

También se obtuvieron las coordenadas CIEL*a*b*, sobre fondo
negro, del pomelo triturado y licuado utilizado una cubeta de 38 x 50 x

20 mm. En este caso la ventana de medicion fue de 30 mm de diametro.

I11.2.3.6 Fenoles totales (FT). La cuantificacion de los FT se basé en el
método de Folin-Ciocalteu. En el caso del pomelo fresco la extraccién
se realizd homogenizando 35 g de pomelo con 40 mL de metanol, 10
mL de HCI (6N) y NaF (2 mM) en un ultra- turrax (T25D Ultra-turrax,
IKA, Alemania) por 5 minutos. Para el producto en polvo 2 g fueron
homogenizados con 20 mL de metanol, 5 mL de HCl (6N) y NaF (2

mM). La muestra homogenizada fue centrifugada a 12.857xg y 4 °C
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por 10 min (Eppendorf centrifuge 5804R, Alemania). Para la
cuantificacién de los fenoles totales, se adicionaron 15 mL de agua
destilada y 1.25mL de reactivo Folin Ciocalteu (Sigma, Alrich,
Alemania) a 250 plL de sobrenadante. Las muestras fueron mezcladas
y permanecieron 8 min en reposo y bajo oscuridad. Seguidamente se
afiadié 3.75mL de una solucién acuosa de carbonato de sodio (7.5%,
p/v) y se llevd a 25 mL con agua destilada en un matraz aforado de 25
mL. Las muestras permanecieron en reposo y en la oscuridad por 2
horas a temperatura ambiente, e inmediatamente fueron medidas a
765 nm en un espectrofotometro UV-visible (Thermo Electron
Corporation, Estados Unidos). El contenido en fenoles totales fue
expresado como acido galico equivalente (GAE) usando una curva

patron de 0-800 mg de acido galico (Sigma-Aldrich, Alemania)/L.

[11.2.3.7 Carotenoides totales (CT). El contenido de CT presente en las
muestras fue extraido siguiendo la metodologia recomendada por
Olives Barba et al. (2006). Para ello 5g de pomelo fresco o, en su caso,
1 g de polvo, fue mezclado con 100 mL de hexano/acetona/etanol
(50:25:25, v/v/v) en un agitador magnético a 750 rpm por 30 minutos.
Seguidamente se adicionaron 15 mL de agua destilada y se agité por 3
minutos mas. Se tomd una alicuota de 0.6mL de la capa superior y se
evapord con una corriente de nitrogeno liquido. El residuo fue
disuelto en 1mL de tetrahidrofurano/acetonitrilo/metanol (15:30:55,
v/v/v). El método de referencia AOAC (2000) se utilizd6 para la

cuantificacion. La lectura de las muestras fue realizada a 446 nm en
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un espectofotémetro UV-Visible (Thermo Electron Corporation, USA).
El contenido de CT se refirié a B-caroteno (Fluka-Biochemika, Estados

Unidos).

[11.2.3.8 Vitamina C (VC). La VC fue cuantificada por HPLC (Jasco, Italy).
Para cuantificar el contenido total de VC se procedid a la reduccién
del acido dehidroascérbico a acido ascérbico, mezclando 0.5g de
muestra en 2mL de una solucidn de 20g/L de DL-Ditiotreitol (Sigma-
Aldrich), por 2 horas a temperatura ambiente y en la oscuridad (Igual
et al.,, 2014). Después 1 g de esta mezcla fue extraida con 9 mL de
acido oxalico al 0.1% (p/v), por 3 minutos y filtrada inmediatamente a
través de un filtro de membrana de 0.45 um antes de la inyeccién (Xu
et al., 2008). Para la cuantificacion se utilizd una columna Zorbax SB-
C18 de 5 um (4.6 x 25 mm) (Espafia); acido oxdlico 0.1% como fase
movil, volumen de inyeccidn de 20 pl, velocidad de flujo de 1 mL/min,
deteccion a 243 nm y 25 °C. Se prepard una solucidon estandar de

acido ascorbico (AA, Panreac, Espafia).

111.2.3.9 Actividad antioxidante (AOA). Se utiliz6 el método de DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazilo) basado en la capacidad de las sustancias
antioxidantes de captar radicales libres. 5mL de pomelo fresco o en su
caso 1 g de polvo, fue homogenizado con 10mL de metanol vy
centrifugado (Eppendorf centrifugue 5804R, Alemania) a 12.857xgy 4
°C por 10 minutos. 0.1 mL del sobrenadante fue adicionado a 3.9 mL

de DPPH diluido en metanol (0.030 g/L, Sigma-Aldrich, Alemania). Se
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midié la absorbancia cada 0.25 minutos a 515 nm en wun
espectrofotémetro UV-Visible (Thermo Electron Corporation, Estados
Unidos), hasta que la reacciéon se mantuvo estable. El porcentaje de
DPPH fue calculado segun la Ec. (6). Los resultados finales fueron
expresados como mmol de trolox equivalente (TE), usando una curva
de calibraciéon de Trolox (Sigma-Aldrich, Alemania) en un rango de

6.25-150 nM (lgual et al., 2014).

DPPH — Acontrol—Amuestra (6)

Acontrol

Donde: Acontrol €S la absorbancia del control (absorbancia de la
muestra a tiempo 0); Amuestra €S la absorbancia de la muestra cuando
la reaccion se ha estabilizado.

111.2.3.10 Rendimiento del proceso. Para el caso de la atomizacién se
consideréd el rendimiento del proceso teniendo en cuenta el

rendimiento en producto (Rp, Ec. 7) y el rendimiento del secado (R, Ec.

8y9).
bh
m olvo
Rp =100 2oy |_gpoe__| (7)
Mmgq L100g alimentacion
gagua
Ry = 100 - Rp — Ry, | ] 8
S P L [100g atimentacion (8)
bs _ .. bs bs _ .., bs
_ Mg = mp*+(maa—my )*Xwgs g producto perdido
100g alimentacion

aa
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Dénde: my, es la masa del polvo obtenido a partir de una determinada
masa de alimento que entra al atomizador (m,,), en base humeda
(bh) o base seca (bs), R, es el rendimiento en pérdidas y Xybs €S el

contenido de agua del polvo en base seca.
111.2.4 Expresion de los resultados

Para hacer comparables los resultados del contenido en compuestos
bioactivos y actividad antioxidante obtenidos del pomelo triturado
utilizado para liofilizar y del licuado utilizado para atomizar, los de la
muestra licuada fueron referidos al correspondiente lote de pomelo

(Ec.10)

mP = mPE o (10)

Dénde: mfes la masa de cada compuesto bioactivo o actividad
antioxidante analizados en el pomelo fresco (p/p), m{’L es la masa de
cada compuesto bioactivo o actividad antioxidante obtenido
experimentalmente en el pomelo licuado (p/p) y mf* es la masa del
pomelo licuado (g) obtenida a partir de una determinada masa (g) de
pomelo fresco (mF).

Asi mismo, como cada muestra tenia una composicién diferente de
solutos (Tabla lll.1 y Tabla IIl.2), todos los resultados composicionales
de los productos en polvo fueron referidos en solutos de pomelo (SP)
segun las Ec. (11) y Ec. (12), con el objetivo de hacer los resultados

comparables.
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14
m; = i —— (11)

= (=) (Xspys7)

mt(l_ xsv) (12)

t
mga+ mpp+ me (1-xy,)

Xsp/ST =

Dénde: m; es la masa de cada compuesto analizado referido a solutos
de pomelo (mg/gsp), mf es la masa de cada compuesto obtenido
experimentalmente en el polvo (mg/g), xﬁ, es el contenido de agua
del polvo (gagua/8poivo), Xspsst €s la fraccion masica de solutos de
pomelo (SP) respecto a los solutos totales (ST), m, mga, Y Meg €s la
masa del pomelo triturado o licuado, goma ardbiga y fibra de bambd,
en la muestra respectivamente, y x, es el contenido de agua del
pomelo triturado o licuado (p/p).

111.2.5 Disefio experimental y analisis estadistico

Para la optimizacién de ambos procesos (liofilizaciéon y atomizacidn),
se realizé un disefio experimental centrado compuesto, rotable,
ortogonal, estudiando el efecto de tres variables independientes de
proceso sobre las variables respuesta relacionadas con la calidad
fisicoquimica y funcional de los productos en polvo obtenidos
descritas en el apartado Ill.2.3. Las variables independientes
consideradas han sido, por una parte, la cantidad de solutos afiadidos,
tanto de goma ardbiga 4-12 g/100g (pt + solutos) 6 pL) cOMo de fibra de
bambu (0-2 g/100g (1 + solutos) 6 pL) Y, por otra, en el caso de la
liofilizacion la humedad de entrada de la mezcla al liofilizador (xWO, 70-
90 g agua/100mezca), Y €n el caso de la atomizacidn la temperatura de
entrada del producto al atomizador (T, 120-180 °C). El intervalo de

valores considerados para las variables independientes fue
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establecido de acuerdo a resultados de estudios pre-experimentales y
bibliograficos (Agudelo et al., 2014; Igual et al., 2014; Kha et al., 2010;
Quek et al., 2007). Para estudiar el efecto de estas variables con el
menor nimero de tratamientos posibles, el disefio propuso llevar a
cabo 23 experiencias de liofilizacion y 23 de atomizacién, que se
muestran en la Tabla Ill.1 y Tabla 1ll.2 respectivamente. Estas
experiencias fueron realizadas en orden aleatorio. Para definir la
significacién estadistica de los términos del modelo y para fijar el
modelo de regresion que mejor relacionaba los resultados
experimentales con las variables independientes se realizé un analisis
de varianza (ANOVA) y un andlisis de superficie de respuesta. El
modelo polindmico generalizado propuesto para la prediccién de las
variables de respuesta en funcién de las variables independientes fue

dado por la Ec. (13).

Yi = Bo+ Prxy + Poxy + Baxs + PraxE + PozXs + PazxF + Praxixs + Pr3XiX3 + Przxaxs (13)

Ddnde: Y; es el valor de la variable respuesta predicho por el modelo,
Bo es una constante, 1, B, y B3 son los coeficientes de regresidn para
los efectos lineales; B11, B22 Y P33 son los coeficientes de regresién
para los efectos cuadraticos; y 12, 13 Y f23 son los coeficientes de
regresion para la interaccion de los efectos. En este modelo, x4, x; y
X3 son las variables independientes a saber, x;= X (8agua/ 100mezcia) 6
T(°C), x5 =x**(g/100g prspu) ¥ x5 = X° (8/100g pr 5 p1)

Después del ajuste del modelo generalizado a cada variable

respuesta, los términos estadisticamente no significativos (p > 0.05),
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fueron descartados y se ajustaron nuevamente sélo con los términos
significativos, con el fin de obtener el modelo final reducido
(Mirhosseini et al., 2009). La falta de ajuste de cada modelo final
seleccionado (p > 0.05) confirmé la deseabilidad del modelo ajustado
y la no significancia de Durbin-Watson demostré que no habia auto
correlacién significativa o correlacion serial. La bondad del ajuste de
los modelos finales reducidos de los datos experimentales se evalué a
partir del coeficiente de determinacion ajustado (R? adj) y el error
estandar de la estima (EE) entre los valores predichos y los

experimentales.

Para conocer el mejor valor de cada una de las variables
independientes que permite conseguir un polvo liofilizado o
atomizado con las propiedades mas deseables, es decir con la maxima
porosidad, el mayor contenido en compuestos funcionales (fenoles
totales, carotenoides totales, vitamina C), mayor actividad
antioxidante, mayor rendimiento en producto atomizado y con menor
humedad, higroscopicidad, luminosidad y diferencia de color en el
caso del liofilizado, se utilizé el optimizador de respuesta multiple que

proporciona el programa estadistico utilizado.
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Tabla lll.1. Matriz del disefio central compuesto para los polvos liofilizados. Resultados experimentales de las variables

dependientes medidas.

# Xw XGa Xrp Xw Her € L* AE FT VC CcT AOA

1 80 8 1 4.7 (0.2) 44 (2) 74.8 (1.2) 79.7 (0.8) 10.4 (0.5) 531 (16) 759 (11) 29 (2) 1.36 (0.09)
2 80 8 1 3.646 (0.005) 42.5(0.2) 73.1(0.2) 81.01(0.14) 11.54(0.13) 509 (5) 630 (17) 29.1(0.8) 1.46 (0.02)
3 80 8 1 4.98 (0.10) 43 (3) 78.3(0.9) 80.2 (0.2) 10.3 (0.5) 543.9 (1.2) 700 (7) 29.3 (0.5) 1.43 (0.03)
4 80 8 1 6.24 (0.07) 42 (3) 66.7 (0.8) 80.1(0.3) 10 (3) 482 (10) 720 (8) 30.9 (0.6) 1.02 (0.02)
5 80 8 1 3.87 (0.05) 46 (3) 76.1(0.9) 80.2 (0.7) 11.7 (0.8) 519 (5) 771(32) 28.3(0.2) 1.45 (0.03)
6 80 8 1 5.15 (0.08) 43 (2) 75.7 (0.4) 80.1(0.4) 10.3 (0.7) 473 (4) 719 (23) 28.5(0.2) 1.43 (0.09)
7 80 8 1 5.38 (0.06) 60 (5) 72(2) 78.2(0.3) 8.6 (0.2) 570(12) 716 (19) 27.3(0.5) 1.27 (0.06)
8 80 8 1 4.5(0.3) 47.5(1.0) 79.65 (0.02) 80.5 (0.3) 10.9 (0.5) 574 (0) 749 (10) 29.4(0.2) 1.30(0.02)
9 80 8 1 5.9 (0.3) 53 (6) 68.2(1.2) 78.4(0.9) 8.1(0.9) 461 (6) 676 (42) 27.4 (2.2) 1.32 (0.09)
10 80 1.27 1 4.94 (0.10) 38 (5) 69.2 (0.9) 68.8 (0.6) 6.7 (1.2) 228.6(3.5) 506 (18) 34 (5) 1.34(0.02)
11 70 4 0 5.14 (0.07) 33(2) 62 (3) 74.3(0.3) 2.9(0.3) 433 (32) 466 (5) 23(2) 0.69 (0.02)
12 90 4 0 6.44 (0.02) 34 (2) 75(2) 72.1(0.3) 2.9(0.4) 570 (3) 728 (18) 31.9(0.8) 1.44 (0.02)
13 70 4 2 7.1(0.2) 38 (3) 69.4 (0.5) 77.1(0.4) 6.3 (0.4) 458 (13) 458 (26) 25 (2) 0.72 (0.05)
14 90 4 2 4.31(0.06) 54 (2) 84.9(0.2) 80.3 (0.5) 10.2 (0.7) 419 (4) 679 (26) 33.15(1.12) 1.45 (0.02)
15 80 8 0 5.46 (0.06) 50 (4) 65 (2) 78.9(1.2) 8.6 (1.4) 192 (5) 738 (39) 26.3(0.2) 1.61 (0.07)
16 63.18 8 1 7.92 (0.06) 75.1(0.8) 54.8 (0.6) 75.2(0.8) 5.4 (0.8) 546 (3) 600 (3) 18.3(1.2) 1.19 (0.02)
17 96.82 8 1 4.18 (0.12) 43.1(0.6) 91(2) 82(2) 16 (2) 547 (7) 677 (8) 33.9(0.5) 1.94 (0.08)
18 80 8 2.68 2.7 (0.4) 70(4) 72.9(1.2) 79.9(0.2) 10.5(0.2) 358 (5) 439 (8) 17 (2) 1.37 (0.06)
19 70 12 0 7.72(0.12) 60 (5) 57.11 (0.09) 77.4(0.2) 7.5(0.2) 201(2) 662 (4) 26 (6) 0.12 (0.02)
20 90 12 0 5.8 (0.9) 58 (3) 88.5 (0.4) 83.5(0.4) 15.6 (0.3) 426 (11) 792.1(0.3) 29 (4) 0.32 (0.04)
21 70 12 2 5.1(0.2) 60 (2) 67.8 (0.8) 80.3 (0.3) 11.6 (0.3) 316 (3) 525 (13) 9(2) 0.353(0.008)
22 9 12 2 2.5(0.2) 61.3(1.3) 89.1(0.9) 81.9(0.3)  13.7(0.4) 344 (5) 789 (2) 11 (2) 0.68 (0.02)
23 80 14.72 1 6(2) 54 (2) 78.832 (0.007)  82.9(0.3) 15.1(0.5) 398 (0) 831 (35) 17 (10) 0.61 (0.02)

Donde xwo, Xea Y Xes son la humedad de entrada de la mezcla al liofilizador (gagua/1008mezcia), cOntenido en goma arabiga (g/1008prsolutes) Y cONtenido en fibra de bambu
(8/1008pt4s0iutos) respectivamente y los resultados experimentales (con desviacion estandar en paréntesis) son x,: Contenido de agua (gagu./100gsp), Hgr: Higroscopicidad
(8agua/1008sp), €: Porosidad (volumen de aire/volumen total), L*: Luminosidad, AE: Diferencia de color con respecto a la fruta liofilizada, FT: Fenoles totales (mg
GAE/100gs), VC: contenido de vitamina C (mg/100gs), CT: Carotenoides totales (mg B-caroteno/100gs), y AOA: Actividad antioxidante (mmol TE/100 gsp). PT es el

pomelo triturado, SP son los solutos de pomelo.
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Tabla Ill.2. Matriz del disefio central compuesto para los polvos atomizados. Resultados experimentales de las variables
dependientes medidas.

o
B

# 0T X X Xw Rp Rs Hgr £ L* FT VC cT AOA

1 150 8 1 3.55(0.08) 3.70  90.08 66.2 (0.7) 75.77(0)  90.4(0.5) 353.9(1.2) 586 (3) 9.6 (0.6) 1.74 (0.12)
2 150 8 1 3.9(0.2) 415  90.11 56.2 (0.6) 75.92(0.06) 90.2(0.6) 3289(1.2) 572(0.5) 10.2(0.2) 1.61 (0.04)
3 150 8 1 3.26(0.04) 392  90.11 55.9 (0.9) 77.53(0) 90.40(0.12) 343 (2) 569 (2) 9.8 (0.8) 1.39 (0.09)
4 150 8 1 433(0.14) 412 90.15 54.9 (0.4) 77.4(0.2)  90.2(0.7)  442(12) 553 (8) 18.9(2.7) 0.97 (0.02)
5 150 8 1 3.5(0.4) 445  90.26 53.9(0.7) 77.7(0.2) 89.1(0.6) 404(19) 543.11(0.09) 21(3) 0.952 (0.004)
6 150 8 1 2.22 (0) 456 9021 63.5 (1.4) 76.1(0.9) 90.6(0.5) 396 (5) 559 (11)  10.5(0.2) 1.37(0.02)
7 150 8 1 2.6(0.2) 409 9022 58.1(0.3) 78.2(0.9) 90.48(0.12) 391(27) 530.9 (0.4) 20(2) 0.94 (0.02)
8 150 8 1 5.5(0.2) 510  89.93 41(2) 76.57(0.08) 88.1(0.2)  320(5) 563 (2) 15.6 (0.2) 1.30 (0.06)
9 150 8 1 3.4(0) 495  90.15 67.1(0.5) 78.11(0.2) 89.3(0.2) 308(2)  543.5(0.3) 10.6(0.3) 1.20 (0.02)
10 150 1.27 1 6.8 (1.5) 0.99  93.30 46 (4) 53(2) 49.6(0.9) 503 (5) 526 (7) 3.2(0.6) 1.524 (0.007)
1 120 4 0 7.6 (0.2) 402 9231 29.6 (0.4) 7331(0.02) 83.6(0.2) 133(3) 516 (6) 18.3(1.7) 1.33(0.03)
12 180 4 0 423(0.03) 3.18  92.65 24.9(1.2) 73.95(0.05) 83.8(0.4) 347(3) 314(13)  30.2(1.2)  1.2567(0.0003)
13 120 4 2 3.81(0.05) 3.84  92.15 25.9(0.3) 70.2 (0.2) 81(2) 332 (5) 535 (36) 6.6 (0.2) 1.812 (0.012)
14 180 4 2 481(0.09) 3.59 91.59  25.92 (0.08) 84.1(0.9) 85.69(0.07) 365 (9) 365 (4) 13(2) 1.84 (0.05)
15 150 8 0 895(0.12) 511  90.37 41(0.2) 80.22(0.12) 88.8(0.2)  411(9) 486 (6) 7.1(0.5) 1.04 (0.06)
16 100 8 1 1553(0.03) 4.28  89.43 39(2) 729(0.2) 87.9(0.5) 100 (6) 700 (5) 12(2) 0.91 (0.02)
17 200 8 1 1.91(0.15) 4.64 9021 33.083(0.012) 78.8(0.2) 89.16(0.12) 239 (2) 431(18)  0.00(0.12) 1.42 (0.02)
18 150 8 2.68  5.8(0.3) 464  89.25 49.4(0.4) 79.14(0.2) 885(0.2) 504 (6) 583(11)  10.9(0.2) 0.85 (0.08)
19 120 12 0 4.1(0.2) 583 8837  40.08(0.16)  72.59(0.08) 89.49 (0.07) 356 (10) 529 (44) 18 (6) 0.865 (0.008)
20 180 12 0 1.683(0.009) 6.69 8872  53.34(0.09) 71.9(1.2) 88.6(0.4) 334(15) 353 (43) 9.1(0.8) 0.42 (0.09)
21 120 12 2 3.82(0.05) 525  87.60 39.8(0.5) 76.31(0.3) 90.24(0.05) 370(8) 615 (20) 0.7 (0.9) 1.34 (0.04)
22 180 12 2 2.69(0.14) 639  87.71 44.7(0.2) 69.47 (0.06) 89.1(0.4)  352(7) 384 (4) 12 (4) 0.713 (0.007)
23 150 1472 1 4.04(0.03) 6.66 86.88 65.6 (0.8) 72.87 (0.12) 90.25(0.14) 308 (10) 608 (5) 6 (3) 0.81(0.02)

Donde T, x** y x”° son la temperatura de entrada (°C), goma arébiga (g/100gs,) y fibra de bambd (g/100gs) respectivamente vy los resultados experimentales (con
desviacion estandar en paréntesis son x,,;: Contenido de agua (8.gua/100gsp), Rp: Rendimiento en producto (gpoio/100g Maa), Rs: Rendimiento en secado (gagua evaporada/ 1008
Maa), Hert Higroscopicidad (g.gu./100gsp), €: Porosidad (volumen de aire/volumen total), L*: Luminosidad, FT: Fenoles totales (mg GAE/100gs), VC: contenido de vitamina C
(mg/100gsp), CT: Carotenoides totales (mg B-caroteno/100 gsp), y AOA: Actividad antioxidante (mmol TE/100 gsp). PL es el pomelo licuado, m,, es la mezcla que alimenta al
atomizador, SP son los solutos de pomelo.
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111.2.6 Validacion de los modelos

Para la validacion de los modelos se procedié a liofilizar y a atomizar
nuevamente triturado o licuado de pomelo, respectivamente,
analizando en los polvos obtenidos aquellas variables respuesta que
habian resultado significativas. El nivel de cada una de las variables
independientes considerado fue, por una parte el proporcionado por
el optimizador de respuesta multiple que puede verse en los
resultados de esta tesis, en concreto en el apartado IV.1.2 para la
liofilizacion y en el IV.1.3 para la atomizacion. Ademds para la
validacién, se plantearon dos formulaciones adicionales para cada
proceso, considerando también otros niveles de las variables
independientes relacionados con los anteriores. Estas pueden verse
en el apartado IV.1.4. La validacion se llevé a cabo mediante la
comparacion entre los valores predichos y los valores experimentales
obtenidos para las variables respuesta analizadas para cada proceso.
En cada caso, la no existencia de diferencias significativas (p > 0.05)
entre las predicciones polinédmicas del modelo y los datos
experimentales, se tomaron como una medida de la precisidén de la

predicciéon (Kha et al., 2014).

111.3 ESTUDIO DE ENCAPSULACION

Para llevar a cabo este estudio se formularon los dos éptimos

seleccionados del proceso de liofilizacion (Apartado IV.1.2) y de
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atomizaciéon (Apartado 1V.1.3) y, adicionalmente, se plantearon
diferentes formulaciones derivadas de los dptimos con variaciones en
la concentracién de GA y FB, para ambos procesos, y en el contenido
de agua, en el caso de la liofilizaciéon (Apartado 1V.2.2). La preparacion
de las muestras para la liofilizacidn y atomizacién fue tal y como se ha
descrito en el apartado IlIl.2 de la metodologia. Los productos en
polvo obtenidos fueron caracterizados a nivel de sus principales
compuestos bioactivos (dcido ascérbico, tocoferoles, compuestos
fendlicos) y la actividad antioxidante siguiendo la metodologia que se

describe a continuacidn.

111.3.1 Acido ascérbico

La extraccién del acido ascorbico se realizo siguiendo la metodologia
recomendada por Barros et al. (2013). Aproximadamente 1.5 g de
muestra fue extraida mediante agitacién con 25 mL de acido meta-
fosforico (4 %, 25 °C a 150 rpm) por 45 minutos y filtrada usando un
papel whatman no. 4 y posteriormente a través de filtros de nylon de
0.2 um. El andlisis se realizd en un cromatdgrafo liquido ultra rapido
serie Shimadzu 20A (Shimadzu Cooperation), acoplado a un detector
de matriz de fotodiodos. Se utilizé una columna SphereClone de fase
reversa C18 (5 um, 250 x 4.6 mm, PHENOMENEX, Torrance, CA, USA)
termostatada a 35 °C y la elucidén fue realizada con 3.6 mM de acido
sulfarico, con una velocidad de flujo de 0.8 mL/min. La deteccidn se

llevd a cabo a 245 nm. El acido ascérbico fue cuantificado
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comparando el drea del pico con la curva de calibracidon obtenida a

partir de un estandar comercial.

111.3.2 Tocoferoles

Los tocoferoles fueron determinados siguiendo el procedimiento
descrito previamente por Heleno et al. (2010). Aproximadamente a
500 mg de muestra se les adiciond una soluciéon de
butilhidroxitolueno en hexano (10 mg/mL; 100 mL) y una solucién de
tocol en hexano (2 mg/mL; 250 ml) como patréon interno. Cada
muestra se homogenizé con 4 mL de metanol mediante agitacidén con
vortex por 1 min. Seguidamente se le adicioné 4 mL de hexano y se
mezcld nuevamente con vortex por 1 minuto. Posteriormente se
afiadidé una solucién acuosa saturada de NaCl y se homogenizé por 1
min. A continuacidn la muestra fue centrifugada por 5 minutos a 4 °C
y 4600 rpm (Centurion KD-40R 2003, Francia) y el sobrenadante fue
transferido cuidadosamente a un vial. Las muestras fueron re-
extraidas dos veces con hexano. Los extractos combinados se llevaron
a sequedad bajo una corriente de nitrégeno. Lo que quedd en el vial
fue re-disuelto en 1 mL de hexano y deshidratado con sulfato sédico
anhidrido. Las muestras fueron filtradas usando un filtro de disco
desechable de 0.22 um y posteriormente fueron transferidas a un vial
ambar de inyeccién para su andlisis. El analisis se llevd a cabo en un
HPLC (Knauer, Smartline system 1000, Alemania) conectado a un

detector fluorescente (FP-2020; Jasco) programado para la exitacién a
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290 nm y la emisién a 330 nm. La separacién cromatografica fue
conseguida con una columna de poliamida Il de fase normal (250 x 4.6
nm; YMC Waters, Lisboa, Portugal) a 35 °C. La fase movil usada fue
una mezcla de n-hexano y etil-acetato (70:30, v/v) a una velocidad de
flujpo de 1 mL/min. Los compuestos fueron identificados por
comparacion cromatografica con estdndares comerciales. La
cuantificacién se basé en la respuesta de la seiial fluorescente,

usando el método del patrén interno.

111.3.3 Compuestos fendlicos

Aproximadamente 1 g de muestra fue extraida con metanol/agua
(80:20, v/v, 30 mL) mediante maceracién mecanica (150 rpom y 25 °C)
durante 1 hora. Después la muestra se filtré usando un papel
Whatman no.4 y el residuo fue re- extraido con una porcién adicional
del solvente. Los extractos fueron combinados y el metanol fue
evaporado usando un rotaevaporador (Blichi R-210; Flawil, Suiza) y la
fase acuosa resultante fue liofilizada (FreeZone 4.5, Labconco, Kansas
City, MO, Estados Unidos). Para la determinacidon de los compuestos
fendlicos, cada extracto (10 mg) fue disuelto en metanol: agua (80:20
v/v) y filtrado a través de filtros de nylon de 0.2 um y analizados por
HPLC-DAD-ESI-MS en un equipo Hewlett—Packard 1100 (Agilent
Techonologies, = Waldbronn, Alemania), conectado a un
espectofotémetro de masas (APl 3200 Qtrap, Applied Biosystems,

Darmstadt, Alemania). Para la separacién de los compuestos se utilizé
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una columna Spherisorb SW 0DS-2 ¢18 (3 um, 4.6 X 150 mn, Lisboa,
Porgual) termostatada a 35 °C, usando una velocidad de flujo de 0.5
mL/min. Las fases mdviles usadas fueron (A) agua acidificada (0.1%
acido fdrmico; v/v) y (B) acetonitrilo. El gradiente de elucion
establecido fue de 10 a 15% de B durante 5 min, de 15 a 25% de B
durante 10 min, de 25 a 35% de B durante 10 min, una elucién
isocratica de 50% de B por 10 min, y finalmente se realizé una etapa
de re-equilibrio por 10 min bajo las condiciones iniciales. El HPLC fue
acoplado a un DAD (detector de fotodiodos a 280 nm y 370 nm como
absorbancias preferentes) y a un espectofotémetro de masas (MS) de
triple cuadrupolo/trampa de iones (Aplied Biosystems, Darmstadt,
Alemania) con fuente de ionizacidn por electrospray (ESI) controlado
mediante un software Analyst 5.1. Los parametros para el analisis
fueron establecidos para el modo de ionizacidon negativa, con
espectros adquiridos en el intervalo de masas (m/z) de 100 a 1500.
Los valores 6ptimos de los pardmetros ESI-MS han sido descritos por

Pinela et al. (2012).

La identificacidon de los compuestos fendlicos se realizé de acuerdo
con los espectros DAD y MS, asi como mediante la comparacién de los
compuestos con los patrones auténticos en aquellos casos que
estuvieron disponibles. De lo contrario los datos obtenidos de la
bibliografia fueron utilizados para su identificacion. El analisis
cuantitativo se realizd6 usando las curvas de calibracién de los

diferentes patrones.
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111.3.4 Actividad antioxidante

Los extractos de cada muestra en metanol/agua (80: 20, v/v) descritos
en la seccién (111.3.3) fueron re-disueltos (metanol/agua, 80:20, v/v)
con el fin de obtener una concentracion de 10 mg/mL (solucion
stock). A partir de la solucidon stock se realizaron seis diluciones
sucesivas y fueron sometidas a los ensayos quimicos y bioquimicos in
vitro que se describen a continuacién, para evaluar la actividad
antioxidante de las muestras (Heleno et al., 2010). Se obtuvo la
concentracion de las muestras que daba lugar a un 50 % de la
actividad antioxidante para el caso de los métodos DPPH, B-
caroteno/linoleato y TBARS o a un valor de 0.5 de absorbancia para el

caso del poder reductor. A esta concentracion se le llamé ECxo.

a) DPPH. Esta metodologia se realizé usando un lector de microplacas
ELX800 (Bio-Teck, Winooski, VT, USA). Las diferentes concentraciones
de las muestras (30 ul) fueron mezcladas con 270 pl de una solucién
metandlica que contenia radicales DPPH (6 x 10> mol/L) en una
microplaca de 96 pocillos y se dejé reposar la mezcla por 60 minutos
en la oscuridad. La reduccién del radical DPPH se determind midiendo
la absorbancia a 515 nm. La actividad captadora de radicales (RSA) fue
calculada como el porcentaje de decoloracién del DPPH de acuerdo a

la Ec. (14).

% RSA = [(Apppr - As) / Apppr ] x 100 (14)
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Dénde: As es la absorbancia de la solucidn a cada concentracion, y
Apppy s la absorbancia de la solucidén de DPPH.

b) Poder reductor. Esta metodologia se llevd a cabo usando el lector
de micro placas descrito anteriormente. Las diferentes
concentraciones de las muestras (0.5 mL) fueron mezcladas con
tampdn fosfato de sodio (200 mmol/L, pH 6.6, 0.5 mL) y ferricianuro
de potasio (1% p/v, 0.5 mL). Para cada concentracidn, la mezcla fue
incubada a 50 °C por 20 minutos, y se adiciond enseguida &acido
tricloroacético (10% p/v, 0.5 mL). 0.8 mL de mezcla fue puesta en la
microplaca de 48 pocillos y se adicioné 0.8 mL de agua destilada y
cloruro férrico (0.1% p/v, 0.16 mL). La absorbancia fue medida a 690

nm.

c¢) Inhibicion de la decoloracién de B-caroteno. 2 mg de B-caroteno
fueron disueltos en 10 mL de cloroformo y 2 mL de esta solucidn
fueron depositados en un matraz de fondo redondo. Seguidamente el
cloroformo fue removido a 40 °C bajo vacio y fueron adicionados al
matraz 40 mg de acido linoleico, 400 mg de Tween 80 y 100 mL de
agua destilada. La mezcla se agité vigorosamente. Una alicuota de 4.8
mL de esta emulsidn se transfirieron a tubos de ensayo que contenian
diferentes concentraciones de las muestras (0.2 mL). Los tubos se
agitaron y se midié la absorbancia a tiempo cero a 470 nm.
Seguidamente fueron incubados a 50 °C en un bafio de agua por 2
horas y se registro nuevamente la absorbancia. La inhibicién de la

decoloracion de B-caroteno (IC) fue calculada de acuerdo a la Ec. (15).
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% IC = [%]X 100 (15)
0

Dénde: Ajyg es la absorbancia registrada después de dos horas de
ensayo y Ap es la absorbancia registrada a tiempo inicial.

d) TBARS (sustancias reactivas al acido tiobarbiturico). Para llevar a
cabo esta metodologia se utilizd cerebro de cerdo proveniente de
mataderos oficiales. El tejido de cerebro fue seccionado vy
homogenizado con un tampdn Tris-HCL (20 mM, pH 7.4) para producir
una solucién homogénea de tejido en relacidn 1:2 p/v. Seguidamente
fue centrifugada a 3000xg por 10 min. Una alicuota de 100 ul del
sobrenadante fue incubada con las diferentes concentraciones de las
muestras (200 pL) en la presencia de FeSO4 (10 mM; 100 pl) y acido
ascorbico (0.1 mM; 100 pL) a 37 °C por 1 hora. La reaccion fue
detenida por la adicién de acido tricloroacético (28% p/v, 500 pL),
seguido de acido tiobarbiturico (TBA, 2%, p/v, 380 pL), y la mezcla fue
calentada a 80 °C por 20 min. Después se centrifugé a 3000g por 10
min para remover la proteina precipitada. La intensidad de color del
complejo malondialdehido (MDA)-TBA en el sobrenadante fue
medido a través de su absorbancia a 532 nm. El radio de inhibicién (%

R1) fue calculado como muestra la Ec. 16

(A-B)
A

% RI = [ ]x100 (16)
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Dénde: A y B fueron las absorbancias del control y la muestra
respectivamente.

111.3.5 Analisis estadistico

Para evaluar el efecto de los tratamientos de secado sobre el
contenido de los diferentes compuestos bioactivos y la capacidad
antioxidante de las muestras, se realizaron analisis de varianza
(ANOVAS) considerando las diferencias significativas (p < 0.05) entre
las muestras estudiadas. Ademas, se llevd a cabo un analisis de
correlacién de Pearson entre la actividad antioxidante y los diferentes
compuestos analizados con un nivel de significacion del 95%. Todos

los analisis fueron realizados con Statgraphics Centurion XV.

.4 ESTUDIO DE ESTABILIDAD. RELACIONES TEMPERATURA DE
TRANSICION VITREA- HUMEDAD-ACTIVIDAD DEL AGUA

I11.4.1 Caracterizacion de la materia prima y de los productos en

polvo optimizados

Para este estudio se trabajé con la misma muestra que se utilizé para
la validacion de los modelos (Apartado 111.2.6). Se formularon los
6ptimos obtenidos para el proceso de liofilizacién y de atomizacién y
se caracterizd la materia prima de partida (pomelo triturado vy
licuado) en cuanto al contenido en agua, compuestos bioactivos (VC,

CT, FT), actividad antioxidante y color (Apartado IIl.2.3). La liofilizacién
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y atomizacién de estos 6ptimos se llevd a cabo bajo las condiciones
planteadas inicialmente (Apartado 11.2.1 y 111.2.2). Una vez obtenidos
los polvos fueron caracterizados a nivel de humedad actividad del
agua (ay) utilizando un higrémetro de punto de rocio (Decagon,
Aqualab CX-3, WA, Estados Unidos), contenido en compuestos

bioactivos (VC, CT, FT), AOA y color (Apartado I11.2.3).

111.4.2 Isotermas de sorcién y temperatura de transicion vitrea

Se estudié el comportamiento de ambos productos en polvo frente a
la sorcion de agua. Para ello se prepararon series de camaras
herméticas que contenian disoluciones saturadas de sales (LiCl,
CH3COOK, MgCl,, K;CO3, y Mg(NQO3)), las cuales permitieron obtener
ambientes con humedades relativas (HR) entre el 11-58% (Greenspan,
1977). En cada camara se colocaron aproximadamente 20 g de
producto en polvo. Se prepararon 2 series de cdmaras de cada
producto, una de las cuales se mantuvo a 4 °C vy la otra a 20 °C. Se
controldé la evolucidon del peso de las muestras, por cuatriplicado,
hasta obtener un valor constante (Am < + 0.0005 g). En ese momento
la a, de cada muestra se asumio igual a la correspondiente HR/100
(Spiess 'y Wolf, 1983). En cada muestra equilibrada, el
correspondiente contenido de agua en el equilibrio fue analizado
como se describe en el apartado 111.2.3 y expresada en base seca (we).
Estos valores w. - a, fueron usados con el fin de construir las

isotermas de sorcion de cada éptimo a cada temperatura.
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También se llevaron a cabo analisis calorimétricos a cada muestra
equilibrada para identificar la T, por calorimetria diferencial de
barrido (DSC). Alrededor de 10 mg de cada muestra fueron
depositados en capsulas de aluminio (P/N SSC000C008, Seiko
Instruments), y se mantuvieron durante 2 dias mas en las
correspondientes cdmaras para asegurar su equilibrado. Trascurrido
este tiempo, las cdpsulas se sellaron y se pesaron en una balanza AND
ER182-A con sensibilidad de 0.00001 g. Seguidamente se analizaron
usando un DSC 220CU-SSC5200 (Seiko instruments Inc.). La velocidad
de calentamiento fue 5 °C/min y el rango de temperatura varié de -
100 a 100 °C, dependiendo del contenido de agua de la muestra. El
enfriamiento previo, en su caso, se hizo a 10 °C/min. Como referencia

se utilizd un crisol vacio.

111.4.3 Evaluacidn de los cambios fisicoquimicos de los productos en
polvo

111.4.3.1 Medida de las propiedades mecdanicas. En el momento en
gue las muestras alcanzaron el equilibrio termodinamico con los
diferentes ambientes creados en las cdmaras, se evalud la respuesta
mecanica de los productos liofilizados y atomizados almacenados a 4
y 20 ° C mediante un ensayo de compresion usando un analizador de
textura TA-XT Plus (Stable Micro Systems, Ltd. UK) con una sonda
cilindrica de 10 mm de didmetro. La muestra, equilibrada
previamente en capsulas portamuestras de 4 cm de didmetroy 1 cm

de altura, se comprimié un 80% a una velocidad de 1 mm/s. Se
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registrd la curva fuerza-distancia a cada actividad de agua y, a partir

de ella, se registrd la fuerza maxima obtenida en cada ensayo (Fmax).

111.4.3.2 Cambios en las propiedades opticas en funcion de las
condiciones de almacenamiento. Una vez las muestras alcanzaron el
equilibrio termodindmico fue evaluado el color tal y como se describe
en el apartado Il.2.3. Las muestras se mantuvieron en las cdmaras
durante 8 meses mas, siendo analizadas nuevamente a los 4 y 8

meses de almacenamiento.

111.4.3.3 Determinacion de la actividad peroxidasica (POD). Se realizd
un procedimiento de extraccion de la enzima peroxidasa siguiendo el
método descrito por De Ancos et al. (1999) con algunas
modificaciones. Aproximadamente 1g de muestra fue homogenizada
con 5 mL de tampodn fosfato sdédico 0.2M (pH=6.59) que contenia 10
g/L de polivinilpolipyrolidona insoluble y 10 ml/L de Triton X-100, en
un ultraturrax (IKA ULTRA-TURRAX T25 digital) con refrigeracién
externa durante 3 min. Posteriormente la muestra homogenizada se
centrifugd a 16000xg y 4 °C durante 15 minutos (Eppendorf centrifuge
5804R, Alemania), y se recuperd el sobrenadante mediante filtrado al
vacio. Posteriormente se tomd una alicuota de 0.1 ml del extracto
enzimatico y se le afiadié 2.7 ml de tampdn fosfato sédico 0.05M (pH
= 6.5), 0.2 ml de p-fenilendiamina (10 g/L) como donador de
hidrégeno y 0.1 ml de peréxido de hidrégeno (15 g/L) como oxidante.

Se midio la oxidacion de la p-fenilendiamina en el espectromotdmetro
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a 485 nm y 25 °C en funcién del tiempo. La actividad de la enzima se
calculd a partir de la pendiente del tramo lineal obtenido tras
representar los valores de absorbancia frente al tiempo. Se consideré
una unidad de actividad enzimdtica a un aumento en la absorbancia

del orden de 0.001 por minuto y g de muestra.

111.4.3.4 Cambios en los compuestos bioactivos en funcion de las
condiciones de almacenamiento. A las muestras equilibradas a cada
humedad relativa, se les analizd6 el contenido en fenoles totales,
carotenoides totales, vitamina C, y actividad antioxidante (Apartado
I11.2.3). Las muestras se mantuvieron en las camaras durante 12
meses mas siendo analizadas nuevamente a los 4, 8 y 12 meses de

almacenamiento.

11.5 ANALISIS SENSORIAL

El analisis sensorial se realizd con un panel de consumidores (n= 75;
55 mujeres y 20 hombres, de edades entre los 18 y 65 afios). Las
diferentes sesiones se llevaron a cabo en las salas de catas de la
Universidad Politécnica de Valencia y del Instituto de Agroquimica y
Tecnologia de Alimentos (IATA-CSIC), los cuales se encuentran
equipados con cabinas individuales (ISO, 2007). Se evaluaron 5

muestras, las cuales se describen a continuacion:
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C: Zumo de pomelo comercial; segun la etiqueta se trata de un

zumo exprimido con un 2% de pulpa afiadido.

e N:Zumo natural de pomelo recién exprimido en el laboratorio
con un exprimidor Braun Citromatic MPZ 6 (Alemania).

e OL%. Zumo rehidratado a partir del polvo liofilizado
optimizado.

e TL® Zumo rehidratado a partir de la torta liofilizada
optimizada antes de su trituracién para obtener el polvo.

e OA". Zumo rehidratado a partir del polvo atomizado

optimizado.

Se siguid un disefio de presentacidn de las muestras de bloques
completos equilibrados y las muestras se presentaron en orden
aleatorio identificadas con un cédigo de tres digitos al azar. A los
participantes se les pidié que rellenaran un cuestionario para evaluar
el grado de aceptacion de las muestras y la intencién de compra y
gue, ademads, permitiera describir a las muestras vy evaluar la

adecuacién de algunas de sus caracteristicas (Anexo I).

Para la rehidratacidén se pesaron las cantidades de polvo y de agua
necesarias para conseguir los mismos solutos de pomelo que hay en
el pomelo triturado utilizado para el proceso de liofilizacién o en el
pomelo licuado utilizado para la atomizacion. La cantidad de agua
incorporada se calculd mediante un balance de materia (Ec. 17) a
partir del contenido de agua del producto triturado/licuado y de los
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productos en torta/polvo (Apartado II.2.3.) Las rehidrataciones se
realizaron a 25 °C en recipientes de 5 litros. La muestra se mantuvo
en agitacién mecdnica hasta lograr el maximo grado de disolucién.
Posteriormente la muestra se mantuvo en refrigeraciéon hasta el

momento de la cata.

mh=mP+ m¥

mP, (1 — Xﬁ,) * Xsp/sT = m'h, (1 - X‘fv) (17)

Dénde: m™ es la masa final del producto rehidratado (g); m" es la
masa de agua afiadida (g); m? es la masa del producto en polvo (g);
x{, es la humedad inicial del pomelo triturado/licuado (8agua/BpT 6 pL) Y
x‘f, es la humedad del producto en polvo (g8agua/8poivo) Y Xsp/sT €s la
fraccién masica de solutos de pomelo (SP) respecto a los solutos
totales (ST) calculada segun la Ec. (12).

111.5.1 Grado de aceptacion de las muestras

Los consumidores probaron las muestras presentadas de una en una,
y manifestaron el grado de aceptacién (liking) de su apariencia, color,
olor, sabor, sabor amargo, dulzor, acidez, astringencia, consistencia y
agrado general, en una escala heddnica de 9 puntos (box-scale) cuyos
extremos son “me disgusta mucho” (extremo izquierdo
correspondiente a 1) y “me gusta mucho” (extremo derecho

correspondiente al 9) (Preguntas 1- 7, 9, 11, y 13 de la hoja de cata

gue se muestra en el Anexo |).

62



IIl. MATERIALES Y METODOS

111.5.2 Analisis descriptivo de las muestras

Se utilizé el sistema de preguntas tipo CATA (Ares et al., 2010). Para
ello, a cada catador se le presentaron 12 atributos sensoriales, olor a
pomelo, sabor a pomelo, sabor agradable, sabor artificial, poco sabor
a pomelo, turbio, liquido, viscoso, con pulpa, amargo, acido y no
demasiado dulce, en orden aleatorio, y se les pidié que marcaron los
atributos que describian a cada una de las muestras (Pregunta 15 de

la hoja de cata que se muestra en el Anexo |).

111.5.3 Adecuacidn de algunas caracteristicas sensoriales

Para realizar este andlisis, los participantes evaluaron el dulzor, la
acidez, la astringencia y la consistencia de las cinco muestras
mediante el uso de las escalas bipolares JAR (just about right). Se
eligieron estos cuatro atributos por su facil comprensién debido a que
el panel de consumidores evaluado no estaba entrenado. Las escalas

| “"

JAR de cinco puntos utilizadas presentaron un punto central “estd
bien asi” (que esta relacionado con el ideal que el consumidor tiene
en mente), y puntos extremos relacionados con el nivel del atributo
qgue se desvia en direccion opuesta del nivel ideal (Rothman, 2007).
Para su mejor interpretacién la escala de cinco puntos se convirtié en
una escala de tres puntos mediante la agrupacion de los puntos

extremos 1 y 2 en “demasiado poco..” y los puntos 4 y 5 en

“demasiado...”, manteniendo el punto central “esta bién asi”.
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(Preguntas 8, 10, 12 y 14 de la hoja de cata que se muestra en el

Anexo ).

111.5.4 Intencion de compra de las muestras

Se evalud también la intencién de compra de los diferentes productos
por parte de los consumidores, para lo que se les pidid que
respondieran a la “probabilidad de compra del producto” en una
escala de 5 puntos (que iba desde “definitivamente lo compraria”
correspondiente al 5 a “definitivamente no lo compraria”
correspondiente al 1 (Pregunta 16 de la hoja de cata que se muestra

en el Anexo ).

111.5.5 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados sensoriales se utilizd el
programa Xl-Stat 2009.4.03. Con los datos obtenidos del grado de
aceptabilidad de las muestras, se realizé un ANOVA de un factor y
para saber las diferencias significativas entre muestras se aplicé el
test de Tukey. Para el andlisis de los atributos evaluados con la escala
JAR se realizd un analisis de frecuencias y para comparar estos datos
con los de aceptabilidad se aplicé un analisis de penalizacion (Penalty
analysis). Por ultimo, para analizar los datos correspondientes a las
preguntas tipo CATA se aplicé el test no paramétrico de Cochran para

cada descriptor con el fin de determinar los atributos que los
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consumidores detectaron como diferentes entre las muestras. A
continuacion, fueron analizadas las frecuencias de mencion de cada
atributo significativo mediante un analisis de correspondencia, y, por
ultimo, para relacionar los atributos CATA con la aceptabilidad global

de las muestras se realizd un analisis multifactorial.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1 OPTIMIZACION DE LOS PROCESOS DE LIOFILIZACION Y
ATOMIZACION

Como parte del trabajo realizado con el fin de seleccionar el mejor
proceso, entre la liofilizacion o la atomizacidn, para la obtencién de
pomelo en polvo con la maxima calidad, en primer lugar se optimizé
cada uno de los dos procesos, utilizando la metodologia de superficie
de respuesta, y posteriormente se compard la calidad de los dos
productos obtenidos segun los procesos optimizados. Los resultados
de esta parte del estudio han sido publicados en la revista Food

Science and Technology International (Agudelo et al., 2017a).

IV.1.1 Caracterizacion de la materia prima

El proceso de liofilizacion permite trabajar con la fruta entera o
triturada, si se desea. Sin embargo la atomizacién requiere que el
material de alimentacién sea un liquido con una baja viscosidad y un
tamafio de particula pequefio. Es por esta razén que el pomelo debe
ser licuado y diluido posteriormente para obtener un fluido que
cumpla con las condiciones técnicas del atomizador. En este apartado
se describen las caracteristicas fisicoquimicas y funcionales estudiadas
tanto del pomelo triturado utilizado en el proceso de liofilizacidon
como del pomelo licuado utilizado para la atomizacion. Debido a que
el disefio experimental planteado para la optimizacion de ambos

procesos requiere de la utilizacion de una gran cantidad de fruta, y
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teniendo en cuenta las limitaciones tecnoldgicas que impiden el
procesado de todos los tratamientos en el mismo dia, fue necesario

utilizar un lote de fruta para cada proceso.

El pomelo empleado en este estudio presentd un contenido de agua y
de solutos solubles del orden de 0.8760 + 0.0007 gagua/gpr y 0.109 *
0.006 g./gpr, respectivamente, para el proceso de liofilizacion,
mientras que el empleado en la atomizacion presentd valores de
0.8848 + 0.0005 gagua/gp Y 0.104 £ 0.002 gss/gp. La Tabla IV.1 muestra la
concentracion de los diferentes compuestos funcionales y de la
actividad antioxidante analizada para ambos lotes. Como se observa,
el contenido en vitamina C y carotenoides totales, presentd
diferencias significativas (p < 0.05) entre lotes. Estas diferencias son
normales cuando se trabaja con frutas debido a que factores
relacionados con el cultivo, como la fertilidad del suelo, climatologia,
etc., pueden afectar la concentracién de estos compuestos (Cardoso
et al., 2011). Sin embargo los resultados de la actividad antioxidante y
fenoles totales fueron similares para ambos lotes y concuerdan con lo
reportado en la bibliografia (Igual et al., 2010; Moraga et al., 2012). El
pomelo licuado utilizado en el proceso de atomizacidon también fue
caracterizado. Este presentdé un contenido en agua y de solutos
solubles (0.8912 + 0.0005 gagua/gpL Y 0.107 £ 0.002 gss/gp1) ligeramente
superior en comparacion con el correspondiente pomelo fresco de
partida. A partir de estos valores se pudo calcular el contenido de

solutos insolubles, los cuales resultaron ser mas altos en el pomelo
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Tabla IV.1 Valores medios y desviacién estandar de la vitamina C (VC), fenoles totales (FT), carotenoides totales
(CT) y de la actividad antioxidante (AOA) de los dos lotes de pomelo usados para la optimizacién de los procesos
de liofilizacion y atomizacidn.

Liofilizacién Atomizacidn
PT PT P PL PL PL
(por 100g PT) (por 100g SP) (por 100g P) (por 100g PL) (por 100g P) (por 100g SP)
VC 106.2 +0.9" 856.5+0.9 79.3+1.2% 83.5£1.2 48.1+1.0° 773110
FT 52.9+0.9" 42717 53.9+0.8™ 37.8+0.2 21.85+0.07° 351+2
CT 5.37+0.04" 43.3+0.4 4.75+0.12%  4.12+0.09 2.38%0.06° 38.2+0.9
AOA 0.155+0.002" 1.25+0.02 0.155+0.003*° 0.142+0.005 0.808+0.003" 1.29+0.005

Valores referidos en mg de compuesto bioactivo o mmol TE para la AOA por 100 gramos de pomelo triturado (PT), fresco
(P), licuado (PL) y solutos de pomelo (SP) (Ec. 8 y 9). Valores de PL referidos a la correspondiente fruta fresca (Ec. 10). Letras
distintas dentro de la misma fila indican diferencias significativas (p < 0.05) entre el pomelo utilizado para la experiencia de
liofilizacidn (PT) y para la de atomizacién (P) (A o B) y entre el pomelo utilizado para la experiencia de atomizacién (P) y el
pomelo licuado (PL) (a o b).
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antes (0.011gs/gpr) que después de licuado (0.0018 gs/gp.) debido a la
eliminacion de alguno de los solutos propios de la fruta,
principalmente fibra, durante el proceso de licuado. También el
licuado presentd diferencias significativas (p < 0.05) en el valor
funcional cuando se compara con el pomelo antes de licuar, ambos
expresados en las mismas unidades (Ec. 10), observandose un menor
contenido de vitamina C, fenoles y carotenoides totales, lo cual

ocasiona también una disminucidon de la actividad antioxidante.

La Tabla IV.2 presenta las coordenadas de color CIE L*a*b* del
pomelo triturado utilizado para el proceso de liofilizacién y del

pomelo fresco y licuado utilizado para el proceso de atomizacién.

Tabla IV.2 Promedio y desviacién estandar de las coordenadas de
color L*, a*, b*, Croma (C*4), y tono (h*,,) del pomelo triturado (PT)
utilizado en la liofilizacién y del pomelo antes de licuar (P) y pomelo
licuado (PL) utilizado para la atomizacién. Diferencias de color (AE) de
PL con respecto al P.

Muestras Liofilizacion Atomizacion
PT P PL

L* 47.72+0.18"  45.8+0.3" 39.83+0.13"
a* 22.74+0.13* 21.7+0.8  16.5+0.2°
b* 16.99+0.12"  13.2+0.3%® 9.84+0.14°
C*.p 28.3840.17"  25.4+0.9" 19.1+0.2°
h*,, 36.77#0.07"  31.3+0.5* 30.76 + 0.06°
AE - - 8.56 +0.05

Letras distintas dentro de la misma fila indican diferencias significativas (p <
0.05) entre PTyP (Ao B)yentreel PyPL(aob).
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Los lotes de pomelo de cada proceso presentaron leves diferencias de
color que sdlo fueron estadisticamente significativas (p < 0.05) a nivel
de la coordenada b* y del tono. Como era de esperar, ambos lotes
presentaron valores positivos de a* y b* lo que da lugar a la tonalidad
anaranjada propia de esta fruta. Por su parte el PL presentd
diferencias significativas (p < 0.05) con respecto al P en todos los
pardmetros con excepcién del tono. El licuado de la fruta ocasiond
una disminucién de las coordenadas L*, a* y b* y también de la
pureza de color de las muestras. El licuado conlleva la eliminacién de
la pulpa lo que puede explicar la disminucion de las coordenadas de
color y por tanto la diferencias de color AE encontrada con respecto al

pomelo fresco.

IV.1.2 Optimizacion del proceso de liofilizacion

En la Tabla lll.1 se pueden observar los resultados experimentales
obtenidos para cada variable respuesta en funcion de las variables
independientes. Como se ha indicado en la metodologia, cada una de
las variables respuesta se correlaciond con las variables
independientes, lo que proporcioné los efectos significativos de estas
variables y sus interacciones. Teniendo en cuenta sdlo estos efectos
significativos, se obtuvieron los modelos reducidos finales que se

muestran en la Tabla IV.3.
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Tabla IV.3 Coeficientes de regresion (Ec. 13), coeficiente de determinacion ajustado (R* agj) Y error estandar de la estima
(EE) de los modelos finales reducidos obtenidos al correlacionar cada variable respuesta con las diferentes variables
independientes para los polvos liofilizados.

Coeficientes de

Regresion Xu Hg, € L* AE FT \'/e cT AOA
Constante
B, 12.65 35.42 -8.97 53.27 -15.52 302.392 -13.04 -1.38 -1.463
Lineal
B, -0.095 0.98 0.153 0.232 6.57 0.33 0.024
B, 0.126 1.636 1.94 0.607 39.68 14.98 0.022 0.219
Bs 0.3450 2.79 3.02 1.078 89.92 110.34 12.62
Cuadratico
B
B, -0.05 -2.48 -0.0136
B -44.96 -55.17 -2.66
Interacciones
[312
[313
Bas -0.126 -0.22 -0.91
R® 57.64 28.03 72.04 77.94 73.77 30.99 63.72 88.46 52.34
EE 0.89 9.35 5.02 1.64 1.80 97.83 69.14 2.33 0.32

B;: Coeficientes de regresion estimados para los efectos lineales, B’: coeficientes de regresion estimados para los efectos cuadraticos, B;: Coeficientes
de regresidn estimados para la interaccién de los efectos. Subindices i=1: humedad de entrada de la mezcla al liofilizador; i=2: contenido de goma
arabiga; i=3: contenido de fibra de bambu. Variables respuesta x,,: Contenido de agua (gagua/1008sp), Hg: Higroscopicidad (gag,./100gsp), €: Porosidad
(volumen de aire/volumen total), L*: Luminosidad, AE: Diferencia de color con respecto a la fruta liofilizada sin solutos, FT: Fenoles totales (mg
GAE/100gsp), VC: contenido de vitamina C (mg/100ggp), CT: Carotenoides totales (mg B-caroteno/100gsp), y AOA: Actividad antioxidante (mmol TE/100
gsp). PT es el pomelo triturado, SP son los solutos de pomelo.
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Para todas las variables respuesta analizadas hubo al menos un efecto
significativo de alguna de las variables independientes, con un nivel

de confianza del 95% (p < 0.05).

La humedad de los polvos tras el proceso de liofilizacion fluctud entre
2.5y 7.92 8a0ua/1008sp (1.1 — 4.2 8agua/100800n0) (Tabla I11.1). Esta
variable respuesta resulté afectada de forma negativa por la humedad
del producto que entra al liofilizador (Tabla 1V.3), por lo tanto, cuanto

mayor es esta variable, menor es la humedad del polvo obtenido.

Un mayor contenido de agua antes de la liofilizacion permite obtener
un sistema mas diluido y por tanto puede facilitar la cristalizacion y
posterior sublimaciéon del hielo dando lugar a un producto menos
himedo (Fabra et al., 2009). El contenido de agua de las muestras
liofilizadas también mostré una interaccion con los solutos afiadidos
(Tabla IV.3, Figura IV.1). Si sélo se adiciona goma ardbiga se observa
gue a mayor concentracién de GA se obtiene un mayor contenido de
agua, lo cual estd relacionado con el papel crioprotector de la goma
arabiga que da lugar a una menor cantidad de hielo formado durante
la congelacion antes de la liofilizacién (Benlloch-Tinoco et al., 2013;
Mosquera et al., 2012). Sin embargo, cuando la FB se adiciona junto
con la GA, el contenido de agua del polvo disminuye. Esto puede
deberse a un cierto papel estérico de la FB, que podria prevenir la
interaccidon del agua con la GA y con el resto de solutos propios del

pomelo, favoreciendo su congelaciéon. En este sentido, los polvos con
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el menor contenido de agua se obtuvieron cuando se afiadié la mayor

cantidad de ambos solutos.

La Hgr de los productos en polvo esta relacionada con su capacidad
para absorber agua a unas condiciones determinadas de humedad
relativa. Es una propiedad muy importante ya que una
higroscopicidad excesiva puede  ocasionar, durante el
almacenamiento, el colapso de la estructura con el consiguiente
desarrollo fendémenos de pegajosidad y apelmazamiento, ademads de
pérdidas de sabor y solubilidad. En los polvos liofilizados, la Hg, fluctuo
entre 33 ¥y 75 8agua/1008sp (21 - 40 gagua/1008,01n0). Se vio afectada
Unicamente por la concentracion de GA, presentando mayor Hg, las
muestras a las que se les adiciond una mayor concentracion de este
soluto (Tabla IV.3). Fazaeli et al. (2012), indican que una causa del
aumento de la higroscopicidad en las muestras que contienen mayor
cantidad de goma arabiga puede deberse a la propia higroscopicidad
de este soluto, a diferencia de otros solutos como la maltodextrina

gue disminuyen esta propiedad.

En cuanto a la porosidad de las muestras liofilizadas se observd un
efecto lineal positivo de € con el contenido de agua de la muestra que
entra al liofilizador y con el contenido en fibra de bambu (Tabla IV.3).
Una mayor porosidad esta relacionada con un polvo con particulas
mas finas y mas sueltas lo cual es deseable tanto para el producto en

polvo como si se desea reconstituir el zumo, debido a que la alta
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porosidad y los pequeiios valores del dangulo de contacto entre la
superficie del poro y el agua que penetra en ellos contribuyen a

mejorar la humectabilidad del polvo (Freudig et al., 1999).

6.6
6.2
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54

46 62

42 o 12
6 8 10 2 07 XFB (g/100g PT)
XGA (g/100g PT)

Xw (gagua/100gSP)

Figura IV.1 Superficie de respuesta para el contenido de agua (x:
82412/ 100gsp) de los polvos liofilizados, en funcién del contenido en goma
aragiba (x®*: g/100gp) v fibra de bambu (x™: g/100gs;). Se considerd un
valor intermedio de la humedad de entrada de la mezcla al liofilizador. SP:
Solutos de pomelo. PT: Pomelo triturado.

En cuanto al color, la luminosidad de los polvos liofilizados fue
afectada, ademas de por la humedad de entrada de la muestra, por la
concentracion de los solutos afiadidos y por su interaccién (Tabla
IV.3,) dando lugar a un incremento de L* a mayor contenido de goma
arabiga y fibra de bambu (Figura 1V.2). Cuando se calcula la diferencia
de color de cada muestra con respecto al color del polvo de pomelo
obtenido de una muestra liofilizada sin solutos anadidos y sin
deshidratar ni hidratar, se ve que cuanto mayor es la humedad de

entrada del producto vy la cantidad de solutos anadidos, mayor es la
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

diferencia de color de las muestras. Asi, las formulaciones con
menores contenidos de solutos resultaron en polvos con un color mas
caracteristico al del pomelo fresco (Tabla Ill.I) Efectos semejantes
debido a la adicion de solutos fueron observados por otros autores
(Pua et al., 2007; Telis y Martinez—Navarrete, 2009; Caparino et al.,
2012).
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Figura IV.2 Superficie de respuesta para la Luminosidad (L*) de los polvos
liofilizados de los polvos liofilizados, en funcién del contenido en goma
aragiba (x®: g/100g) y fibra de bambu (x™: g/100gs;). Se considerd un
valor intermedio de la humedad de entrada de la mezcla al liofilizador. SP:
Solutos de pomelo. PT: Pomelo triturado.

En cuanto a los compuestos bioactivos, éstos se vieron afectados por
las diferentes variables independientes. El contenido en FT oscild
entre los 192 y 574 mg GAE/100Gsp (92- 311 mg GAE/100g010) (Tabla
I11.1). Como se observa en la Tabla IV.3, la humedad de entrada de la

mezcla al liofilizador no tuvo ningun efecto sobre el contenido en FT.
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El efecto lineal positivo y cuadratico negativo de XeA y X", conducen a
gue un nivel intermedio de ambos solutos sea lo mas conveniente
para obtener un producto con un alto contenido fendlico (Figura IV.3

a).
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Figura IV.3 Superficie de respuesta para a) contenido en fenoles totales (FT:
mg GAE/100gs;), b) vitamina C (VC: mg/100gs;), c) carotenoides totales (CT:
mg B-caroteno/100gsy) de los polvos liofilizados, en funcién del contenido en
goma arabiga (x**: g/100gsr) v fibra de bambu (x™:g/100gs). Se considerd
un valor intermedio de la humedad de entrada de la mezcla al liofilizador.
SP: solutos de pomelo. PT: Pomelo triturado.

79



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

El contenido de VC varié entre 439 — 831 mg/100gsp (220 — 519
mg/100gp0no) (Tabla 111.1) Se observé un efecto positivo del contenido
de agua de la muestra que entra al liofilizador y de la goma ardbiga,
sobre la VC, mientras que el efecto positivo de la fibra de bambu fue
compensado por su efecto cuadrdtico negativo (Tabla IV.3). En este
sentido el polvo con mayor contenido de VC se obtuvo cuando la
muestra fue procesada con un alto contenido de agua y de GA y un
nivel intermedio de FB. La Figura IV.3b muestra el cambio en el
contenido de VC de los polvos liofiliizados, en funcién de los solutos
anadidos para un contenido de agua intermedio. En ella se puede
observar el marcado efecto de la adicién de la GA en la proteccién de

esta vitamina.

Los CT de las muestras liofilizadas, variaron desde 9 a 34 mg B-
caroteno/100gsp (4 — 27 mg B-caroteno/100gpno) (Tabla 111.1). Su
contenido fue afectado positivamente por todas las variables
independientes y también fueron detectados algunos efectos
cuadraticos negativos, e interacciones (Tabla IV.3). Como resultado,
un incremento en la humedad de entrada de la mezcla antes de
liofilizar, junto con un contenido intermedio-alto de fibra de bambu y
bajo de goma arabiga, conllevan a obtener polvos liofilizados con un

alto contenido de CT (Figura IV.3).

La AOA de los extractos obtenidos con metanol fue evaluada por el

método de DPPH. Aunque este método solo permite evaluar la AOA
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proporcionada por los compuestos hidrofilicos (en nuestro caso
fenoles y vitamina C), cabe destacar que éstos son los que estan
mayoritariamente en frutas y mds contribuyen a la AOA (Boeign et al.,
2014; Pulido et al., 2003). Los polvos liofilizados presentaron una AOA
entre 0.121 y 1.94 mmol TE/100gsp (0.05 -1.05 mmol TE/100gpsivo)
(Tabla I1.1). En este caso la mayor AOA se obtuvo cuando la mezcla
presentd una humedad alta antes de entrar al liofilizador y una
concentracion intermedia de goma arabiga, mientras que el
contenido de fibra de bambu no presentd un efecto significativo
(Tabla IV.3). El comportamiento de las muestras frente a Ia
incorporacion de GA fue similar al que se describe previamente para
los fenoles totales (Figura IV.3 a), debido al efecto lineal positivo y

cuadratico negativo que presentd GA en este pardmetro.

Con todos los resultados procedentes de la caracterizacion de los 23
productos en polvo obtenidos por liofilizacion, se realizé una
optimizacién de respuesta multiple con el objetivo de conocer la
mejor combinacion de las variables independientes para obtener un
polvo suelto, con las mejores propiedades 6pticas y funcionales. En
este sentido se minimizé el contenido de agua, higroscopicidad,
diferencia de color y luminosidad y se maximizé la porosidad, los
compuestos bioactivos y la actividad antioxidante. El proceso de
liofilizacidon optimizado de esta forma fue el resultado de formular el
pomelo triturado afiadiendo de 4.2 g de GA y 0.58 g de FB por cada
100 g de PT y llevando la muestra hasta una humedad de 90
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8agua/ 1008mezcia. Esta formulaciéon para la obtencién del producto
liofilizado éptimo se identificard, a partir de ahora, como OL. Segun el
modelo, bajo estas condiciones éptimas se obtendria un polvo con
unos valores de contenido de agua de 4.53 gu5a/1004sp;
higroscopicidad de 42.29 ga5.2/100gsp, porosidad de 81.23 % (v/v),
luminosidad de 75.42, diferencia de color de 8.52, un contenido de
fenoles totales de 462.34 mg GAE/100gsp, vitamina C de 686.89
mg/100gsp carotenoides totales de 33.46 mg B-caroteno/100gsp y una
actividad antioxidante de 1.34 mmol TE/100gsp. Por tanto, estos
resultados permiten decir que la adicion de agua, GA y FB en las
cantidades optimizadas contribuye a la mejor preservacion de los
fenoles totales, la vitamina C y los carotenoides totales, dando lugar a
un producto final mas suelto, con buen color, baja humedad y baja

higroscopicidad.

IV.1.3 Optimizacion del proceso de atomizacion

Los resultados experimentales obtenidos para cada variable respuesta
analizada en los productos en polvo obtenidos por atomizacién se
observan en la Tabla 1.2 Los modelos reducidos finales
correspondientes a la correlacion de cada variable de respuesta
significativa (p < 0.05) con las variables independientes se presentan

en la Tabla IV.4.
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El contenido de agua de los polvos atomizados varié entre 1.68-15.53
8agua/ 100gsp (Tabla 111.2), lo que se corresponde con valores de 0.8-7.8
8agua/ 10080010, Estos valores se encuentra dentro del rango de
humedad normal reportado en productos atomizados (lgual et al.,
2014). En los procesos de secado por aspersion generalmente el
incremento de la temperatura de secado da lugar a una mayor
reduccion del contenido de agua de los polvos resultantes. En este
caso se observo este efecto negativo del contenido de agua del polvo
obtenido con la temperatura de atomizacion. Esto esta relacionado
con una mayor tasa de transferencia de calor dentro de las particulas
lo cual provoca una eliminacién mas rapida e intensa del agua (Kha et

al., 2010; Quek et al., 2007).

El rendimiento del secado de las muestras, presento valores entre 87
Y 938 agua evaporada/ 1008 M4, (Tabla 111.2). Aunque estos rendimientos en
general se consideran altos, el rendimiento en producto fue bajo en
todos los casos (entre 1 y 6 gpono /100g my,). De acuerdo a Phisut
(2012), en frutas, los rendimientos en producto son bajos debido a la
composicién de la fruta ya que los acidos y los azucares de bajo peso
molecular presentes suelen pegarse en la pared de la cdmara del
secador durante la atomizacidn ocasionando muchas veces problemas
operacionales. El R, fue afectado por todas las variables (Tabla IV.4),
dando lugar a mayores R, cuando la temperatura de entrada del aire y

la concentracidon de GA aumentan conjuntamente (Figura 1V.4).
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Tabla IV.4 Coeficientes de regresién (Ec. 13), coeficiente de determinacion ajustado (R? adj) Y error estandar de la
estima (EE) de los modelos finales reducidos obtenidos al correlacionar cada variable respuesta estudiada con las
variables independientes para los polvos atomizados.

Coeficiente de Regresion X Rp Rs H, € L* FT vC AOA
Constante
Bo 15.9937 5.76247 93.1724  -189.57 0.588 52.7685 -1448.15 902.536 1.802
Lineal
B -0.075 -0.026 0.00854 2.99 24.4936 -3.00206
B, -0.1348 -0.496 1.84 0.047 7.639 -0.075
Bs -0.6343 0.3122 14.67 143.071
Cuadratico
B,> -0.009 -0.081
B, -0.0029 -0.3723
By 03171 -7.339 -50.4189
Interacciones
B1z 0.00322
Bis -0.0047
BZ3
R adi 33.3 84.60 98.86 64.58 44.39 72.80 41.63 72.61 37.50
EE 2.4 0.48 0.19 7.99 0.04 4.40 71.69 48.63 0.29

B;: Coeficientes de regresion estimados para los efectos lineales, Bzi: coeficientes de regresion estimados para los efectos cuadraticos, Bj: Coeficientes
de regresion estimados para la interaccion de los efectos. Subindices i=1: temperatura de entrada del aire; i=2: contenido de goma arabiga; i=3:
contenido de fibra de bambu. Variables respuesta: x,: Contenido de agua (g..,./100gsp), Rp: Rendimiento en producto (gyoo/100g8 Ma.), Rs:
Rendimiento en secado (gagua evaporada/ 1008 M,,), He,: Higroscopicidad (g,4,./100gsp), €: Porosidad (volumen de aire/volumen total), L*: Luminosidad, FT:
Fenoles totales (mg GAE/100gs;), VC: contenido de vitamina C (mg/100g), CT: Carotenoides totales (mg B-caroteno/100 ggp), y AOA: Actividad
antioxidante (mmol TE/100 gp). PL es el pomelo licuado, m,, es la mezcla que alimenta al atomizador, SP son los solutos de pomelo.
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12
10

Rp (g polvo/100g maa)

GA (9/100g PL)

Figura IV.4 Superficie de respuesta para Rp: Rendimiento en producto
(8poivo/100g M,,) de la atomizacidn en funcién de contenido en goma ardbiga
(x®*: g/100g,) y la temperatura de entrada del aire (T: °C). Se considerd un
valor intermedio del contenido de fibra de bambd. PL: Pomelo licuado.

La Hg oscild entre valores de 24 y 67 gagua/1008sp (16-36
8agua/ 1008p01vo) (Tabla 111.2) y fue afectada tanto por la temperatura de
entrada del aire como por la concentracién de goma arabiga y fibra de
bambu (Tabla 1V.4). La Hg aumentd con la adicion de GA y presento
mayores valores a temperaturas y contenidos de FB intermedios
(Figura IV.5). Como ya se ha comentado, el aumento de la H,, de los
polvos debido al efecto de la GA puede deberse probablemente a la
propia higroscopicidad de la goma (Fazaeli et al., 2012). Esta
influencia fue reportada también por Telis y Martinez-Navarrete
(2009). En este caso son las temperaturas de atomizacién mas bajas o
mas altas junto con bajos contenidos en GA las que dan lugar a un
polvo con baja higroscopicidad.
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En cuanto a la € de los polvos atomizados, ésta fue afectada
Unicamente por la concentracién de GA (Tabla 1V.4). Niveles
intermedios de goma ardbiga dieron lugar a polvos con mayor g, que

es lo deseable.
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Figura IV.5 Superficie de respuesta para la higroscopicidad (Hg: 82gua/1008sp)
de los polvos atomizados en funcién del contenido en goma arabiga (x*":
g/100gp,) y la temperatura de entrada del aire (T: °C). Se considerd un valor
intermedio del contenido en fibra de bambu. PL: Pomelo licuado. SP: Solutos
de pomelo. PL: Pomelo licuado.

El color de las muestras atomizadas fue afectado Unicamente por la
adicion de la goma ardbiga (Tabla IV.4), debido a que contribuye con
el aumento de la claridad de las disoluciones de partida dando lugar
posteriormente a polvos mas luminosos. Efectos semejantes debido a
la adicion de solutos fueron observados por otros autores (Pua et al.,
2007; Telis y Martinez—Navarrete, 2009; Caparino et al., 2012). Kha et
al. (2010), ademas, observaron que la temperatura de atomizacién no

influye en la luminosidad de los polvos obtenidos siendo solo
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influenciada por el efecto de la adicion del soluto que, en su caso, fue

la maltodextrina.

Los compuestos bioactivos de los productos en polvo obtenidos por
atomizacidn fueron afectados en diferente medida por las variables
independientes. El contenido en FT varié entre 100 y 504 mg
GAE/100gsp (50 —395 mg GAE/100gp.10) (Tabla 111.2). En este caso sélo
la temperatura mostré un efecto lineal positivo y negativo cuadratico
sobre los FT por lo que temperaturas intermedias favorecieron la

extraccion de estos compuestos (Figura IV.6).

(mg GAE/100g SP)

FT

Figura IV.6 Superficie de respuesta para FT: fenoles totales (mg GAE/100Gs;)
de los polvos atomizados en funcién de la temperatura de entrada del aire
(T: °C) y el contenido en goma arabiga (x**: g/100g5). Se considerd un valor
intermedio del contenido en fibra de bambu. PL: Pomelo licuado, SP: Solutos
de pomelo. PL: Pomelo licuado.

Este mismo comportamiento ha sido observado por Sharma et al.
(2015) en cebollas deshidratadas. Temperaturas muy altas de
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atomizacidon pueden ocasionar la degradacién de estos compuestos
debido a que los polifenoles son termoldbiles y bajo tratamientos
térmicos intensos pueden sufrir modificaciones quimicas irreversibles
(Vashisth et al., 2011). No obstante, temperaturas intermedias
pueden provocar cambios estructurales que facilitan la posterior

extraccion.

La VC fluctu6 entre 314 y 700 mg/100gsp (164- 356 mg/1008moio)
(Tabla 111.2). El incremento de la temperatura causé una disminucién
en el contenido de VC de los polvos. Este mismo comportamiento
también ha sido observado por otros autores Langrish (2009) y Solval
et al. (2012). La oxidacion de la vitamina C durante los procesos
térmicos ha sido documentada por Selman (1994) y Damodaran et al.
(2008). Por otra parte, se observé un efecto protector de la fibra de

bambu en concentraciones intermedias (Tabla 1V.4).

Los CT, de acuerdo al analisis estadistico, no fueron afectados
significativamente por ninguna de las variables independientes. Estos
variaron entre 0 y 30.2 mg B-caroteno/100gs (0 — 21 mg B-
caroteno/100gp.10) (Tabla 111.2). Otros autores como Kha et al. (2010)
tampoco encontraron diferencias estadisticas en el contenido en CT
durante el secado por aspersion de la fruta Gac (Momordica
cochinchinensis Spreng), en el rango de temperaturas estudiadas (140

- 200 °C).
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En cuanto a la actividad antioxidante, las muestras atomizadas
presentaron valores entre 0.42 — 1.84 mmol TE /100gsp (0.19-120
mmol TE/100gp0no) (Tabla 111.2). Se observé unicamente un efecto
lineal negativo (p < 0.05) de la goma arabiga sobre la AOA (Tabla 1V.4),
de tal forma que los las formulaciones de menor concentracién de
goma aradbiga dieron lugar a un polvo con mayor actividad

antioxidante.

El polvo obtenido mediante el secado por atomizacidn puede
considerarse 6ptimo cuando el contenido de agua, la higroscopicidad,
y la luminosidad son bajos, mientras la porosidad, el rendimiento del
secado, rendimiento en producto, los compuestos bioactivos y la
actividad antioxidante son altos. Al aplicar el proceso de optimizacién
de respuesta multiple con estos criterios, considerando las variables
cuyos modelos habian resultado correlacionados de forma
significativa (p < 0.05) con las variables independientes, se obtuvo que
la combinacion optima de las variables independientes de la
atomizacidon para la obtencién del mejor polvo atomizado son una
temperatura de entrada del aire de 120 °C, una concentracién de
goma ardabiga de 4g/100gp, y de fibra de bambd de 2 g/100gp.. Bajo
estas condiciones se obtendria un polvo optimizado (OA) con unos
valores de contenido de agua de 6.99 gu5./100gs (3.23
8agua/ 1008p00); rendimiento en producto de 3.65 gpoivo/100g Mya,
rendimiento del secado de 91.71 gugua evaporada/ 1008 My,

higroscopicidad de 33.35 g.4,./100gss, porosidad de 72.96 % (v/v),
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luminosidad de 77.37, contenido en fenoles totales de 324.68 mg
GAE/100gsp; vitamina C de 626.75 mg/100gs, y una actividad
antioxidante de 1.50 mmol TE/100gsp.

En el caso de la atomizacidn, la etapa de licuado junto con las altas
temperaturas de secado conllevan una mayor pérdida de los
diferentes compuestos bioactivos que la liofilizacion, especialmente
de la vitamina C y los carotenoides, a pesar de la adicién de la GA'y
FB, los cuales son necesarios para aumentar el rendimiento del
producto. De acuerdo a los datos experimentales obtenidos hasta el
momento, la liofilizacion podria proponerse como una mejor

tecnologia de secado que la atomizacidn.

IV.1.4 Validacion de los modelos

Cuando se obtienen modelos de prediccién es necesario realizar una
validacién con el objetivo de ver la adecuacidn del correspondiente
modelo en la prediccidn de las variables respuesta en funcién de las

variables independientes.

Para la validacion de los modelos de superficie de respuesta
obtenidos para cada proceso se plantearon tres formulaciones,
dentro de las cuales se incluyé la formulacién éptima obtenida en
cada caso y dos formulaciones adicionales (Tabla 1V.5), las cuales

variaron en el contenido de agua de la mezcla que entra al liofilizador,
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en la temperatura de entrada del aire en las formulaciones a atomizar
y en el contenido de solutos adicionado en ambos casos. Para obtener
una mayor fiabilidad de los resultados se utilizaron dos lotes de
pomelo diferentes, uno para las formulaciones éptimas y otro para las
adicionales. Ambos lotes fueron caracterizados a nivel de sus
propiedades funcionales (Tabla 1V.6). Los resultados de la
caracterizacién mostraron que, si bien la materia prima de partida
presentd una cierta variabilidad en el contenido de compuestos
bioactivos, lo cual puede asociarse a factores relacionados con el
cultivo de la fruta (Cardoso et al., 2011), los valores obtenidos se

encontraron en un rango adecuado para esta fruta.

Tabla IV.5 Formulaciones consideradas para la validacién de los
modelos.

Tratamientos Xo® JT* x%A X
Optimo liofilizacién (OL) 90 4.2 0.58
Formulacion 1 (FL1) 80 2.65 0.32
Formulacion 2 (FL2) 71.32 3.95 0.49
Optimo atomizacién (OA) 120 4 2
Formulacion 1 (FA1) 148 4.6 0
Formulacion 2 (FA2) 188 3.98 0

*Contenido de agua de la muestra antes de liofilizar (x,: 8agua/ 1008 mezcia) O
temperatura (T: °C) de entrada del aire al atomizador, y concentracién de
goma arabiga (x®*) y fibra de bambu (x™®) en g/100gr, »1) para el liofillizado o
atomizado respectivamente. PT: Pomelo triturado; PL: Pomelo licuado.

Todos los polvos liofilizados o atomizados obtenidos fueron

analizados en todas las variables respuesta contempladas en el
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estudio. Asi las determinaciones analiticas realizadas en comun para
los polvos liofilizados y atomizados fueron el contenido de agua, la
higroscopicidad, porosidad, luminosidad, y el contenido en vitamina
C, fenoles totales, carotenoides totales y la actividad antioxidante.
Ademas se analizé, para los liofilizados, la diferencia de color con
respecto al polvo liofilizado sin solutos y sin deshidratar ni hidratar vy,
para los atomizados, se calculé ademas el rendimiento del secado y
en producto. Todos estos resultados se muestran en las tablas IV.7 y

IV.8.

Tabla IV.6 Caracterizacion funcional del pomelo triturado (PT) vy
licuado (PL) utilizado para la obtencién de los polvos optimizados por
liofilizacion (OL) y por atomizacion (OA) y de las formulaciones
adicionales del proceso de liofilizacién (FL1 y FL2, Tabla IV.5) y
atomizacion (FA1y FA2, Tabla IV.5).

Formulaciones Liofilizados Atomizados
PTOL PTFLl/FLZ PLOA PLFAl/FAZ
VC 475 + 17° 633 + 60° 510+ 9™ 560 + 15°
cT 45 + 4° 442 +1.6° 52 +4° 48.5+0.9%°
FT 602 + 32° 531+7° 591 +9° 455+ 7°
AOA 1.44 +0.04°  1.56+0.04®® 1.61+0.07° 1.30%0.02°

Valores promedio y desviacion estandar de los compuestos bioactivos
(mg/100gs,) y la actividad antioxidante (mmol TE/100gg,). SP: Solutos de
pomelo. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas
(p < 0.05) entre grupos.

Para llevar a cabo la validacion, ademds de los valores experimentales
obtenidos para los productos en polvo, se calculd el valor predicho de

cada una de estas variables mediante los modelos individuales de
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superficie de respuesta obtenidos en cada caso (Tablas IV.3 y IV.4) y
se compararon estadisticamente mediante un andlisis de varianza con
un nivel de confianza del 95%. No obstante, debido a la variabilidad
en el contenido de los compuestos funcionales de otras materias
primas de partida, para poder comparar los valores predichos por los
modelos que se obtuvieron con una materia prima con los valores
experimentales procedentes de otra materia prima, la validacién se
hizo contrastando la retencién del compuesto bioactivo y la actividad

antioxidante en cada caso, calculadas segun las Ec. 18 y 19.

APred_ mfPTEd (18)
i - MP
L mI 1
e mPExp
Xp _ i
A= (19)

4

Dénde: Afred es la retencion del compuesto segun predice el modelo
(p/p); AP es la retencion del compuesto i obtenido
experimentalmente (p/p); m?’”’i es la masa del compuesto bioactivo i
(mg/100gsp) 0 de la actividad antioxidante (mmol TE/100gsp) analizada
en la materia prima utilizada para la obtencién de los modelos (i = 1,
Tabla IV.1) o para la validaciéon de los modelos (i = 2 Tabla IV.6);
mfpred es la masa del compuesto i en el polvo predicho por el modelo

correspondiente (Tabla IV.3 para el producto liofilizado y Tabla 1V.4

P
para el atomizado); m, F*Pes la masa del compuesto i en el polvo
obtenido experimentalmente (Tabla IV.7 0 1V.8).

Los resultados de la comparacién estadistica de las variables
predichas y experimentales se muestran en las Tablas IV.7 y IV.8, para

los diferentes productos liofilizados y atomizados, respectivamente.
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Tabla IV.7 Comparacién entre valores predichos (Pred) y experimentales (Exp) de las diferentes propiedades o compuestos analizados
en los productos en polvo obtenidos por liofilizacion. Entre paréntesis retencién del compuesto (p/p) (Ec. 18 y 19) valores medios +
desviacion estandar.

Andlisis oL FL1 FL2
. Pred 45%0.9° 54+009° 6.3+0.9°
w Exp 2.9+0.2° 3.8+0.6° 2.17 £ 0.02°
H Pred 42 +9° 39.8+9.4° 41.88 +9.4°
& Exp 40.6 +1.6° 38.3+0.5° 39.9+0.7°
. Pred 81+5° 71+5° 63%5°
Exp 79 + 2° 68.1+0.3° 63+0.6°
L+ Pred 75.4£1.6° 71.06 + 1.6° 72.03 +1.6°
Exp 78.06 +0.52° 69+2° 69.7 +4.7°
AE Pred 85+1.8° 5.02+1.8° 3.94+1.8°
Exp 6.6 +0.7° 5.1+0.7° 5.6 +0.3°
FT Pred 462 +98 (1.08 +0.25°) 414 +98 (0.97 +0.25%) 454 +98 (1.06 + 0.25%)
Exp 548 +9 (0.91 + 0.06%) 454 +10 (0.853 +0.002°) 443 +3 (0.83 + 0.02°)
Ve Pred 687 + 69 (0.802 + o.obsa) 583 +69 (0.68 + o.os{’) 556+ 69 (0.60 + 0.08°)
Exp 465 + 9 (0.98 +0.05°) 572 %6 (0.91+0.09°) 351+ 3(0.56 + 0.06%)
or Pred 33+2(0.77 +0.06°) 29 +2 (0.66 + 0.06°) 26.7 +2 (0.61 + 0.06°)
Exp 31.2 + 0.8 (0.747 + 0.007°) 27.8+0.12 (0.68 + 0.04°) 30.4 +0.2 (0.69 + 0.02°%)
AOA Pred 1.37 £0.03 (1.1 £ 0.3°) 0.94 +0.03 (0.75 +0.27°) 1.30+0.03 (0.88 + 0.27°)
Exp 2.287 +0.004 (1.59 + 0.05°) 1.13 £0.05 (0.72 £ 0.5°) 1.55 + 0.02 (0.99 + 0.04°)

Para cada propiedad o compuesto analizado letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05). Fuera del paréntesis valor predicho + error
estandar para Pred y media * desviacion estandar para Exp. Unidades: Contenido de agua (Xw: 8agua/100gsp), Higroscopicidad (Hgr:gagua/100gsp), Porosidad (: volumen de
aire/volumen total, %), Luminosidad (L*), Diferencia de color con respecto a la fruta liofilizada sin solutos (AE), Fenoles totales (FT: mg GAE/100gs), Vitamina C
(VC: mg/100gsp), carotenoides totales (CT: mg B-caroteno/100gsp), Actividad antioxidante (AOA: mmol TE/100gsp). SP: Solutos de pomelo.
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Tabla IV.8 Comparacidon entre valores predichos (Pred) y experimentales (Exp) de las diferentes propiedades o compuestos analizados

en los productos en polvo obtenidos por atomizacidn. Entre paréntesis retencién del compuesto (p/p) (Ec. 18 y 19). Valores medios +
desviacion estandar.

Analisis OA FA1 FA2
. Pred 6.9+2.4° 4.9+2.4° 1.9+2.4°
w Exp 3.31+0.02° 2.75+0.05° 2.53£0.02°
R Pred 91.7+0.2° 92.2+0.2° 92.8+0.2°
s Exp 92.14 +0.5° 92.8 +0.4° 88.22 +4°
R Pred 3.6+0.5° 48+0.5° 4.1+0.5°
P Exp 3.56+0.2° 3.58+0.6° 4.19+0.2°
H Pred 33.3+7.9° 43 + 8 27+ 8°
8r Exp 43 +5° 41.22 +1.38° 26.05 + 0.88°
. Pred 73+ 4° 74 + 4° 73+ 4°
Exp 72+5° 74.1+1.2° 72.8+0.5°
L+ Pred 77+ 4° 80+4° 77+4°
Exp 80.6 +1.5° 87 +3° 85.2 0.6
FT Pred 325+72(0.92£0.2% 403 +72(1.14 £ 0.21%) 294 +72(0.8+0.2°)
Exp 455 +7(0.77 £ 0.02°) 628 + 6 (1.477 + 0.007°) 243 24 (0.57 £ 0.05%)
Ve Pred 626 +49 (0.81 + 0.051) 458 + 49 (0.59 + 0.05%) 338 +49(0.51+0.2%)
Exp 492 + 4 (0.96 +0.009°) 339 435 (0.61 + 0.08%) 444 + 31 (0.79 + 0.07°)
AOA Pred 1.50%0.29 (1.1610.22:) 1.46+0.29 (1.12 J_ro.zza)a 1.50+0.29 (1.1610.233)3
Exp  2.12+0.02(1.32+0.06°) 1.713 +0.012 (1.27 + 0.07°) 1.743 +0.006 (1.29 + 0.07%)
cT Exp 19 %2 (0.37 £ 0.06) 6.7 +1.2 (0.15 +0.02) 6.5 +0.4 (0.137 + 0.003)

Para cada propiedad o compuesto analizado letras diferentes en la columna indican diferencias significativas (p < 0.05). Fuera del paréntesis valor predicho + error estandar para
Pred y media + desviacién estandar para Exp. Unidades: Contenido de agua (Xw: 8agua/100gsp), Rendimiento en secado (Rs: gagua evaporada/ 1008 Maa), Rendimiento en producto (Rp:
Bpolvo/100g M,a), Higroscopicidad (Hg: gagua/1008sp), Porosidad (e: volumen de aire/volumen total, %), Luminosidad (L*), Diferencia de color con respecto a la fruta liofilizada sin

solutos (AE), Fenoles totales (FT: mg GAE/100gsp), Vitamina C (VC: mg/100gsp), carotenoides totales (CT: mg B-caroteno/100gsp), Actividad antioxidante (AOA: mmol TE/100gsp). SP:
Solutos de pomelo.
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Los resultados evidenciaron, de forma general, una buena prediccién
de los modelos individuales obtenidos para cada variable de
respuesta, ya que no se observaron diferencias significativas (p > 0.05)

con respecto a los analisis experimentales realizados.

Este resultado permite validar los modelos establecidos, y por tanto,
asegurar que las condiciones de liofilizaciéon y atomizacion éptimas
propuestas en cada caso conllevan a la obtencién de un polvo
liofilizado o atomizado con las mejores propiedades nutritivas,
funcionales y sensoriales. Si se comparan los valores de las
propiedades fisicas, de los compuestos bioactivos analizados y de la
actividad antioxidante en el producto 6ptimo liofilizado con el

producto éptimo atomizado, se confirma la mejor calidad del primero.

IV.2 ESTUDIO DE ENCAPSULACION

La microencapsulacion es una tecnologia cada vez mas atractiva para
mantener la calidad y mejorar la estabilidad de los alimentos. Consiste
en la proteccién del material de interés bajo una pelicula del material
encapsulante que actue como barrera, protegiéndolo de las
condiciones ambientales como la luz, la temperatura, oxigeno,
humedad y de la interaccién con otras sustancias, ademas de
controlar la  difusividad de algunos compuestos. La
microencapsulacion de frutas puede utilizarse fundamentalmente
para proteger dacidos, enzimas, aromas, vitaminas, minerales y
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fitoquimicos. Como ya se ha comentado en la introduccién, tanto la

liofilizacidn como la atomizacién pueden utilizarse con este fin.

Con el objetivo de comparar la eficacia de ambos procesos, en esta
parte de la Tesis se ha realizado una caracterizacién exhaustiva de los
principales compuestos bioactivos (acido ascérbico, tocoferoles,
compuestos fendlicos) y de la actividad antioxidante que presenta el
pomelo en polvo obtenido en las condiciones optimizadas en cada
caso. Ademas, con el fin de conocer la contribucion de cada variable
considerada en la formulacion a la capacidad encapsulante, se
consideraron unas formulaciones adicionales obtenidas sin la adicion
de agua antes de liofilizar y variando el contenido de solutos afadidos
(Tabla IV.9): sin solutos afiadidos (FL;), solo con fibra de bambu (FL,),
o s6lo goma ardabiga (FLs3) o la adicién de ambos solutos (FLs). Por su
parte se planted una sola formulacién adicional (FA;) al OA la cual
varié uUnicamente en el contenido de solutos afiadidos (sélo goma
arabiga), manteniendo la temperatura de atomizacién previamente
optimizada (120 °C). Para este caso no fue posible la obtencién de un
polvo atomizado sin solutos o sélo con la cantidad de fibra utilizada
en el estudio debido al impedimento tecnolégico. Los resultados de
este estudio han sido publicados en la revista LWT-Food Science and

Technology (Agudelo et al., 2017b).

El contenido en AA y a-tocoferol presentes en los productos en polvo

obtenidos a partir de las diferentes formulaciones se muestra en la
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Tabla IV.10. En general, los valores obtenidos para AA fueron
comparables a los obtenidos en otros estudios reportados en la
literatura en variedades de pomelo rosa (Moraga et al., 2012), al igual
gue las concentraciones encontradas de a — tocoferol (Chun et al.,
2006; USDA, 2011). Los resultados mostraron leves diferencias entre
el contenido de AA en las muestras liofilizadas y las atomizadas. En los
polvos liofilizados, aunque se observaron diferencias significativas
entre ellos (p < 0.05), éstas fueron pequenas y no se evidencia un
claro efecto de los solutos ni de la hidratacién en la degradacion de
éste acido. En todo caso la liofilizacion normalmente conduce a un
producto con una alta retencién en AA debido a las bajas
temperaturas usadas en el proceso y a la ausencia de oxigeno en la
camara de secado, siendo esta ultima la principal causa de la
oxidacion del AA y su degradacion (Park et al., 2016). Por su parte la
adicién conjunta de solutos en el pomelo atomizado parece ofrecer
una mayor proteccién a la degradacidén del AA por la temperatura,
gue cuando se adiciona solo goma arabiga. En ambos casos los
6ptimos de cada proceso OA Y OL presentaron contenidos adecuados

de AA.

En cuanto al a-tocoferol (Tabla 1V.10), en general, los polvos
liofilizados presentaron un mayor contenido que los atomizados,
observando una mayor retencion de esta vitamina cuando se afiaden
los solutos, especialmente GA. En este caso, tanto las propiedades

encapsulantes de la goma arabiga (Glicksman, 1983) como las
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propiedades emulgentes y de capilaridad de la fibra de bambu
reportadas por el fabricante (VITACEL®), pueden contribuir a una
mayor estabilidad del tocoferol durante el procesado de los polvos. En
ambos casos los productos obtenidos por los dos procesos

presentaron altos contenidos en esta vitamina.

Tabla IV.9 Formulaciones planteadas a partir del éptimo liofilizado
(OL) y el 6ptimo atomizado (OA).

Solutos afiadidos (g/100g PT o PL)

Goma Arabiga (GA) Fibra de bambu (FB)

Liofilizados

1 FL, 0 0

2 FL, 0 0.58

3 FLs 4.2 0

4 FL, 4.2 0.58

5 oL* 4.2 0.58
Atomizados

6 FA; 4 0

7 OA 4 2

* Antes de la liofilizacidn la muestra fue hidratada a un nivel de agua de 90
8agua/ 1008 5imento. PT: Pomelo triturado; PL: Pomelo licuado.

Por su parte, en relacién con el contenido en compuestos fendlicos de
los polvos estudiados, la Figura IV.7 muestra un ejemplo del perfil
cromatografico de estos compuestos registrado a 280 nm, y en las
Tablas V.11 y IV.12 se presentan los diferentes compuestos
provisionalmente identificados y cuantificados. Los compuestos
fueron identificados en base a sus caracteristicas cromatograficas, UV
y espectro de masa. Fueron detectados en total 18 compuestos,

cuatro de los cuales fueron derivados de acidos fendlicos (picos 1, 2, 3
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y 5) y catorce flavonoides, principalmente del grupo de las flavanonas

(picos 4, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18) (Tabla IV.11).

Tabla IV.10 Media y desviaciéon estandar del contenido de acido
ascoérbico y a-tocoferol referidos a solutos de pomelo (mg/100gsp).

Acido ascérbico a-Tocoferol
Liofilizados
FL, 333+3°¢ 0.60 + 0.02°
FL, 324 +0.7° 0.84£0.04%°
FLs 332 +0.03° 0.93+0.02°
Fls 326 + 0.03° 0.95+0.03°
oL 333+0.2° 0.96 + 0.03°
Atomizados
FA, 351+2° 0.73 £0.04"
OA 358 + 3° 0.677 £ 0.009°¢

Diferentes letras dentro de la misma columna indican diferencias
significativas (p < 0.05)

La mayoria de estos compuestos han sido reportados previamente
por otros autores en diferentes variedades de pomelos y otros citricos
(Dugo, et al., 2005; Peterson et al., 2006; Gattuso et al., 2007; Mullen
et al., 2007; Djoukeng et al., 2008; Xu et al., 2008; Kelebek, 2010; Igual
et al,, 2011; Zhang et al., 2011; Abad-Garcia et al., 2012a, Abad-Garcia
et al., 2012b; Anagnostopoulou y Kefalas, 2012; Goulas y Manganaris,
2012; Moraga et al., 2012; Barreca et al., 2013; Sun et al., 2013;

Garcia-Castello et al., 2015).
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Figura IV.7 Ejemplo de un perfil de los compuestos fendlicos identificados
en la muestra de pomelo liofilizado en polvo sin solutos afiadidos (muestra
FL, Tabla IV.10) obtenido por HPLC a 280 nm.

No obstante los compuestos 1, 3 y 9 no parecen haber sido
identificados anteriormente. Los compuestos 1 ([M-H]- at m/z 329) y
3 ([M-H]- at m/z 325) liberaron fragmentos a m/z 167 (-162 u; [3,4-
acido-dihidroxifenilacético-H]-) y m/z 179 (-146 u; [acido caféico-H]-),
respectivamente, por tanto fueron tentativamente asignados como
acido 3,4 dihidroxifenilacético hexosido y acido caféico ramnosido. El
compuesto 9 ([M-H]- at m/z 563) presentd un espectro UV
caracteristico de una flavona y un patrén de fragmentacion coherente

con un O,C-diiglicosido de apigenina con residuos de pentosil y
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hexosil. La pérdida de -120 u dejo al ion a m/z 443 el cual soporto la
presencia de una C-hexosa adjunta, mientras que la ausencia de un
ion [(M H)-90]- sefialé una fijacién 6-C. La pérdida de un ion [(M-H)-
132]- a partir de la pérdida de un residuo pentosil sugiere que su
azucar no estaba unido a la aglicona sino a otro azucar, que se
confirma por la presencia de un ion [(M-H)-150] a m/z 413. Este
comportamiento segun Ferreres et al. (2007), podria ser caracteristico
de una O- pentosa unida a la C-hexosa glicosidada. La O-glicosilacién
podria tomar lugar en las posiciones 6", 4", o 3" de la hexosa. De lo
contrario el fragmento [(M-H)-120]- podria no producirse. El ién am/z
293 podria resultar a partir del fragmento a m/z 413 por la pérdida
adicional de un fragmento de 120 u (pérdida parcial de la C-hexosa
adjunta). Con todo esto el compuesto 9 fue tentativamente

identificado como una apigenina 2”’-O-pentosil-6-C-hexosido.

Las flavanonas (picos 4, 7, 8, 11, 12, 13, 14, 16, 17, 18) fueron los
flavonoides predominantes en todos los polvos de pomelo,
representando alrededor del 93% del total de flavonoides (Tabla
IV.12). Estos resultados fueron similares a los reportados por
Peterson et al. (2006). Varias flavanonas neohesperidosidas
(naringina, neohesperidina, poncirina) y rutinosidas (narirutina,
hesperidina eriocitrina, y didimina) fueron identificadas en las
muestras analizadas, siendo la naringina y la narirutina (picos 12 y 11

de la Tabla IV.12, respectivamente) los compuestos fendlicos
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Tabla IV.11 Identificacidn de los compuestos fend

icos del pomelo en polvo mediante HPLC-DAD-ESI-MS.

Am:ax

[M-HI'

Pico (mti"n.) (nm) (m/2) Ms? (m/z) Compuesto Referencia*
1 5.5 278 329 167(100) 3,4-Dihydroxyphenylacetic acid hexoside -
2 5.8 332 341 179(29),161(100),135(18) Caffeic acid hexoside 1,10
3 83 328 325 179(100) Caffeic acid rhamnoside -
4 9.2 284,336 595 287 (100) Eriodictyol-7-O-rutinoside (eriocitrin) 1,2,3,7,8,11
5 9.9 332 355 193(100) Ferulic acid hexoside 1,2
6 11.6 336 593 505(14),473(24),383(18),353(29),325(11) Apigenin 6,8-C-diglucoside 1,2,7,8,10
7 12.4 286,336 741 433(47),271(100) Naringenin-7-O-rutinoside-4’-O-glucoside 1,2,6,10
8 13.8 286,334 741 433(14),271(5) Naringenin-7-O-neohesperidoside-4’-O-glucoside 1,2,10
9 18.3 336 563 443(30),413(100),341(28),313(15),293(48) Apigenin 2"’-O-pentosyl-6-C-hexoside -
10 18.5 284,336 595 271(100) Naringenin-O-dihexoside 2,10
11 20.7 282,336 579 271 (100) Naringenin-7-O-rutinoside (narirutin) 1,3,4,5,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16
12 22.1 284,336 579 459(22),313(3),295(3),271(20) Naringenin-7-O-neohesperidoside (naringin) 1,3,4,5,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16
13 23.4 284,338 609 301(100) Hesperetin-7-O-rutinoside (hesperidin) 1,3,4,5,8,9,10,12,14.15,16
14 24.8 284,338 609 301(100) Hesperetin-7-O-neohesperidoside (neohesperidin) 1,3,4,8,9,10,12,14,16
15 27.6 284,332 621 579(5), 501(14),459(7), 271(12) Acetyl naringin 11
16 27.9 284,336 723 661(13), 621(44),579(100), 271(18) 3-Hydroxymethylglutaryl naringin (Melitidin) 11
17 31.4 286,324 593 285(100) Isosakuranetin-7-O-rutinoside (didymin) 1, 2,3,5,6,8,10,15,16
18 324 286,338 593 285(100) Isosakuranetin-7-O- neohesperidoside (poncirin) 1,2,3,5,7,8,10,15,16

Tiempo de retencidn (tr), longitudes de onda de maxima absorcién en la region visible (Ana), iOn molecular con carga negativa [M-H], MS® (m/z): fragmento de iones
entre paréntesis intensidad relativa; m/z: cociente masa/carga de las particulas.*Referencias: 1-Mullen et al. (2007); 2- Abad-Garcia et al. (2012a); 3- Gattuso et al.
(2007); 4- Garcia-Castello et al. (2015); 5- Goulas y Manganaris (2012); 6- Barreca et al. (2013); 7- Djoukeng et al. (2008); 8 — Dugo et al. (2005); 9- Kelebek (2010); 10-
Abad-Garcia et al. (2012b); 11 -Zhang et al. (2011); 12- Xu et al. (2008); 13- Anagnostopoulou y Kefalas (2011); 14- Sun et al. (2013); 15-Igual et al. (2011); 16- Moraga et
al. (2012).
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Tabla IV.12 Promedio y desviacion estandar de la concentracién de compuestos fendlicos en las diferentes muestras de
pomelo en polvo, expresados en solutos de pomelo (mg/100gs,).

Pico FL; FL, FLs FL, oL FA, OA
1 6.9+0.5° 2.31+0.01° 1.19+0.03° 3.44 £0.08° 2.35+0.03° 1.01+0.04° 49+0.2°
2 tr* tr tr tr tr tr tr
3 tr tr tr tr tr tr tr
4 10.21+0.4° 83+0.6" 7.240.3° 8.4+0.2° 8.46+0.09° 6.70+0.18° 5.8+0.3¢
5 14.6+0.5° 5.93+0.12° 6.68+0.12° 7.32+0.06° 7.89+0.18¢ 5.58 +0.03' 6.8+0.3%
6 38 +2° 28+2° 25.5+0.7° 25.9+0.3° 26.56 +0.22° 25.6+1.6° 22.3+0.7°
7 10.8 +0.5° 9.4+0.5° 9.7+0.4° 9.53+0.03° 9.98+0.13* 5.4+0.2° 6.1+£0.2°
8 8.7+03° 7.7+03° 7.8+0.2° 7.9+03° 6.96+0.05° 4.41+0.09° 4.92+0.07°
9 9.2+03° 5.6 0.4° 5.55+0.05" 6.1£0.7" 3.61+0.14° 2.91+0.12 2.58+0.05¢
10 tr tr tr tr tr tr tr
11 129.9+1.3°  120.18+0.09° 118.9+1.2° 117.2+0.8° 113.38 +0.06° 73.69 +0.07° 75.7£0.4°
12 560 +2° 548.70 + 1.08"° 5453 +4.6° 532.1+3.5° 525+4° 3229406 331+3°
13 82+05° 7.57+0.12% 7.4+03" 6.92+0.06% 6.52+0.02° 49+03" 55+0.3°
14 10.2+0.3° 8.8+0.6" 87+0.2° 8.48 +0.08" 8.16+0.13" 6.1+0.2° 6.64+0.04°
15 8.4+03° 9.6+0.2° 10.2 £0.4° 9.8+0.4% 8.24+0.08° 4.14+0.03° 52+0.2°
16 3.67 £0.09° 2.38+0.15°¢ 3.02+0.12° 2.59+0.08°¢ 1.93+0.13¢ 0.79+0.07° 2.11+0.12¢
17 12.7 £0.4° 16.7+0.2° 18.6+0.5° 17.22 +0.12° 14.03 +0.09°¢ 6.79+0.13° 6.9 ++0.5°
18 452 +2.4° 43.9+0.8% 44 £2% 433+14%" 49.5+0.6° 27.6+15° 27.9+16°
Acidos fenélicos 14.7 £0.3° 8.24+0.12¢ 7.87 +0.09¢ 10.76 +0.02° 10.2+£0.2°¢ 6.59 +0.02° 11.75 +0.03°
Flavonoides totales 856+ 6° 818+2° 812+9° 796 + 8° 773+4° 492+4° 502+6°
Fenoles totals 871+7° 826 +2° 820+9" 806+8° 784+4° 499 + 4° 514+ 6°

* tr: Trazas. Diferentes letras dentro de la misma fila indica diferencias significativas (p<0.05).
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predominantes en esta fruta, lo cual también ha sido reportado por
otros autores (Vanamala et al., 2006; Gattuso et al., 2007; Moraga et
al., 2012). La naringina es una flavanona caracteristica del pomelo y es
la principal responsable del sabor amargo de esta fruta (Mullen et al.,
2007). Su concentracion presenté valores similares a los reportados

por Moraga et al. (2012).

En general los polvos liofilizados presentaron mayores contenidos de
compuestos fendlicos que los polvos atomizados, debido
probablemente al efecto de la temperatura durante la atomizacidn.
Dentro de los productos liofilizados se observd una menor
cuantificacion de compuestos fendlicos a mayor cantidad de solutos
anadidos. Es posible que el efecto protector de los solutos pueda
conllevar a una mayor dificultad en su extraccion. En el caso de los
productos en polvo obtenidos por atomizacion, la adicidon conjunta de
los solutos (OA) parece proteger mayormente el contenido de

compuestos fendlicos que cuando se adiciona sdlo la GA.

Con el fin de comparar la actividad antioxidante de los polvos
liofilizados y atomizados, se realizaron cuatro ensayos quimicos y
bioquimicos in vitro (Tabla IV.13). La actividad antioxidante fue
expresada en valores ECso (promedio y desviacidon estdndar). En este
caso, valores altos de ECsy corresponden a una baja actividad
captadora de radicales libres, bajo poder reductor, baja inhibicion al

blanqueamiento de B-caroteno y baja inhibicién a la formacién de
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TBARS. Por tanto, en general, los extractos de las muestras liofilizadas
resultaron ser mas activos en la eliminacién de radicales libres y
presentaron un mayor poder reductor en comparacion con los

extractos procedentes de las muestras atomizadas.

Dentro de las muestras liofilizadas el extracto procedente del éptimo
liofilizado no resulté ser el de mayor AOA, excepto cuando se mide el
TBARS, lo cual puede estar relacionado con la hidratacién previa de la
muestra antes de liofilizar que podria conllevar a la disminucién de la
concentracion de los solutos afiadidos y por tanto a una disminucion
de su efecto protector frente a la oxidacion. En general los extractos
de los polvos procedentes de muestras no rehidratadas con solutos
presentaron una mayor AOA, especialmente cuando se realizd la
adicién conjunta de estos. Por su parte, entre los productos
atomizados, OA fue el que mayor actividad antioxidante presenté,
excepto cuando se mide TBARS, lo cual confirma una vez mas la

deseabilidad de ambos los solutos en la formulacion.

El analisis de correlacién de Pearson, fue aplicado con el fin de
establecer correlaciones entre la actividad antioxidante y los
diferentes compuestos bioactivos estudiados. Los resultados
obtenidos mostraron que los compuestos fendlicos, especificamente
los flavonoides, presentaron una contribucién significativa en la
actividad captadora de radicales libres -DPPH (R%: -0.82, p < 0.05) y en

la inhibicion al blanqueamiento del B-caroteno (R%: -0.76, p < 0.05).
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Tabla IV.13 Promedio y desviacion estandar de la actividad antioxidante In vitro de las diferentes muestras
estudiadas expresada en valores ECsg (mg/mL).

Poder Reductor

Inhibicién de la peroxidacidn lipidica

DPPH Ferricianuro B-Caroteno TBARS
Liofilizados
FLy 7.11+0.13°¢ 2.26 +0.03¢ 9.14+ 0.34° 2.75+0.15°
FL, 6.32+0.46% 2.51+0.07° 14.6+0.3°¢ 4.04+0.21°
FLs 6.38+0.31° 2.72+0.02° 14.07 + 0.45 ¢ 3.03+0.26°¢
Fl, 6.08 +0.24° 2.44 +0.04° 9.5+0.4° 2.04+0.03°
oL 7.21+0.11°¢ 3.12+0.29° 16.05 + 0.44° 1.86+0.06
Atomizados
FA; 8.61+0.10° 2.73 +0-01° 19.2 +0.7° 2.13+0.04°
OA 7.63+0.33° 2.50 + 0.07° 19.02 +0.67° 4.17 +0.06°

Diferentes letras dentro de la misma columna indica diferencias significativas (p<0.05).
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En este caso los principales compuestos fendlicos que contribuyeron a
una mayor actividad captadora de radicales libres-DPPH vy
presentaron las mejores correlaciones fueron, en su orden, la
didimina (R%: -0.91, p < 0.05), naringina (R%: -0.8405, p < 0.05),
narirutina (R% -0.81, p < 0.05), poncirina (R*: 0.81, p < 0.05) y
hesperidina (R%: -0.73, p < 0.05), mientras que para el caso de la
inhibicion del blanqueamiento del B-caroteno, la melitidina (R -0.94,
p < 0.05), nehosperidina (R*: -0.90, p < 0.05), y la apigenina 2”-O-
pentosil-6-C-hexosido (R%: -0.84, p < 0.05) fueron los compuestos mas
influyentes. Hay muchos estudios en frutas que también describen
una alta correlacién entre el contenido de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante (Deepa et al., 2007; Contreras-Calderdn et al.,
2011), atribuyendo este comportamiento a las propiedades redox de
estos compuestos las cuales le permiten actuar como agentes
reductores, donadores de oxigeno y eliminadores del oxigeno
singulete (Miranda et al., 2010). En extractos de pomelo rojo,
Jayaprakasha et al. (2008) también han reportado una alta correlacién
entre los fenoles totales y la actividad captadora de radicales libres

por el método de DPPH.

En cuanto al acido ascérbico (R*: -0.7890, p < 0.05) y el a-tocoferol
(R*: -0.54, p < 0.05), estos contribuyeron a incrementar el poder
reductor, por tanto pueden, junto con los compuestos fendlicos estar
trabajando sinérgicamente en la proteccion contra el daino oxidativo.

Por tanto, se podria decir que, de los métodos empleados, el TBARS
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es el que parece estar menos correlacionado con los compuestos

bioactivos estudiados en el pomelo.

IV.3 ESTUDIO DE ESTABILIDAD. RELACIONES TEMPERATURA DE
TRANSICION VITREA- HUMEDAD-ACTIVIDAD DEL AGUA

IV.3.1 Caracterizacion de la materia prima y de los productos en

polvo optimizados recién procesados

El pomelo triturado y licuado utilizados para llevar a cabo esta parte
del estudio mostré un contenido de agua de 87.09 * 0.07 g,g,a/1008pt
y 87.51 * 0.06 gagu/100gp.. La concentracion de los diferentes
compuestos bioactivos presentes en ambas materias primas se
muestran en la Tabla IV.14. En general, los valores obtenidos para el
pomelo fresco fueron similares a los reportados en la bibliografia por
otros autores (lgual et al., 2010; Moraga et al., 2012) y también
similares a los de las muestras utilizadas en el estudio de optimizacion

del presente trabajo.

La caracterizacidon de los productos OL Y OA en polvo (Tabla IV.14)
permite confirmar que la liofilizacidon de forma general protege mejor
los compuestos bioactivos, en comparacion con el proceso de

atomizacion.
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Con respecto a la vitamina C se observd una alta retencién de este
compuesto en ambos procesos > 90%. Este comportamiento ya ha
sido observado anteriormente, por lo que la alta retencion
conseguida indica que las condiciones a las cuales se realizaron ambos
procesos son adecuadas y permiten obtener un producto con un

contenido en VC muy similar al producto fresco.

Tabla IV.14 Caracterizacion del pomelo triturado (PT), licuado (PL) y
de los polvos optimizados obtenidos por liofilizacion (OL) y
atomizacion (OA).

PT oL PL OA
Propiedades funcionales

VC 475+ 17° 465+ 9° 510+ 9° 492 +4°

cT 45 + 4° 31.2+0.8° 52 +4° 19 +2°

FT 602 +32° 548 +9° 591 + 9° 455 +78°
AOA 1.44 +0.04" 2.287+0.004° 1.61+0.07° 2.12+0.02°

Propiedades dpticas

L* 44.2+0.3 78.1+0.5 387+0.6 85103

a* 15.5+0.2 13.6+0.2 13.7+0.5 7.17+0.2

b* 12.1+0.7 17.2+0.2 8.8+0.4 13.6+0.5
C*.0 19.7+0.6 21.9+0.2 16.3+0.6 15.3+0.6
h*,, 3842 51.6 +0.3 326+0.2 62.18%0.07

AE - 32.8+2.6" - 47.10 £ 0.24

Letras diferentes en cada fila indican diferencias significativas (p < 0.05).
Valores promedio y desviacién estandar del contenido en vitamina C (VC:
mg/100g;), carotenoides totales (CT: mg B-caroteno/100g.;,), fenoles totales
(FT: mg GAE/100g,;), actividad antioxidante (AOA: mmol TE/100g,),
Luminosidad (L*), coordenadas cromdticas a*y b*, croma (C*,,), tono (h*,,)
y diferencias de color (AE) del polvo liofilizado con respecto al pomelo
triturado (1) y del polvo atomizado con respecto al pomelo licuado (2).
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En cuanto a los carotenoides totales, en ambos casos se produjeron
pérdidas significativas, sin embargo estas fueron menores en el
producto liofilizado. Las pérdidas durante la liofilizacién pueden estar
relacionadas con la mayor porosidad de la muestra liofilizada que da
lugar a una mayor exposicion de los CT al oxigeno, por lo que su
estabilidad y posterior extracciéon se ven reducidas en comparaciéon
con el material fresco. En la atomizacion, las pérdidas de CT son
mayores debido a la degradacion térmica y a la oxidacién
principalmente del licopeno y B-caroteno. Factores como la
temperatura, el contenido de humedad, el oxigeno y la exposicién a la
luz dan lugar a una mayor pérdida de estos compuestos (Quek et al.,
2007; Kha et al., 2010). La concentracion en compuestos fendlicos,
por su parte, fue mayor en el OL, que en el OA. El mismo
comportamiento fue observado anteriormente, cuantificdndose en
este caso para la atomizacidn una retencién alrededor del 77% con
respecto al pomelo licuado de partida, mientras que el pomelo
liofilizado presentd una retencién del 90%. Los cambios en los
distintos compuestos bioactivos también generan cambios en la
capacidad antioxidante de los polvos obtenidos. En ambos casos la
deshidratacion conllevé a un aumento significativo de la AOA siendo
mayor en el producto en polvo liofilizado lo que puede estar
relacionado con la mayor cantidad de compuestos fendlicos con
propiedades redox que les permite actuar como agentes reductores,
donadores de oxigeno y eliminadores del oxigeno singulete (Miranda

et al., 2010).
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En la Tabla IV.14 también se muestran los resultados obtenidos al
evaluar las propiedades dpticas de los productos antes y después de
deshidratar. Durante los procesos de deshidrataciéon de las frutas
generalmente se producen reacciones de pardeamiento enzimatico y
no enzimatico que pueden dar lugar al oscurecimiento de las
muestras o a la pérdida de color afectando la calidad y aceptacion del
producto final (Krokida et al., 2001; Sagar y Suresh Kumar, 2010). No
obstante durante la liofilizacién la remocidn del agua por sublimacion
a bajas temperaturas, previene de las reacciones de pardeamiento,
mientras que en la atomizacién los cambios de color producidos por
fendbmenos de pardeamiento suelen verse incrementados por la

temperatura de trabajo.

En este caso, en ambos productos deshidratados se observa un
aumento significativo (p < 0.05) de la luminosidad lo cual estd
relacionado estrechamente con la adicion de los solutos los cuales
aportan un color mas blanco que conduce a la obtencion de muestras
de mayor claridad. Por su parte, el tono aumentod significativamente
(p < 0.05) con los procesados, dando lugar a un producto en polvo con
la tonalidad anaranjada propia del pomelo aunque menos rojo y mas
amarillo. Por su parte el croma no se vio significativamente afectado.
Las diferencias de color fueron mayores en el polvo atomizado, lo cual
puede estar asociado a la mayor pérdida, durante el tratamiento
térmico, de los carotenoides propios del pomelo responsables de su

color.
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IV.3.2 Isotermas de sorcion y temperatura de transicion vitrea

Como una herramienta a la hora de valorar la estabilidad de los
polvos de pomelo liofilizado y atomizado durante el almacenamiento
a diferentes temperaturas y humedades relativas, se construyeron las
isotermas de sorcion en el intervalo de actividades del agua de 0.133-
0.572, a4y 20°C, y los diagramas de estado tal y como se ha descrito

en el apartado IlI.5.

Los polvos liofilizado y atomizado de partida presentaron humedades
iniciales de 0.74 g * 0.07 gagua/1008pono ¥ 1.21 £ 0.01 gagua/1008001v0
con una actividad del agua de 0.145 = 0.002 y 0.174 + 0.002,
respectivamente. La humedad de equilibrio con los diferentes
ambientes se alcanzd en un tiempo entre 1 y 4 semanas dependiendo
de la humedad relativa. La cantidad de agua adsorbida en las
muestras equilibradas, expresada en base seca (we) en funcion de la
aw, permitid obtener las isotermas de sorcidn de los polvos de pomelo

liofilizados y atomizados a 4 °Cy 20 °C (Figura IV.8).

El modelo de Brunauer-Emmett-Teller (BET) fue usado para predecir
el comportamiento de sorcién de las muestras a las diferentes
temperaturas de almacenamiento (Ec. 20). En primer lugar se realizd
un ajuste lineal del modelo de BET para obtener un valor inicial de los
parametros w, (humedad de la capa monomolecular) y C (constante

de BET asociada al calor de sorcidon de la monocapa) con los que se
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realizd un ajuste no lineal de los datos para obtener los parametros
definitivos de BET, aplicando el procedimiento de minimos cuadrados

mediante el uso del Statgraphics Centurion XV.

Wo. C .aw (20)

w
e (09) =G, )+ (c-Daw)

Donde: w, (ps) €s el contenido de agua de la muestra en el equilibrio en
base seca (8agua/8ss); Wo €5 la humedad de la capa monomolecular (gagu./8ss);
C: constante de BET asociada al calor de sorcidon de la monocapa; a,, es la
actividad del agua en el equilibrio

La Tabla IV.15 presenta los valores de los pardmetros de BET
obtenidos para cada muestra. El modelo permitié obtener un buen
ajuste de los datos experimentales para el intervalo de a,, estudiadas.
Para evaluar las diferencias estadisticas existentes en los
comportamientos observados entre las muestras, se realizd una
comparacion de las funciones obtenidas al ajustar el modelo de forma
independiente a cada una de las series de datos experimentales, las
correspondientes a las muestras liofilizadas y a las atomizadas a las
dos temperaturas, con la obtenida al ajustar los datos de estas series
de datos de forma conjunta. Para ello se calculé el estadistico E (Ec.
21) y se compard con el valor tabulado del correspondiente F de

Snedecor.

__ (SCRg— X1 SCR;)/DGLR
E= YT SCRi/ X7 GLR; (21)
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Doénde: SCRg es la suma de cuadrados residual de la funcién ajustada al
grupo de series; SCR; es la suma de cuadrados residual de la funcién
ajustada a una serie individual; DGLR es la diferencia entre los grados de
libertad del residual de la funcién ajustada a un grupo de series (GLRg) y la
suma de los grados de libertad del residual de las series individuales
ajustadas que participan en los grupos (SGLR;), GLR; son los grados de
libertad del residual de las funciones ajustadas a una serie individual. E se
compara con la F (DGLR, SGLR) tabulado.

Tabla IV.15 Parametros de los modelos de BET y de Gordon y Taylor
ajustados a los datos experimentales. Valores criticos de humedad
(CWCQ) y actividad del agua (CWA) para la transicion vitrea.

oL OA
4°C 20 °C 4°C 20 °C
Wo 0.077 0.072 0.080 0.073
BET C 3.77 3.11 3.03 3.01
R’ 0.99 0.99 0.99 0.99
] Tg(as) 17.6 23.7
: K 3.9 45
R’ 0.94 0.95
Gordon y Tayl
ordony Taylor Tglas) 424 4858
f K 4.0 4.5
R’ 0.95 0.99
cwc 0.024 - 0.031 0.005
cwc’ 0.057 0.028 0.067 0.040
CWA' 0.098 - 0.152 0.022
cwA' 0.262 0.146 0.337 0.198

W,: humedad de la capa monomolecular (gagua/8sslidos); C: constante de BET;
Tes): temperatura de transicién vitrea de los sélidos anhidridos (°C); K:
constante del modelo ajustado al punto inicial (i) o final (f) de la transicién.
R%: coeficiente de determinacién. CWC* (g,gua/8poivo) Y CWA* del pomelo en
polvo liofilizado (OL) y atomizado (OA) en relacién con el punto inicial (* =)
o final (* =) de la transicion vitrea.

Al realizar la comparacion estadistica se obtuvieron diferencias

significativas entre las cuatro muestras analizadas (Tabla IV.16). Sin
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embargo al hacer la comparacién por pares se observé un efecto de la
temperatura para cada proceso de deshidrataciéon, pero no del
proceso para cada temperatura. Por tanto los polvos liofilizados y
atomizados presentaron una capacidad de sorcién similar, sin
diferencias significativas (p > 0.05). De acuerdo a Tsami et al. (1999),
la mayor o menor sorcion de agua de un producto deshidratado
puede ser explicada por la porosidad y por el tamano del poro del

material deshidratado.

En este caso, como el producto liofilizado se tritura para la obtencién
del polvo, éste se comporta de forma muy similar al polvo obtenido
por atomizacién, frente a la adsorcién del agua. En cuanto a la
temperatura de almacenamiento, ésta afecta al equilibrio
termodinamico entre las moléculas de agua en el vapor y las fases
condensadas (Al-Muhtaseb et al., 2002). Tanto para el polvo liofilizado
como para el atomizado se observd, como era de esperar, un menor
contenido en agua de las muestras en el equilibrio con una
determinada humedad relativa con el aumento de la temperatura.
Esta relacion inversa se produce debido a la expansidon de las
moléculas de agua al aumentar la temperatura y también por Ia
disminucion en el niUmero total de sitios activos para la union del agua
como resultado de cambios fisicos y/o quimicos inducidos por la
temperatura (Van den Berg y Bruin, 1981). Resultados similares han

sido reportados por Muzaffar y Kumar (2016) en el secado por
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aspersion en polvo de pulpa de tamarindo a diferentes temperaturas

de almacenamiento.

Tabla 1IV.16 Comparaciéon estadistica de los ajustes de los datos
experimentales de sorcion del modelo de BET y del modelo de Gordon
y Taylor. Las cruces por columnas, indican las muestras comparadas

en cada caso.

Tratamiento Modelo BET Gordon y
Taylor
oL4 X X X X
oL 20 X X X
OA4 X X X X
OA 20 X X X
SCRG 5.07E* 3.56E* 2.05* 4.74E° 3.67E” 146.6
SCR; 6.06E> 3.08E° 2.98E° 2.61E° 3.45E” 137.2
GLRG 18 8 8 8 8 8
DGLR 6 2 2 2 2 2
SGLR 12 6 6 6 6 6
E 16.82 3161 17.69  2.45 0.19 0.21

F (95%) 2.99* 514* 514* 514" 514" 514"
*Diferencias significativas (p < 0.05), (ns) Diferencias no significativas (p >
0.05). Polvo liofilizado almacenado a 4 °C (OL 4), polvo liofilizado
almacenado a 20 °C (OL 20), polvo atomizado almacenado a 4 °C (OA 4), y
polvo atomizado almacenado a 20 °C (OA 20).

En general w, varié entre 0.072-0.080 gagua/8solidos, Si€ENdO Menor en
las muestras almacenadas a la temperatura mds alta (20 °C). El
concepto de contenido de agua en la monocapa se ha relacionado con
la cantidad de agua presente en el producto a partir de la cual la
velocidad a la que ocurren diferentes reacciones de deterioro

comienza a aumentar de manera significativa (Fabra et al., 2009). Por
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Figura IV.8 Isotermas de sorcidon a 4 °C (linea continua) y a 20 °C (linea
discontinua) del pomelo en polvo liofilizado (a) y atomizado (b). Puntos
experimentales y predicciéon del modelo de BET.
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su parte, también el valor de w, es proporcional a la superficie
especifica del producto disponible para la adsorcién de agua. El
menor valor de w, a mayor temperatura confirma lo que ya se ha
comentado de la disminucién en el numero de sitios activos

disponibles para la adsorcién del agua.

En cuanto al pardmetro C, éste es una funcion directa de la
temperatura y la capacidad de adsorcién de agua, relacionado con el
calor implicado en el fenémeno de adsorcién. De acuerdo con los
resultados (Tabla 1V.15), C mostrd valores pequeiios, ligeramente
superiores a 2 en todos los casos. En este sentido, de acuerdo a la
clasificacién de Brunauer et al. (1940) las isotermas serian del tipo I,
aunque con un punto de inflexion muy poco marcado, lo que se
corresponde con un calor neto de sorcién relativamente pequefo.
Este comportamiento es tipico de los alimentos ricos en azucares con
un lento aumento en la humedad de equilibrio en el intervalo de baja
aw Y un fuerte incremento a partir de valores intermedios de ay,
cuando comienzan a predominar las interacciones soluto-disolvente

asociadas con la solucion de azucar.

Con relacién al andlisis de las temperaturas de transicidon vitrea en
funcién del contenido en humedad de las muestras en equilibrio, los
termogramas obtenidos por DSC para los diferentes productos en
polvo, permitieron identificar los cambios de estado vitreo a gomoso

en cada muestra. Estos cambios fueron identificados como un salto
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en la linea base que se registra al representar la diferencia en el flujo
de calor que proporciona el equipo a la muestra respecto a la
referencia para mantener en ambos la misma temperatura durante el
barrido correspondiente. El salto se corresponde con un cambio en la
capacidad calorifica de la muestra relacionada con su Tg. La transicién
vitrea sucede, normalmente, en un intervalo de temperaturas, de
manera que para caracterizar a la Ty, se puede utilizar el punto de
inicio, el punto medio o el punto final de la transicion. En este caso se
considerd tanto el punto de inicio (Tgi) como el punto final (Tgf) de la
transicién, pues se pensd que la pequefia disminucién en la viscosidad
del medio ya desde el inicio de la transicién vitrea podria ocasionar
pérdidas significativas a nivel nutritivo, sensorial o funcional del
producto. La variacién, tanto de T, como de Tgf, con el contenido de
agua de las muestras en el equilibrio, expresada ahora en base
himeda (webh), se ajusto al modelo de Gordon y Taylor (Ec. 22). Los
valores de los parametros K y T, de los sélidos anhidridos Tg(s)
estimados no linealmente se muestran en la Tabla IV.15 y la Figura
IV.9 muestra los puntos experimentales y el comportamiento
predicho por el modelo para Tgi. La comparacién estadistica entre los
ajustes individuales de los datos T,- we™" de las muestras OL y OA al
modelo de Gordon y Taylor con el obtenido al considerar los datos de
forma conjunta no mostré diferencias significativas (p > 0.05) al
obtener un valor de E menor correspondiente al valor F-Snedecor
(Tabla 1V.16). Por tanto el proceso usado para la obtencién del

pomelo en polvo parece no tener ningun efecto sobre la Tg, lo que
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puede estar relacionado con la composicion similar en solutos, tanto
los propios del pomelo, principalmente en sacarosa, glucosa y
fructosa (Kelebek et al., 2010), como los solutos afadidos. Los
parametros Tgas) Y K en un sistema binario reflejan el grado de
curvatura al representar la dependencia de la T; con respecto al
contenido en agua de un producto y pueden estar relacionados con la
fuerza de la interaccion entre los componentes del sistema (Gordon y
Taylor, 1952). Los valores de Tgs) ¥ K obtenidos para el pomelo en
polvo liofilizado y atomizado resultaron ser similares y estan dentro
del intervalo de lo publicado para alimentos con adicion de solutos de
alto peso molecular (Moraga et al., 2006; Syamaladevi et al., 2009;

Telis y Martinez- Navarrete, 2010).

T o= (1—webh).Tg(aS)+K.(webh).(Tg(W))
9 (1-webh)+K.(webh)

(22)

Dénde: w™" es el contenido de agua de la muestra (8agua/ producto); Tg(as) €5 la
temperatura de transicién vitrea de los sélidos anhidridos (°C); K, es la
constante del modelo de Gordon y Taylor y Ty, es la temperatura de
transicién vitrea del agua (-135 °C).

El efecto plastificante del agua sobre la temperatura de transicidon
vitrea, fue evidente en ambos casos (Figura 1V.9), con una gran
reduccion de la Tg, causada por el incremento del contenido de agua.
Por ejemplo para el producto liofilizado, la T disminuyé desde 6.29 °C

hasta -7.68 °C cuando el contenido de agua aumento desde 2 hasta 5

gagua/loogproducto-
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Cuando se trata de productos en polvo, la T, suele ser considerada
como un parametro critico, puesto que los problemas relacionados
con los fendmenos de colapso y recristalizacion se relacionan con el
estado gomoso de la matriz amorfa del producto (Collares et al.,
2004; Roos, 1995b; Ahmed y Ramaswamy, 2006; Silva et al., 2006;
Wang y Langrish, 2009). Dependiendo de la temperatura, la transicion
vitrea ocurrira a valores criticos de contenido en humedad y actividad
del agua inherentes a la muestra, los cuales pueden ser considerados
factores de importancia para la estabilidad del producto (Moraga et

al., 2004).

40 |

20 -

T, C)

-40 -

-60 4

-80

0.3 0.2 0.1 0
webh (g agua"gproduclo)

Figura IV.9 Evolucién de la temperatura de inicio de la transicion vitrea (Tg')
en funcién del contenido en agua (we®™) de los productos en polvo liofilizado
(OL: linea discontinua) y atomizado (OA: linea continua). Puntos
experimentales y prediccién del modelo de Gordon y Taylor ajustado.
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El analisis combinado de la sorcion de agua y la T; evaluado en el
punto de inicio de la transicién, permitié obtener el diagrama de
estabilidad Tg-aw-webh tanto para los productos liofilizados (Figura
IV.10) como para los atomizados (Figura IV.11). A partir de este
analisis, se obtuvieron CWC y CWA para el inicio de la transicidn vitrea
a las dos temperaturas a las que se trabajé, 4 y 20 °C (Tabla IV.15). No
obstante, conviene recordar en este punto que, como la transicion
vitrea ocurre en un intervalo de temperaturas, también se puede
hablar de un intervalo de CWC y CWA en los que una parte del
producto se encontrara en estado vitreo y otra en estado gomoso
(Tabla IV.15). Como puede observarse en esta tabla y en el diagrama
de estabilidad para el producto liofilizado (Figura 1V.10), a 20 °C no es
posible mantener a todo el polvo en estado vitreo. Para el polvo
atomizado a 20 °C esto si que se consigue en unas condiciones de
almacenamiento muy estrictas (un ambiente con una humedad
relativa < 2.2% y una humedad del producto inferior a 0.5 ga4,2/100
8polvo). PoOr otra parte, considerar el final de la transicion, Tgf, puede
relacionarse con el momento en que todo el producto ha pasado al
estado gomoso. Esto ocurriria, a 20 °C, para el producto liofilizado,
cuando se superen los valores CWA' = 0.146 y cwc = 2.8 8agua/ 100
8polvo- EN el caso del atomizado seria para CWA' = 0.198 y cwc' = 4.0
8agua/ 100 gponvo- PO tanto se trata de un producto muy vulnerable, que
con pequefios aumentos en la temperatura o en la humedad relativa
del ambiente en el que se almacene provocard la transicién de la

matriz amorfa del estado vitreo, en el cual la movilidad de las
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moléculas es practicamente despreciable debido a la elevada
viscosidad (sobre 10" Pa s), al estado gomoso en el que si suceden
reacciones de difusidon que actuan en detrimento de la preservacidon
de los polvos (Levine y Slade, 1986). Dado lo estricto de la humedad
relativa de almacenamiento encontradas para ambos productos,
como alternativa, podria resultar interesante la opcion de

almacenarlos en refrigeracion.
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Figura IV.10 Relacion temperatura de inicio de la transicién vitrea (Tgi)—
actividad del agua (a,) (linea discontinua) y contenido de agua (webh)—_aW
(linea continua: negra para 4 °C y gris para 20 °C) para el polvo liofilizado
(puntos experimentales y comportamiento predicho por los modelos de BET
y Gordon y Taylor). Las flechas indican los valores criticos de ay y Webh para
la transicion vitrea a 4 °C.
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En las Figuras 1V.10 y IV.11 y en la Tabla IV.15 se observa que, a
temperaturas de 4 °C, para asegurar el estado vitreo de todo el
producto éste debe almacenarse en ambientes con humedades
relativas < 9.8% y 15.2%, lo que supone un contenido de humedad
menor a 2.4 8agua/100 polvo, 3.1 8agua/100 gpoivo Para el polvo liofilizado
y atomizado, respectivamente. A esta temperatura, el paso total al
estado gomoso se alcanzara para CWA > 0.262 y 0.337 yCWC>5.7 y

6.7 8agua/ 100 gpoivo, respectivamente.
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Figura IV.11 Relacion temperatura de inicio de la transicidn vitrea (Tgi) -
actividad del agua (a,) (linea discontinua) y contenido de agua (Webh)-_aW
(linea continua: negra para 4 °C vy gris para 20 °C) para el polvo atomizado
(puntos experimentales y comportamiento predicho por los modelos de BET
y Gordon y Taylor). Las flechas indican los valores criticos de a y Webh para
la transicién vitrea a 4 °Cy a 20 °C.
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De esta forma se recomienda, en ambos casos, el almacenamiento en
refrigeracion del pomelo en polvo. En este caso las bajas
temperaturas se sugieren no desde el punto de vista del crecimiento
de microorganismos, que estaria limitado a las actividades del agua
implicadas, sino desde el punto de vista del estado fisico en relacién
con el interés de asegurar el estado vitreo de los productos en polvo,
aunque sigue siendo necesario el uso de envases con una
permeabilidad minima al vapor de agua que garanticen que su

humedad permanece por debajo de los valores criticos establecidos.

IV.3.3 Cambios en las propiedades mecdanicas en funcién de la

humedad relativa y la temperatura

Para evaluar los cambios en las propiedades mecanicas de los polvos
almacenados a 4 y 20 °C, a diferentes humedades relativas, se realizd
un ensayo de compresion a los diferentes polvos. Este ensayo,
propuesto por Telis y Martinez-Navarrete (2010), permite detectar a
nivel experimental de forma sencilla el efecto de la humectaciéon de
productos en polvo en sus propiedades mecanicas, en relacion con el
desarrollo de fenédmenos de apelmazamiento, mediante el andlisis de
las curvas fuerza-distancia y el estudio de la evolucién de la fuerza

maxima obtenida.

De acuerdo a Mosquera et al. (2011), el colapso en productos en

polvo implica cambios estructurales dependientes del tiempo que
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suponen cambios en las propiedades mecdnicas relacionadas con el
apelmazamiento o la pegajosidad. Estos cambios ocurren como
resultado de la disminucion de la viscosidad del producto cuando
alcanza temperaturas por encima de su T, (Levine y Slade, 1988). En
este sentido, y debido al bajo valor de CWA encontrado para los
productos liofilizado y atomizado a 4 y 20 °C, el ensayo de compresién
solo se realizd sobre las muestras almacenadas a humedades relativas
inferiores al 33% (Figura IV.12). En general las muestras liofilizadas
presentaron mayores fuerzas de compresién que las atomizadas, en
relacidn a las diferencias estructurales de ambos productos. El polvo
atomizado suele tener un tamafio de particula mds homogéneo
facilitando asi la compactacion de las muestras, mientras que el polvo
liofilizado presenta particulas con formas variadas e irregulares que

pueden dificultar su compresion.

Los resultados evidenciaron, en todos los casos, un comportamiento
dependiente de la actividad del agua de la muestra y de Ia
temperatura de almacenamiento. Para el caso de los polvos
liofilizados almacenados a 4 °C (Figura IV.12), se observé una
disminucion significativa (p < 0.05) de la fuerza de compresién, al
aumentar su a, de 0.113 a 0.22 que se mantuvo mas o menos
constante hasta a,, = 0.33. De acuerdo a lo discutido en el apartado
anterior, como CWA' de este producto para el inicio de la Tg es 0.098,

parte del producto ya se encontraba en estado gomoso a a,, = 0.113.
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Figura. IV.12 Ejemplo de curvas Fuerza-Distancia obtenidas del ensayo de
compresion de los productos en polvo liofilizado (OL: lineas negras) y
atomizado (OA: lineas grises) con diferentes a,, y almacenados a 4 y 20 °C.
La grafica interna representa la evolucidon del valor medio de la fuerza
maxima (F..s,) registrada en el ensayo en cada caso.
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Cuanto mayor es su a,, mas parte del producto va pasando al estado
gomoso, asociado al efecto plastificante que favorece el flujo viscoso
y la consecuente disminucion de Fni. Cuando su a, = 0.22,
practicamente todo el producto estd en estado gomoso y no se
aprecian mas cambios en la Fs, Este comportamiento también fue
observado por Moraga et al. (2011) al estudiar el las propiedades
mecdnicas de rodajas de manzana liofilizadas y almacenadas a
diferentes humedades relativas. Por su parte, las muestras liofilizadas
almacenadas a 20 °C (Figura IV.12) no mostraron diferencias
significativas (p > 0.05) en la fuerza de compresién a las diferentes
actividades del agua evaluadas. En este caso, todas las muestras ya se
encontraban prdcticamente en completo estado gomoso. De acuerdo
a Barbosa-Canovas et al. (2005), el proceso de apelmazamiento
empieza con la formacién de puentes interparticula a partir de una
determinada cantidad de agua, lo que supone el aumento de la fuerza
necesaria para compactar la muestra. No obstante, la estructura
heterogénea de las particulas del polvo liofilizado antes comentado
permite, en estado gomoso, un empaquetamiento mas facil del
mismo al ser compactado, lo que hace que no se observen cambios en

la fuerza de compresion.

Para el caso de los polvos atomizados (Figura 1V.12) el aumento de la
actividad del agua supuso, para ambas temperaturas, un aumento
significativo de la fuerza mdaxima compresién, mas acusado cuanto

mayor proporcion de polvo se encuentra en estado gomoso. En este
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caso, el aumento de la fuerza observada al compactar este polvo
mucho mas homogéneo, si que se corresponde con el desarrollo de
los fendmenos de apelmazamiento, que se hace perceptible cuando

aproximadamente la mitad del producto ha pasado al estado gomoso.

IV.3.4 Cambios de color en funcion de las condiciones de
almacenamiento

Uno de los parametros sensoriales ampliamente usados para justificar
la aceptacion de un producto deshidratado es el color (Chong et al.,
2013). Los cambios de color que se producen durante el
almacenamiento de frutas deshidratadas parecen estar relacionados
estrechamente con la actividad del agua y por tanto con la movilidad
molecular de los sustratos responsables de diversas reacciones
quimicas de deterioro cuya velocidad de difusién se incrementa
notablemente a temperaturas superiores a las de la transicion vitrea.
Estas reacciones quimicas, dentro de las que se encuentran las
reacciones de pardeamiento enzimatico y no enzimatico (Barbosa-
Cénovas y Vega-Mercado, 1996; Roos, 1995a), son en gran medida las
responsables de la formacidn de pigmentos oscuros que afectan no
solo la calidad sensorial del producto sino que también pueden

ocasionar la pérdida de su valor nutritivo.

Por lo anterior, la evolucidn de los diferentes parametros de color de

las muestras liofilizada (Figura IV.13) y atomizada (Figura 1V.14) fue
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estudiada. Mediante un ANOVA multifactorial, se evalud el efecto de
las condiciones de almacenamiento (temperatura, humedad relativa y
tiempo), sobre las coordenadas L*a*b*, el tono, croma y las
diferencias de color con respecto al producto recién liofilizado o

atomizado.

Tanto para el polvo liofilizado como para el atomizado, el ANOVA
multifactorial realizado mostré un efecto significativo (p < 0.05) de la
humedad relativa, la temperatura, el tiempo de almacenamiento y sus
diferentes interacciones sobre los pardmetros de color evaluados. Los
cambios de color que se observan (Figuras IV.13 y V.14,
respectivamente) empiezan a ser significativos para a, ligeramente
superiores a CWA'. Esto indica gue todo el producto ha de estar
gomoso y con una cierta movilidad molecular para que los cambios de
color se hagan evidentes. Esos cambios suponen un oscurecimiento
del producto (disminucion de L*) y un aumento de la pureza de color,
gue podrian estar relacionados con el desarrollo de fenédmenos de
pardeamiento. Esto se traduce en un cambio de tono evidente al
aumentar el tiempo de almacenamiento. Los cambios comentados
qgue fueron, en general, mds acusados a 20 °C que a 4 °C, pueden
estar relacionados con fendmenos de pardeamiento enzimatico o no

enzimatico.
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Figura IV.13 Luminosidad (L*), croma (C*,,) y tono (h*,,) del pomelo
en polvo liofilizado almacenado a 4°C (A) y 20°C (o) en funcién del

tiempo de almacenamiento: 1 mes (—— ), 4 meses (.ue...

(—--).
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Figura IV.14 Luminosidad (L*), croma (C*,,) y tono (h*,,) del pomelo
en polvo atomizado almacenado a 4 °C (A) y 20 °C (o) en funcidn del
tiempo de almacenamiento: 1 mes ( ), 4 meses ( ) y 8 meses

(=),

133



AE

IV. RESULTADOS Y DISCUSION

250

200

150

100

50

0.11 0.23 0.34 0.43 0.57 0.11 0.23 0.33 0.43 0.55

» (b) ay

400

300 300

Y200 200

100 100

Figura IV.15 Diferencias de color (AE) del pomelo en polvo liofilizado
(a) y atomizado (b) almacenado a 4°C (A) y 20°C (o) en funcién del
tiempo de almacenamiento: 1 mes (——), 4 meses ( = ) v 8 meses

(=-=).

Los cambios de color comentados se traducen en las diferencias de
color con respecto a los polvos recién liofilizados o recién atomizados,
gue se muestra en la Figura IV.15. Ya durante el primer mes que duré
el equilibrado de las muestras, se produjo un cambio de color, entre 6
y 16 unidades, incluso en las muestras con menor a,. Por su parte si
se comparan los dos productos optimizados (Figura IV.15) se puede

ver que sean cuales sean las condiciones de almacenamiento, los
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cambios de color que se dan en el polvo liofilizado son menores que

los que se dan en el polvo atomizado.

Con el fin de conocer el posible origen de los cambios de color
observados, se hizo un estudio de la actividad enzimatica de la
muestra. Aunque generalmente en frutas la presencia de
polifenoloxidasa (PPO) es la mayor responsable de los cambios de
color asociados al pardeamiento enzimatico, estudios previos
realizados en pomelo fresco no encontraron actividad PPO debido a
gue el alto contenido de acido citrico de esta fruta, provoca la
guelacién del cobre presente en la enzima, inhibiendo asi su actividad
(Igual et al., 2010). Por tanto es posible que estos cambios de color
sean asociados a la actividad de la POD. Por otra parte Robars et al.
(1999) plantean que el papel de POD en el pardeamiento enzimatico
esta limitado por la disponibilidad del perdxido de hidrégeno y en la
mayoria de casos, con algunas excepciones, la oxidacién a causa de
esta enzima es rara vez importante. Aun asi con el objetivo de asociar
un posible efecto de la actividad enzimatica en los cambios de color
observados en el almacenamiento de los OL y OA, se cuantificd la
actividad peroxidasa (POD) a cada a,, temperatura y tiempo de

almacenamiento (Figura IV.16).

Los resultados mostraron que el pomelo atomizado presentd una
actividad POD mas baja que los polvos liofilizados, lo cual puede ser

resultado de la técnica de deshidratacion usada. En el caso de la
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atomizacidn, las altas temperaturas aplicadas pudieron conllevar a
una inhibicion de la actividad de esta enzima. En ninguno de los casos
se observd un efecto significativo claro del contenido de agua, ni del
tiempo de almacenamiento sobre la POD. Si que se observé un
aumento significativo de la actividad enzimdtica en las muestras
liofilizadas almacenadas a 20 °C con respecto a los almacenados a 4
°C.
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Figura IV.16 Actividad peroxidasa (POD) del pomelo en polvo liofilizado
(linea negra) y atomizado (linea gris) almacenados a4 °C (A)y 20 °C (0) en
funcion de la actividad de agua (a,) y el tiempo de almacenamiento: 1 mes
(=1, 4 meses (===~ )y 8 meses (= - =).

La ausencia de correlacién entre estos resultados y los cambios de
color observados permiten establecer que, en ambos productos, los
cambios de color pudieron deberse tanto al hecho en si de la
humectacién de la muestra, como a otro tipo de mecanismos de

pardeamiento no enzimatico incluyendo las reacciones de Maillard, la
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interaccion de iones metdlics con compuestos fendlicos, o la
degradacion del dacido ascorbico (Robards et al.,, 1999). Estas
reacciones de pardeamiento no enzimatico son muy frecuentes en
sistemas de baja humedad (a,: 0.3-0.7) debido a que Ila
deshidratacion conlleva la concentracién de los solutos los cuales

pueden interaccionar de forma rapida.

En el caso de la reaccion de Maillard, ésta esta influenciada por
muchos factores, incluyendo temperatura, tiempo, pH inicial, la
actividad del agua, el estado fisico de la matriz, la concentracion de
reactivo y el tipo de hidratos de carbono que participan (Labuza y
Baisier, 1992). En este caso, la presencia de altas cantidades de
glucosa, sacarosa y fructosa presentes en el pomelo deshidratado
pueden reaccionar con aminoacidos libres o aminoacidos que forman
parte de alguna cadena proteica dando lugar a la formacién de
productos como el furaldehido y/o 5-hidroximetil-2-furaldehido
(HFM) los cuales se polimerizan rapidamente y forman polimeros de
color pardo durante el almacenamiento (Damodaran et al., 2008). El
efecto de la transicidn vitrea en la cinética de reacciones quimicas de
difusion controlada, tal como la reaccion de Maillard, ha sido
reportada por muchos investigadores. Por debajo de la temperatura
de transicién vitrea la velocidad de reaccion disminuye notablemente
como resultado de la alta viscosidad de la matriz amorfa, lo que limita

la movilidad molecular (Karmas et al., 1992; Lievonen et al., 1998).
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Por su parte, también la interaccion o la degradacién de los
compuestos bioactivos de las frutas deshidratadas durante el
almacenamiento pueden ser responsables de los cambios de color. Es
asi como la formacién de complejos entre los compuestos fendlicos
presentes en frutas y cationes polivalentes tales como el cobre y/o
hierro, combinados con carbohidratos y proteinas, pueden dar lugar a
compuestos de color pardo (o-quinonas) (Robards et al., 1999). De
igual forma, la degradacion de la vitamina C se asocia comunmente
con reacciones de coloracién tanto en presencia o en ausencia de
aminas. El dcido dehidroascorbico (DHAA) y los dicarbonilos formados
durante la degradacién de esta vitamina pueden participar en la
degradacidon de Strecker con aminoacidos y pueden formar acido
sorbanico, que a la vez origina dimeros, trimeros, o tetrdmeros
muchos de color rojizo o amarillento. La polimerizacion posterior de
estas sustancias originan melanoidinas (polimeros nitrogenados) o
pigmentos no nitrogenados de tipo caramelo (Damodaran et al.,

2008).

IV.3.5 Cambios de los compuestos bioactivos en funcion de las

condiciones de almacenamiento

Como ya se ha comentado, durante la deshidratacién por liofilizacién
y atomizacién del pomelo, la remocidn del agua de forma rapida, da
lugar a la obtencidon de polvos con regiones amorfas muy sensibles a

cambios en la temperatura y en el contenido en agua, por lo que la
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estabilidad de sus componentes funcionales durante el
almacenamiento va a depender de la movilidad molecular y la
disponibilidad del diluyente plastificante (agua) que facilita la difusién
de los reactantes que pueden ocasionar la degradacién de estos

compuestos.

En este sentido, a las muestras optimizadas tanto liofilizadas como
atomizadas, se les analizé la evolucién del contenido en compuestos
bioactivos y actividad antioxidante a distintas condiciones de
almacenamiento: temperatura, humedad relativa y tiempo. Las
Figuras IV.17 a IV.24 muestran la evolucién de estos compuestos. Para
cada compuesto y cada producto, se hizo un ANOVA multifactorial

con los tres factores comentados (ANEXO II).

La vitamina C y los carotenoides totales, tanto en los productos
liofilizados como en los atomizados, disminuyeron al aumentar la
humedad relativa, el tiempo y la temperatura. Estas pérdidas se
observan desde la humedad relativa mds baja y, por lo tanto, desde el
inicio de la transicién vitrea. En relacion con la vitamina C (Figuras
IV.17 y IV.18), en el caso del producto atomizado, las pérdidas
ocurridas durante el primer mes son del mismo orden a 4 °C que a 20
°C, aunque a 4 °C estas pérdidas no se incrementan, sino que se

mantienen hasta los 4 meses (Figura A1VC, Anexo Il).
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Figura IV.17 Contenido de vitamina C (VC: mg/100gs,) del pomelo en polvo

liofilizado en funcién de la temperatura (4 y 20

°C) y del tiempo de

y 12 meses [Z. La linea horizontal

indica el contenido en el producto recién procesado (Tabla IV.14).

almacenamiento: 1 mes & 4 meses
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Figura IV.18 Contenido de vitamina C (VC: mg/100gs,) del pomelo en polvo
atomizado en funcién de la temperatura (4 y 20 °C) y del tiempo de
almacenamiento: 1 mes &, 4 meses Fd y 12 meses[]. La linea horizontal
indica el contenido en el producto recién procesado (Tabla IV.14).

La disminucién de la vitamina C esta asociada con el ligero incremento
de la movilidad molecular que se produce desde el inicio del paso del

material de material al estado gomoso y con el correspondiente
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aumento de la cantidad de agua disponible para participar en las
reacciones de deterioro desde las a,, mas bajas. Factores como la
concentracion de oxigeno, presencia de catalizadores (iones
metadlicos), el pH, la temperatura y la luz pueden influir también en la
velocidad de reaccidn y la consecuente degradacidon (Damodaran et
al., 2008). De hecho la pérdida de vitamina C es mayor en el producto
liofilizado que en el atomizado lo que puede relacionarse con la
diferente estructura del producto y su nivel de compactacion ya
comentado en el apartado 1V.3.3, asociada a la mayor presencia de

oxigeno entre las particulas.

La solubilidad de la vitamina C, aumenta cuando aumenta la
temperatura. Por tanto la degradacién a temperaturas mas altas se
asocia a su mayor disolucién (Shalmashi et al., 2008). De acuerdo a
Hiat et al. (2010) el incremento de la a,, puede aumentar o disminuir
la velocidad de reaccién de la vitamina C, dependiendo de la
influencia de la humedad sobre la viscosidad del sistema vy el efecto
de la disolucion. Generalmente la degradacién de la VC procede mas

rapido en sistemas acuosos que en sistemas de baja humedad.

En el caso de los carotenoides totales (Figuras IV.19 y 1V.20), las
pérdidas con el tiempo ocurren, mayormente, durante el primer mes.
A partir de entonces, éstas son del mismo orden en los siguientes 4
meses, sobre todo si se almacena a 4 °C y menores que a partir de

entonces (Figuras L1CT y A1CT, Anexo ll). Incluso, en el caso del polvo
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atomizado, no se observan, en general diferencias significativas entre
8 y 12 meses. De los dos productos, el atomizado presenté una mayor
pérdida de CT, llegando inclusive a degradarse completamente a la
mayor actividad del agua a partir de los 8 meses de almacenamiento a
20 °C (Figura 1V.20). La degradacién de los carotenoides se debe a
gue estos compuestos se oxidan facilmente debido al gran nimero de
dobles enlaces conjugados que contienen, dando lugar a reacciones
de isomerizacién que conllevan a la pérdida de color y a la oxidacion.
A parte de factores como la temperatura, la luz, el oxigeno y la acidez
gue ocasionan la oxidacion de los carotenoides (Gayathri et al., 2004),
la disponibilidad de agua es un parametro que afecta en gran medida

estos compuestos, lo que en este caso se observa desde la menor ay,.

El contenido en fenoles totales (Figuras 1V.21 y IV.22) a los 8 meses de
almacenamiento, tanto en los liofilizados como en los atomizados, a 4
°C, parece mostrar un comportamiento anémalo. Observando el resto
de datos, en el caso de los liofilizados parece que aumenta el
contenido en fenoles, tanto mds cuanto mayor es la temperatura de
almacenamiento (Figura L1FT, Anexo ll) y también mas a las
actividades del agua mas altas (Figura L2FT, Anexo Il), aunque este
aumento, a 20 °C, se va perdiendo con el tiempo (Figura 1V.21). En el
caso de los atomizados, en la mayoria de casos si que se registran
pérdidas aunque éstas son menos a 20 °C que a 4 °C (Figura A1FT,

Anexo Il) y mayores a mayor a,, (Figura A2FT, Anexo Il). Se observaron
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ganancias sélo durante el almacenamiento a las menores humedades

relativas y durante el primer mes, especialmente a 20 °C.
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Figura 1V.19 Contenido de carotenoides totales (CT: mg B-caroteno/100gs)
del pomelo en polvo liofilizado en funcién de la temperatura (4 y 20 °C) y
del tiempo de almacenamiento: 1 mes B , 4 mesesFA , 8 meses[] y 12
mesesEd . La linea horizontal indica el contenido en el producto recién
procesado (Tabla IV.14).
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Figura 1V.20 Contenido de carotenoides totales (CT: mg B-caroteno/100gs)
del pomelo en polvo atomizado en funcion de la temperatura (4 y 20 °C) y
del tiempo de almacenamiento: 1 mes EH, 4 meses [, 8 meses [ y 12
mesesf]. La linea horizontal indica el contenido en el producto recién
procesado (Tabla IV.14).
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Figura V.21 Contenido de fenoles totales (FT: mg GAE/100gs,) del pomelo

izado en funcidon de la temperatura (4 y 20 °C) y del tiempo de

en polvo liofil

Inea

s

y 12 mesesf] . La

8 meses[],

horizontal indica el contenido en el producto recién procesado (Tabla IV.14).

almacenamiento: 1 mesf, 4 mesesf,
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Figura IV.22 Contenido de fenoles totales (FT: mg GAE/100gs,) del pomelo
en polvo atomizado en funciéon de la temperatura (4 y 20 °C) y del tiempo de
almacenamiento: 1 mesEg, 4 meses [, 8 meses[]y 12 mesesE . La linea
horizontal indica el contenido en el producto recién procesado (Tabla IV.14).

Teniendo en cuenta que los compuestos fendlicos actian como

sustratos en diversos tipos de reacciones, su degradaciéon o
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estabilidad va a depender de los complejos moleculares que puedan
llegar a formar. En este sentido reacciones de autoxidacion como
resultado de la exposicion a la luz o al oxigeno pueden dar lugar a la
formacién de radicales de tipo fenol que subsecuentemente pueden
reaccionar con otros radicales formando dimeros, formando nuevas
estructuras dependiendo de la localizacion precisa de los electrones
en el tiempo de reaccién. De acuerdo a Lea (1992), Los flavonoides
gue son los fenoles mayoritarios en el pomelo, no suelen ser atacados
por las enzimas oxidativas, sin embargo en la presencia de sustancias
transfer son oxidados y producen colores marrones por
polimerizacién. En este sentido la mayor o menor interaccién de estos
compuestos y la polimerizacién o degradacién estd sujeta a factores

complejos de demostrar.

En cuanto a la actividad antioxidante (Figuras IV.23 y 1V.24), ésta
disminuye con la temperatura y la humedad relativa (Figuras L3AOA y
A3AOA, Anexo ll). Este efecto de la HR, en el caso de los liofilizados, es
muy poco apreciable a 4 °C. Con respecto al aumento del tiempo de
almacenamiento este supuso una pérdida en el primer mes en ambos
casos. A partir de entonces se observé un aumento con el tiempo
excepto en el caso de los liofilizados almacenados a 20 °C que
siguieron perdiendo capacidad antioxidante (Figuras A2AOA y L1A0A,

Anexo ll).
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Figura IV.23 Actividad antioxidante (AOA: mmol TE/100gs,) del pomelo en
polvo liofilizado en funcién de la temperatura (4 y 20 °C) y del tiempo de

EA, 8 meses[Z]12 meses [ . La linea

horizontal indica el contenido en el producto recién procesado (Tabla IV.14).

almacenamiento: 1 mesE&, 4 meses

149



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

HE

s

O R

n
N

o n o

d ) 2 ! e
(o] i i o o

2. v & (8001 /31 [oww) vOVv

Qe
N

2, 02 & (8001 /31 [oww) yOV

2.5

Figura IV.24 Actividad antioxidante (AOA: mmol TE/100gs:) del pomelo en

polvo atomizado en funcion de la temperatura (4 y 20

°C) y del tiempo de

1, 8 mesesf:]y 12 mesesE. La linea

horizontal indica el contenido en el producto recién procesado (Tabla IV.14).

almacenamiento: 1 mesEH, 4 meses
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Como se ha comentado en apartados anteriores, la AOA en el pomelo
estd muy relacionada con el contenido en los fenoles totales, por
tanto la evolucidn de estos compuestos bioactivos en cada producto
pueden explicar su mayor o menor aumento. Aunque generalmente
la oxidacion enzimdtica o quimica de los polifenoles ocasiona una
pérdida en la capacidad antioxidante, observaciones recientes
sugieren que los polifenoles oxidados parcialmente pueden exhibir
mayor actividad antioxidante que la de los fenoles no-oxidados, lo
cual podria explicar el comportamiento observado en los polvos
liofilizados a 4 °C, en donde la mayor AOA podria atribuirse a la
formacion de polifenoles de mayor tamafio con una mayor posibilidad
de deslocalizacién de carga (Manzocco et al., 2001). Aunque en el OL
almacenado a 20 °C también se observo un aumento de los FT, la AOA
disminuyd con el aumento de la a,. De acuerdo a Manzocco et al.
(2001), a cierto nivel de complejidad molecular (numeros de
mondémeros > 4) los FT pueden presentar impedimento estérico y
como consecuencia ocasionar la disminuciéon de la AOA. Pero ademas,
la pérdida de VC y CT también contribuye a la pérdida observada de
AOA.

IV.4 ANALISIS SENSORIAL

Los productos que se destinan a la alimentacidon deben cumplir con
una serie de pardmetros de calidad ya sean microbioldgicos, fisicos y

nutricionales. Sin embargo el solo cumplimiento de estos aspectos no
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es suficiente. Su calidad no estara plenamente definida si a esas
caracteristicas no se le suman las organolépticas, y es alli donde la
aceptacién de un producto por parte de un potencial consumidor, es
un factor de decisién muy importante cuando se desea introducir un
nuevo producto en el mercado, o mejorar uno existente. En este
sentido el analisis sensorial permite valorar la percepcién, por parte
del consumidor, de un producto como un todo o de un aspecto

especifico del mismo.

Como se ha comentado anteriormente una de las posibles utilidades
de las frutas en polvo, es su reconstitucién para la obtencion de
zumos de frutas con caracteristicas sensoriales muy similares a las del
producto fresco. Los zumos comerciales que se encuentran en el
mercado, en su mayoria, son elaborados mediante la aplicacidon de
tratamientos térmicos que perjudican su calidad nutritiva, sensorial y
funcional. Por ello se planted un analisis sensorial que permitiera
identificar diferencias y conocer la preferencia entre un zumo
comercial, uno natural y los obtenidos a partir de la rehidratacion de
los productos en polvo liofilizado y atomizado. Adicionalmente fue
planteada la rehidratacion de la torta proveniente de la liofilizacion,
antes de ser triturada. De acuerdo a estudios del grupo de
investigacidon los parametros reoldgicos y sensoriales del zumo
rehidratado pueden variar significativamente en funcion del tamafio

de particula del polvo rehidratado (Silva et al., 2016).
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El PT y PL utilizados como materia prima para esta parte del estudio
presentaron un contenido en agua de 0.8710 * 0.0007 y 0.8752
0.0006 gagua/8producto, respectivamente. La humedad de los productos
liofilizado y atomizado obtenidos fue de 0.0241 + 0.0002 vy 0.019 +
0.0006 gagua/8polvo, respectivamente. Con estos datos se afiadio, a cada
producto, la cantidad de agua necesaria para obtener finalmente un
zumo procedente del producto liofilizado con 0.1290gsp/g y un zumo
procedente del atomizado con 0.1248gsp/g, es decir, con los mismos

solutos de pomelo que PT y PL, respectivamente.

IV.4.1 Grado de aceptacion de las muestras y probabilidad de

compra

La puntuacidon media del grado de aceptacién de las muestras para los
diferentes atributos sensoriales evaluados (Apartado I1.6.1), en los 5
zumos con los que se llevd a cabo la cata, se presentan en la Tabla
IV.17. En general las puntuaciones no fueron muy altas lo que,
asociado a la baja probabilidad de compra (Tabla IV.18), parece
indicar que el pomelo es una fruta muy poco apreciada en Espafia. De
acuerdo al informe presentado por el Observatorio del Consumo y la
Distribucidon Alimentaria del Ministerio de Medio Ambiente y Medio
Rural y Marino (MARM, 2010) el consumo de esta fruta estd muy
poco extendido en Espafia ya que solo un 16.4% de la poblacion la
prueba con cierta frecuencia, mientras que un 83.6% no la consume y

dentro de estos un 39.2% lo hacen por su sabor amargo.
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Tabla V.17 Grado de aceptacidon de las muestras en base a los distintos parametros analizados.

Muestras  AG AP CL o) SB SBA DL A AT CN
C 6.05° 585" 582 6.41° 5.69° 4827 524° 539° 5.50° 5.97°
N 5.19° 6.51° 7.00° 7.05° 4.85° 453® 473* 469° 520° 6.14°

OAF 2.45° 546 554" 341° 214" 204" 282° 3.19° 338 582°

oL® 2.27°  4.16° 519  3.84° 212° 222° 253" 308  3.11° 408

TL® 2.00° 278" 460° 3.45° 173" 1.80° 2.16° 3.12° 297° 2.72°
Agrado general (AG), apariencia (AP), color (CL), olor (O), sabor (SB), sabor amargo (SBA), dulzor (DL), acidez (A),
astringencia (AT), consistencia (CN) de las muestras C (comercial), N (natural), OA® (zumo rehidratado a partir del polvo
atomizado), OL® (zumo rehidratado a partir del polvo liofilizado), TL® (zumo rehidratado a partir de la torta liofilizada).

Tabla IV.18 Probabilidad de compra de las distintas muestras.

Muestras Si (%) No (%) Indiferente (%)
C 28.37 40.55 31.08
N 24.32 50.00 25.68
OA® 0.00 94.59 5.41
oL® 4.05 90.54 5.41
TL® 1.35 94.60 4.05

C (comercial), N (natural), OA® (zumo rehidratado a partir del polvo atomizado), OL® (zumo rehidratado a partir del polvo
liofilizado), TL® (zumo rehidratado a partir de la torta liofilizada).
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Segun los resultados obtenidos del andlisis estadistico de los datos
presentados en la Tabla IV.17 y del andlisis de la probabilidad de
compra en la Tabla 1V.18, el zumo comercial y el zumo natural, en
general, no presentaron diferencias significativas (p > 0.05) entre ellos
en los diferentes parametros evaluados, siendo mejor puntuados en
la mayoria de los casos y presentando una mayor probabilidad de

compra que los zumos procedentes de la rehidratacién del pomelo.

Unicamente en la apariencia y el color, el zumo procedente del
pomelo atomizado presentd puntuaciones similares a las del zumo
comercial. Los zumos rehidratados a partir de los polvos atomizado y
liofilizado, y de la torta liofilizada solo presentaron diferencias
significativas (p < 0.05) en la apariencia y en la consistencia, lo cual
estuvo muy relacionado con el caridcter mas liquido del producto
atomizado y mas viscoso de los productos liofilizados, especialmente

el proveniente de la torta rehidratada.

IV.4.2 Andlisis descriptivo de las muestras

Una técnica sensorial que permite, de manera sencilla, obtener
informacidén sobre las caracteristicas sensoriales de un producto
percibidas por los consumidores es la utilizacién de las preguntas
CATA. En una pregunta CATA los consumidores han de marcar entre
un listado de caracteristicas que se les proporcionan, aquellas

consideran que describen mejor al producto. La mayor dificultad de
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esta técnica radica en la eleccién de los términos o atributos que se
les van a presentar a los consumidores, ya que es necesario
asegurarse de que entre todos representen todas las posibles
sensaciones que puedan ser percibidas por los consumidores. En este
caso, los descriptores caracteristicos de las muestras y la forma de
evaluar su intensidad se determinaron en una sesién abierta con un
panel de catadores entrenados, con experiencia en la evaluacion de
productos similares. A los resultados obtenidos (Tabla IV.19) se les
aplicé el test no paramétrico de Cochran para estudiar si, entre las
muestras, existian diferencias significativas en las frecuencias de
mencidon de cada uno los atributos sensoriales seleccionados. De
acuerdo a este test, se encontraron diferencias significativas en las
frecuencias de mencion de once de los doce atributos CATA utilizados
para describir las muestras, lo que indica que estos atributos pueden
usarse para describir las diferencias significativas entre los zumos

evaluados.

De los 11 atributos considerados, 4 estaban relacionados con la
reologia (turbio, viscoso, liquido, con pulpa), 6 con el sabor (sabor a
pomelo, agradable, artificial, amargo, acido, no demasiado dulce) y 1
estaba relacionado con el olor (olor a pomelo). El Unico atributo que
no presento diferencias significativas en la frecuencia de mencién fue
“poco sabor a pomelo”. El niumero de catadores que marcd esta
casilla fue del mismo orden para todas las muestras y por tanto, este
atributo no sirvié para diferenciar entre muestras.
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Tabla IV.19 Frecuencia de mencion de los atributos CATA y valor de p del test de Cochran para determinar los
atributos que presentan diferencias significativas entre las muestras.

. p (test Frecuencia de mencién
Atributos Cochran) | ¢ N | OA" | of | T
No demasiado dulce 0.028 25 35 38 41 38
Acido <0.0001 20 53 42 35 21
Amargo <0.0001 29 30 62 57 61
Con pulpa <0.0001 28 28 2 29 58
Viscoso <0.0001 3 3 1 48 61
Liquido <0.0001 38 44 41 7 1
Turbio <0.0001 13 6 10 41 43
Poco sabor pomelo 0.143* 14 7 18 16 15
Sabor artificial 0.004 15 9 27 20 15
Sabor agradable <0.0001 37 21 74 2 3
Sabor a pomelo <0.0001 28 31 16 19 9
Olor a pomelo <0.0001 27 43 6 15 12

*Atributos que no presentan diferencias significativas con el test de Cochran. C (Comercial), N (Natural), oA® (zumo rehidratado a partir
del polvo atomizado), OL® (zumo rehidratado a partir del polvo liofilizado), TL® (zumo rehidratado a partir de la torta liofilizada).
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Con los atributos CATA se realizd un andlisis de correspondencia con
las muestras. Las dos primeras dimensiones de este analisis
representaron el 92.01% de la variabilidad total de los datos
experimentales, en concreto, el 66.54% la primera y el 25.56% la
segunda, como puede verse en la Figura IV.25. Los términos “olor a
pomelo” y “sabor a pomelo” fueron fuertemente asociados al zumo
natural y al comercial. Por otro lado, estos zumos también fueron
percibidos como acidos y liquidos, al igual que el obtenido a partir de
polvo atomizado rehidratado, aunque éste ultimo también se le
atribuyd un sabor artificial, amargo y no demasiado dulce. Estas
ultimas caracteristicas se asocian igualmente al zumo obtenido a
partir de polvo liofilizado. Por su parte los dos zumos obtenidos a
partir de pomelo liofilizado, en torta o en polvo, fueron descritos con
atributos semejantes como “con pulpa”, “viscoso” y “turbio”.
Ademas, el término “sabor agradable’”, aunque alejado en el grafico

de todas las muestras, aparece mas asociado al comercial.

Para entender qué caracteristicas sensoriales fueron las que influyen
mas en la aceptabilidad de los productos, los datos sensoriales de las
preguntas CATA se estudiaron en combinacién con los datos de
aceptabilidad de los consumidores. Para ello se llevé a cabo un
Andlisis Multifactorial considerando las respuestas a las preguntas
tipo CATA y la puntuacion de aceptabilidad correspondiente (Figura

IV.26).
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Figura IV.25 Andlisis de correspondencia para la descripcion de las muestras
de zumo de pomelo. C (comercial), N (natural), OA® (zumo rehidratado a
partir del polvo atomizado), OL® (zumo rehidratado a partir del polvo
liofilizado), TL® (zumo rehidratado a partir de la torta liofilizada).
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Figura IV.26 Andlisis multifactorial empleando las puntuaciones de
aceptabilidad y los datos de las preguntas CATA de las muestras C
(comercial), N (natural), OA® (zumo rehidratado a partir del polvo
atomizado), OL® (zumo rehidratado a partir del polvo liofilizado), TL* (zumo
rehidratado a partir de la torta liofilizada).
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Las dos primeras dimensiones de éste andlisis explicaron el 84.49% de
la variabilidad total de los datos experimentales. Segun los resultados,
el zumo comercial y el natural fueron los que mds gustaron a los
consumidores por su “olor a pomelo”, “sabor a pomelo” y “sabor
agradable”. Por su parte, las muestras con menor grado de
aceptacién por parte de los consumidores fueron los zumos
procedentes de la reconstitucidon del polvo atomizado y de la torta

I”

liofilizada, el primero por su “sabor artificial” y el segundo, por su

caracter mas “turbio” y “viscoso”.

IV.4.3 Adecuacion de algunas caracteristicas sensoriales

Las escalas JAR se utilizan en la ciencia del consumo y, con frecuencia,
en los estudios de optimizacion de productos para identificar la
valoracion de los consumidores con respecto a ciertos atributos clave
para la aceptabilidad del alimento en estudio. El analisis de las
puntuaciones en estas escalas indican la direccidn a seguir a la hora
de hacer un cambio en la formulacidon para mejorar un prototipo

(Popper, 2014).

En este sentido, para determinar si hay que modificar algunos de los
atributos evaluados con esta escala, hay que llevar a cabo un analisis
de penalizacion. Este analisis tiene como objetivo comparar los datos
del grado de aceptacion de las muestras con los obtenidos para cada

atributo evaluado con las escalas JAR. La hipétesis de este andlisis es
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gue el mayor valor de grado de aceptacion lo pondra un consumidor
cuando crea que la muestra “estd bien asi” (punto medio de la escala
JAR) respecto a cada atributo evaluado en la escala JAR. Con el
analisis de penalizacion se estudia en cuanto mejoraria o empeoraria
el grado de aceptacidon del producto si se modificaran aquellos
atributos para los que los consumidores han encontrado al producto
“poco...” o “muy...”. Es decir, analiza cuanto cambia la aceptabilidad
del producto con los diferentes “defectos” encontrados en las
muestra respecto de dichos atributos. El analisis de penalizaciéon toma
como significativos y, por tanto, susceptibles de mejora aquellos
atributos para los que mas del 20% de consumidores los encontraban
desviados del punto medio “esta bien asi” y, ademads, lo penalizan
con una caida de mas de un punto en el agrado general (Popper,

2014).

La Figuras 1V.27, V.28, IV.29 y IV.30, muestran el andlisis de
penalizacion realizado para las muestras C, N, OL® y OAF,
respectivamente. En este caso, el zumo rehidratado a partir de torta
liofilizada no se tuvo en cuenta puesto que fue la muestra peor
puntuada y apenas tuvo probabilidad de compra. En este analisis el
porcentaje de encuestados (eje X) representado frente a la caida de la
aceptabilidad (eje Y) permite obtener una mayor comprension de los
atributos que mas afectaron a la calificacion de la aceptabilidad de
los zumos (Plaehn y Home, 2008). Como se trata de un andlisis de

atributo por atributo, se pueden identificar diferentes mejoras
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potenciales de los productos que correspondera a los atributos que
gueden situados en la esquina superior derecha de la gréfica (Popper,
2014). La situacioén perfecta seria encontrar a todos los atributos en el
area inferior izquierda del grafico ya que esto significaria que hay
pocos consumidores que piensan que el nivel del atributo en cuestion
no es correcto y, ademas, el impacto sobre el agrado general de esa

muestra es pequefio.

Los atributos que se desviaron significativamente del punto idéneo en
todos los zumos fueron “demasiado astringente” y “demasiado poco’
dulce”. Ademas también se alejd del punto medio el atributo
“demasiado acido”, excepto en el zumo obtenido de la rehidratacion
polvo atomizado. El 55.41% y el 56.76% de los consumidores
consideraron demasiado astringente y acido, respectivamente, el
zumo procedente de polvo liofilizado, lo que hizo que su aceptabilidad
callera en 1.17 y 1.76 puntos respectivamente. Otro atributo
relacionado con la baja aceptabilidad de esta muestra fue el poco
dulzor, penalizado por el 87.8% de las personas que lo probaron, lo
gue supuso una caida de su aceptacion de 1.89 puntos. El zumo
rehidratado a partir de polvo atomizado fue el que menos atributos
mejorables presentd, siendo sus penalizaciones en la aceptabilidad

cercanas a la unidad.
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Figura IV.28 Anilisis de penalizacion para el zumo natural.
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Figura IV.29 Analisis de penalizacidn para el zumo rehidratado a partir de

polvo liofilizado.
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Figura IV.30 Analisis de penalizacidon para el zumo rehidratado a partir de

polvo atomizado.
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En cuanto al dulzor de esta muestra, el 86.5% de los consumidores
consideraron que deberia ser mucho mas dulce y el 54% menos
astringente. A diferencia de los demas zumos, la acidez no fue un
parametro penalizado. Es destacable la penalizacion del sabor dulce y
acido en el zumo comercial ya que es la Unica muestra que
presentaba en su formulacién azucar. A pesar de ello, esto hace que
su aceptabilidad caiga alrededor de 1.6 puntos en la escala. Por
ultimo, el zumo natural fue percibido por el 66.2% y el 56.71% de los
consumidores como “poco dulce” y “demasiado acido” disminuyendo
el agrado general de la muestra en 236 y 2.56 puntos
respectivamente. Ademas, el 35% de las personas que probaron la

muestra la calificaron como “demasiado’ astringente.

El pomelo es un citrico que destaca por su acidez natural, por ello las
muestras en estudio son percibidas como dacidas y poco dulces. Sin
embargo, este problema se podria resolver realizando nuevas
formulaciones de los productos, por ejemplo adicionando distintas
concentraciones de azucar a las muestras con el objetivo de obtener
un producto mas aceptado con independencia de la probabilidad de
compra. Cabe destacar que el atributo “dulzor” ha sido penalizado en
todas las muestras con una caida en la aceptabilidad de entre 1.5y 2

puntos.
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1. As for freeze-drying (FD), a greater water content prior to the freezing of
the samples leads to a more diluted system, which makes it easier for the
water to crystallize and sublimate resulting in a product with a lower water
content and a greater porosity. However, arabic gum (AG) plays a cryo-
protective role leading to a smaller amount of ice being formed during the
freezing step prior to FD that is compensated for by the steric role of the
bamboo fiber (BF), which also contributes to the increase in the porosity of
the powder. In this way, the powders with the lowest water content were
obtained when the greatest amount of both solutes was added. However,
the incorporation of the solutes affects the color and, in particular, the AG
increases the hygroscopicity of the powder. In addition, a greater water
content prior to the FD and intermediate levels of both solutes contribute to
a better preservation of the total phenols, vitamin C, total carotenoids and
antioxidant activity. Higher concentrations of AG favor the retention of
vitamin C but not of total carotenoids. As a result of all the interactions, the
optimized FD process in this study is the result of formulating the grapefruit
pulp by adding 4.2 g of GA and 0.58 g of BF per 100 g of grapefruit pulp and

bringing the sample to 90 g water / 100g feed mixture.

2. As for spray-drying (SD), the higher the inlet air temperature, the lower
the water content of the obtained powders and the greater the product
yield, but also the greater the degree of vitamin C degradation. BF also
favors the product yield and contributes to the retention of vitamin C.
Meanwhile, the higher the AG concentration, the greater the product yield,
despite obtaining a powder with a less natural color, greater hygroscopicity

and lower antioxidant capacity. The best combination for obtaining the best
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spray-dried powder is an air inlet temperature of 120 °C and the addition of

4g AG and 2g BF/100g liquidized grapefruit.

3. FD can be proposed as a better drying technology than SD as it provides a
powdered grapefruit with a lower water content, less hygroscopicity and
luminosity, a greater porosity, a higher content of phenols and carotenoids
and more antioxidant activity. In addition, the powder yield of the FD is

much higher compared to the SD and far fewer by-products are generated.

4. The results obtained from the encapsulation study do not allow for a
precise conclusion of the role of the solutes in FD, although it can be seen
how spray-drying benefits from the joint addition of AG and BF. In freeze-
dried products, the protective role the solutes play against the degradation
of the bioactive compounds can be counteracted by their barrier effect, also
against the extraction of these compounds. It is against temperature that

the protective role of solutes is most clearly observed.

5. As for antioxidant activity, phenolic compounds, specifically flavonoids,
contribute significantly to the free radical scavenging activity and the
inhibition of b-carotene bleaching. On the other hand, ascorbic acid and a-
tocopherol contribute to an increase in the reducing power. Therefore, of
the methods used to measure the antioxidant capacity of grapefruit, DPPH,
the inhibition of b-carotene bleaching and reducing power are the most
readily recommended, with TBARS being the one that seems to be the least
correlated with the bioactive compounds of this fruit. The formulations
proposed with the joint addition of AG and BF are confirmed as being more

suitable for the purposes of protecting the antioxidant capacity of the

169



V. CONCLUSIONES

samples than using the solutes separately in the two drying processes

studied.

6. The specific surface for the sorption of the water is of the same order in
the powdered grapefruit, whether obtained by FD or SD, and decreases
when the temperature increases in both cases. The amorphous matrix of the
obtained products changes from a glassy to a liquid-like rubbery state when
the glass transition temperature (Tg) is reached; this is dependent on the
water content of the samples and no differences can be observed regardless
of the process by which the powder has been obtained. In any case, due to
the low Tg values of grapefruit powder, keeping the product in a cool and
very dry environment thereby ensuring the glassy state during storage is

recommended.

7. The transition of the amorphous matrix of grapefruit powder from the
glassy to the rubbery state is related to changes in the functional, nutritional
and sensory properties of the product. The most critical aspect is the
degradation of the bioactive compounds that starts when the glass
transition begins. On the other hand, the caking of the free-flowing powders
begins to be perceived when a certain quantity of the product is already in
the rubbery state, while in order to appreciate changes in color, which seem
to correspond to a non-enzymatic browning associated with the degradation
of phenols and vitamin C, the whole product must already be in the rubbery
state. In this sense, for the purposes of relating the loss in bioactive
compounds, the change in the mechanical properties and the color change

with the glass transition, it is recommended that the initial temperature, the
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midpoint or the temperature at the end point of the glass transition,

respectively, are taken into consideration.

8. Of the studied bioactive compounds, carotenoids are the most sensitive
to storage conditions. On the whole, FD powders enjoy a greater stability
during storage, as smaller losses in phenols, carotenoids and antioxidant
activity were observed. Nevertheless, in no case is it recommendable to
store the powder, even under refrigeration and maintaining a surrounding
relative humidity in the order of 10%, for over one month, in order to avoid

major degradations of the bioactive compounds.

9. The smell and taste of grapefruit are not widely liked and, therefore,
neither is the juice from this fruit, which is also found to be acidic. The juice
obtained from the rehydration of the FD and SD grapefruit is also perceived
to have an artificial flavor, besides being bitter and not too sweet. However,
the consistency of the juice obtained from the FD powder was better
evaluated. Rehydrating the powder to the level of the natural juice, instead
of that of the crushed grapefruit, and the incorporation of sugar at this stage

would probably improve the assessment.
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ANEXOS



ANEXO I. CUESTIONARIO PARA LA EVALUACION SENSORIAL DEL
ZUMO DE POMELO

e En esta cata, evaluard 5 muestras de zumo de pomelo. Pruebe cada
muestra y evaltela en funcién de su grado de aceptacion.

Por favor, indique

0 Hombre
O Mujer

Indique el grupo de edad al que pertenece

OO Entre 18-30 afios
O Entre 31-45 afios
OO Entre 46-60 afios
O Mayor de 60 afios

Indique la frecuencia de consumo de zumo de pomelo

[0 Diariamente

O Varias veces a la semana
O Pocas veces al mes

O Sdlo en ocasiones



MUESTRA:

OBSERVA Y PRUEBA LA MUESTRA Y DINOS:

(1)  éCuanto te agrada en general este producto?

U U U g o U U U U

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(2) éCudnto te agrada la apariencia de este producto?

U U U g o U U U U

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(3) ¢Cudnto te agrada el color de este producto?

U U U o o U U U U

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(4) éCudnto te agrada el olor de este producto?

U U U o o U U U U

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(5) éCudnto te agrada el sabor de este producto?

U U U 0 o U U U U

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho



(6) éCudnto te agrada el sabor amargo de este producto?
O ] ] 0 0 0 0 0 0

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(7) éCudnto te agrada el dulzor de este producto?

U U U o U U U U

Me disgusta mucho  Indiferente Me gusta mucho

(8) En cuanto al dulzor, en tu opinidn, el producto deberia ser:

Mucho menos dulce

Algo menos dulce

Esta bien asi

Algo mas dulce

Mucho mas dulce

(9) éCudnto te agrada la acidez de este producto?
0 0 0 0 0 0 0 0 0

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(10) En cuanto a la acidez, en tu opinion, el producto deberia ser:

Mucho menos acido

Algo menos acido

Esta bien asi

Algo mas acido

Mucho mas acido




(11) ¢Cuanto te agrada la astringencia de este producto?
] ] ] 0 0 0 0 0 0

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(12) En cuanto a la astringencia en tu opinién, el producto deberia ser:

Mucho menos astringente

Algo menos astringente

Esta bien asi

Algo mas astringente

Mucho mas astringente

(13) éCuanto te agrada la consistencia de este producto?
O O O 0 0 0 0 0 0

Me disgusta mucho Indiferente Me gusta mucho

(14) En cuanto a la consistencia, en tu opinion, el producto deberia ser:

Mucho menos consistente

Algo menos consistente

Esta bien asi

Algo mas consistente

Mucho mas consistente




(15) Marque las caracteristicas que considere que representan a este zumo

[J Olor a pomelo

] Sabor a pomelo

] Sabor agradable

] Sabor artificial

(1 Poco sabor a pomelo
[ Turbio

[ Liquido

LI Viscoso

] Con pulpa

[l Amargo

(1 Acido

1 No demasiado dulce

(16) éCual de las siguientes afirmaciones describe mejor la probabilidad de que
compres este producto si el precio fuera adecuado?

Definitivamente lo compraria

Probablemente lo compraria

Tal vez si, tal vez no lo compraria

Probablemente no lo compraria

Definitivamente no lo compraria

MUCHAS GRACIAS POR TU COLABORACION



ANEXO Il. ANOVA MULTIFACTORIAL DE LOS COMPUESTOS BIOACTIVOS
Y LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE EN RELACION CON EL TIEMPO, LA
TEMPERATURA'Y LA HUMEDAD RELATIVA DE ALMACENAMIENTO

Tabla Al. Prueba de multiples rangos para la VC del polvo liofilizado
(OL) y atomizado (OA) en funcién de la temperatura (T: °C), el tiempo
(t: meses) y la actividad del agua (ay) de almacenamiento.

T t aw
4 20 1 4 12 0.11 023 0.33 0.43 0.55
X X X
X X X X%
X X% X

Las cruces (x) indican los grupos homogéneos dentro de cada variable

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L1VC. Grafico de interaccidn de la temperatura (°C) y el tiempo
de almacenamiento (meses) para la VC de los polvos liofilizados.



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L2VC. Grafico de interaccidn del tiempo (meses) y la actividad
del agua (ay) de almacenamiento para la VC del polvo liofilizado.

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L3VC. Gréfico de interaccion de la temperatura (°C) y la
actividad del agua (a,) de almacenamiento para la VC del polvo
liofilizado.



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A1VC. Grafico de interaccion del tiempo (meses) y la
temperatura (°C) de almacenamiento para la vitamina C (VC) del
polvo atomizado.

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A2VC. Grafico de interaccion de la temperatura (°C) y la
actividad del agua (a.) de almacenamiento para la vitamina C (VC) del
polvo atomizado.



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A3VC. Grafico de interaccidn del tiempo (meses) y la actividad
del agua (ay) de almacenamiento para la vitamina C (VC) del polvo
atomizado.

Tabla A2. Prueba de multiples rangos para los CT del polvo liofilizado
(OL) y atomizado (OA) en funcién de la temperatura (T: °C), el tiempo
(t: meses) y la actividad del agua (ay) de almacenamiento.

T t aw
|
4 20 1 a4 8 12 011 023 033 043 055
X X X% X
X x° X
X x° X
XOL X XOA

XOL

Las cruces (x) indican los grupos homogéneos dentro de cada variable
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Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L1CT. Grafico de interaccién del tiempo (meses) y Ia
temperatura (°C) de almacenamiento para los carotenoides totales
(CT) del polvo liofilizado.
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FIGURA L2CT. Grafico de interaccidn de la temperatura y la humedad
relativa de almacenamiento para loscarotenoides totales de los
polvos liofilizados liofilizados



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD

18F 3 HUMEDAD RELATI
C 1 — sau
15 4 — SsAL2
C 1 - sa
o 12~ 1 — sAl4
S of ] — sas
= L 4
O L 4
6 |
a0 a
ol N
0 T1 T2 3
TIEMPO

FIGURA L3CT. Grafico de interaccién del tiempo y la humedad relativa
de almacenamiento para los carotenoides totales de los polvos
liofilizados

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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FIGURA A1CT. Gréfico de interaccién del tiempo y la temperatura de
almacenamiento para los carotenoides totales de los polvos
atomizados



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A2CT. Griafico de interaccidon del tiempo y la humedad relativa
de almacenamiento para los carotenoides totales de los polvos
atomizados

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A3CT. Grafico de interaccion de la temperatura y la humedad
relativa de almacenamiento para los carotenoides totales de los
polvos atomizados
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Figura L1FT. Grafico de interaccidn de la temperatura
relativa de almacenamiento para los fenoles totales

liofilizados

FT LIO

710
680 |
650 |
620 [
500 [
560 |

530 [

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L2FT. Grafico de interaccion del tiempo y la humedad relativa
de almacenamiento para los fenoles totales de los polvos liofilizados

liofilizados



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L3FT. Grafico de interaccién del tiempo y la temperatura de
almacenamiento para los fenoles totales de los polvos liofilizados

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A1FT. Grafico de interaccién del tiempo y la temperatura de
almacenamiento para los fenoles totales de los polvos atomizados
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Figura A2FT. Gréfico de interaccién de la temperatura y la humedad
relativa de almacenamiento para los fenoles totales de los polvos

atomizados
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Figura A3FT. Grafico de interaccidn del tiempo y la humedad relativa
de almacenamiento para los fenoles totales de los polvos atomizados



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura LLAOA. Grafico de interaccion del tiempo y la temperatura de
almacenamiento para la actividad antioxidante de los polvos
liofilizados

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L2AOA. Grafico de interaccién del tiempo y la humedad
relativa de almacenamiento para la actividad antioxidante de los
polvos liofilizados liofilizados



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura L3AOA. Gréfico de interaccidon de la temperatura y la humedad
relativa de almacenamiento para la actividad antioxidante de los
polvos liofilizados

Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A1AOA. Grafico de interaccidn del tiempo y la temperatura de
almacenamiento para la actividad antioxidante de los polvos
atomizados



Interacciones y 95.0% de Fisher LSD
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Figura A2AOA. Grafico de interaccion del tiempo y la humedad
relativa de almacenamiento para la actividad antioxidante de los

polvos atomizados
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Figura A3AOA. Grafico de interaccion de la temperatura y la humedad
relativa de almacenamiento para la actividad antioxidante de los

polvos atomizados



