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RESUMEN

El sector agroalimentario debe hacer frente a la creciente presion legislativa y social
sobre la mitigacion del impacto ambiental de sus actividades y, en este sentido, estd abordando
grandes retos encaminados a contribuir a la sostenibilidad ambiental. Entre ellos, destaca la
adopcion del modelo econdmico de economia circular en sus sistemas de produccion, mediante

el cual, entre otros fines, se pretende evitar la generacion de desperdicios y residuos.

Los residuos y subproductos alimentarios constituyen fuentes potenciales de
compuestos bioactivos, como pueden ser los compuestos antioxidantes, de gran interés para las

industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica.

El presente trabajo tiene como objetivos evaluar el potencial de residuos y subproductos
vegetales como fuente de compuestos antioxidantes, proponer el uso de una metodologia
emergente y sostenible como es la de los ultrasonidos de potencia, para su extraccion, y estudiar
del efecto del procesado sobre la bioaccesibilidad de estos compuestos. Para ello se plantearon
dos estudios. El primero se centr6 en evaluar el efecto de la aplicacion de energia actstica en
el proceso de extraccion acuosa de compuestos antioxidantes de subproductos de naranja, y el
segundo se dirigio hacia la evaluacion del efecto de diferentes técnicas de procesado
(congelacion, liofilizacion y secado convectivo) sobre la bioaccesibilidad de los compuestos
antioxidantes de productos con distinta porosidad (manzana, con una porosidad intermedia; y
remolacha, con una estructura mas compacta), mediante la utilizaciéon de una metodologia de

digestion in vitro estatica que consistid en una etapa bucal seguida de una etapa gastrica.

Se ha validado el uso de residuos de naranja como fuente de compuestos antioxidantes
y, ademads, se ha mejorado el proceso de extraccion mediante la aplicacion de ultrasonidos de
potencia. Se estudiaron las cinéticas de extraccion acustica, asi como el efecto de la temperatura
sobre las mismas, y se compararon con las correspondientes a la extraccidon convencional
mediante agitacion mecanica. El uso de ultrasonidos de potencia permitio utilizar el agua como
disolvente de extraccion, obteniendo rendimientos de extraccion (40-80%) similares a los

propuestos en la bibliografia para la extraccion con disolventes organicos.

Los rendimientos de extraccion del contenido en polifenoles totales, flavonoides totales
y actividad antioxidante (método ABTS), después de 10 min a 25 °C y densidad actstica de
790 W/L, fueron mas elevados (28, 44 y 157% superiores, respectivamente) que los

rendimientos obtenidos a las mismas temperaturas mediante extraccion con agitacion mecénica.
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Las curvas de extraccion de los contenidos de polifenoles y flavonoides totales, y de la
actividad antioxidante (método ABTS), de los subproductos de naranja fueron simuladas
adecuadamente mediante el modelo de Weibull modificado obteniendo valores del error
relativo medio inferiores al 5%, tanto en extraccidon con agitacion mecanica como con
ultrasonidos, dentro del rango de temperaturas 5-25 °C. Se pudo concluir que la energia de
activacion del proceso disminuy6 con la aplicacion de ultrasonidos respecto a los experimentos
control (32% con 520 W/L y 63% con 790 W/L para contenido en polifenoles totales; 68% con
520 W/L y 68% con 790 W/L para contenido en flavonoides totales; 31% con 520 W/L y 38%
con 790 W/L para actividad antioxidante (ABTS) y que la tasa de extraccion disminuy6 con el

tiempo de extraccion (B en todos los experimentos fue inferior a 1).

A continuacion, se evaluaron los efectos de la aplicacion de distintas técnicas de
procesado (congelacion, liofilizacion y secado convectivo) sobre la bioaccesibilidad de los
compuestos antioxidantes durante un proceso de digestion in vitro. Estos efectos fueron
diferentes segun la estructura de la matriz alimentaria. La microestructura y la composicion
inicial de ambos vegetales, manzana y remolacha se vieron modificadas tanto por la
congelacion como por el secado. Estas modificaciones estructurales dieron lugar a cambios de
comportamiento de dichos materiales durante el proceso de digestion in vitro. Se comprobo
que, en general, el procesado contribuy6 a la mejora de la bioaccesibilidad de compuestos con
propiedades antioxidantes presentes tanto en la manzana como en la remolacha

(bioaccesibilidad ~ 50% y ~ 60% mayores, respectivamente, que en muestras sin procesar).

La bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes en las muestras de manzana
procesada fue superior (58, 55 y 47% en muestras congeladas, liofilizadas y secadas por secado
convectivo, respectivamente) que en la muestra fresca (32%). Un comportamiento similar se
pudo observar en el caso de la remolacha donde la bioaccesibilidad de compuestos

antioxidantes en las muestras procesadas fue un 20% mayor que en la muestra fresca.

El modelo de Weibull permitié describir las transferencias de materias que tuvieron
lugar durante el proceso de digestion in vitro, la pérdida de compuestos bioactivos de la matriz
solida (con un ERM<5.3% en manzana y un ERM<7.1% en remolacha), y la ganancia de

compuestos antioxidantes, en el caso de remolacha, por el jugo gastrico con un ERM<8.7%.

La aplicacion del andlisis de imagen permitio realizar un analisis cuantitativo del efecto
del secado y de la digestion in vitro sobre la microestructura de la matriz alimentaria. El proceso

de secado provocd un aumento del numero de células por unidad de area, mientras que el
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proceso de digestion provocod una disminucion del nimero de células por unidad de area,
indicando que el proceso de secado provocd colapso celular y el proceso de digestion in vitro

provoco lisis celular.

En conclusion, este trabajo contribuye a validar del uso de residuos/subproductos de
naranja como fuente de compuestos antioxidantes mejorando su proceso de extraccion acuosa
mediante la aplicacion de ultrasonidos de potencia, asi como, a demostrar el efecto del
procesado mediante congelacion y secado, sobre la bioaccesibilidad de los compuestos

antioxidantes presentes en diferentes matrices alimentarias, como la manzana y la remolacha.
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RESUM

El sector agroalimentari ha de fer front a la creixent pressi6 legislativa i social sobre
I’atenuacié de I’impacte ambiental de les seves activitats i en aquest sentit, esta abordant grans
reptes encaminats a contribuir a la societat ambiental. Entre ells, destaca 1’adopcié del model
economic de economia circular als seus sistemes de produccid, mitjancant el qual, entre d’altres

fins, es pretén evitar la generacid de rebutjos i residus.

Els residus i subproductes alimentaris constitueixen fonts potencials de composts
bioactius, com poden ser els composts antioxidants, de gran interés per les industries

alimentaria, cosmetica y farmaceéutica.

El present treball t¢ com objectius avaluar el potencial dels residus i subproductes
vegetals com a font de composts antioxidants, proposar I’s d’una metodologia emergent i
sostenible com es la dels ultrasons de poteéncia, per la seva extraccid, y estudiar 1’efecte del
processat sobre la bioaccessibilitat d’aquest compostos. Per aix0, es varen plantejar dos estudis.
El primer es va centrar en avaluar 1’efecte de I’aplicacidé d’energia acustica als processos
d’extraccid aquosa de composts antioxidants de subproductes de taronja, i el segon, es va dirigir
cap a l’avaluacio de ’efecte de diferents técniques de processat (congelacio, liofilitzacid i
assecatge convectiu) sobre la bioaccessibilitat dels composts antioxidants de productes amb
porositat diferent (poma, amb una porositat intermedi; y remolatxa, amb una estructura més
compacta), mitjancant la utilitzacié d’una metodologia de digestié in vitro estatica que va

consistir en una etapa bucal seguida d’una etapa gastrica.

S’ha validat I’Gs de residus de taronja com a font de composts antioxidants i, a més, s’ha
millorat el procés d’extraccié mitjangant I’aplicacio d’ultrasons de poténcia. Es varen estudiar
les cinétiques d’extraccid acustica, aixi com 1’efecte de la temperatura sobre les mateixes, 1 es
varen comparar amb les corresponents a la extraccidé convencional mitjangant agitacid
mecanica. L us d’ultrasons de poténcia va permetre utilitzar aigua com a dissolvent d’extraccio,
obtenint rendiments d’extraccié (40-80%) semblants als proposants a la bibliografia per

I’extracci6é amb dissolvents organics.

Els rendiments d’extraccio del contingut en polifenols totals, flavonoides totals i
activitat antioxidants (metode ABTS), després de 10 min a 25 °C i una densitat actstica de 790
W/L varen ser més elevats (28, 44 y 157% superiors, respectivament) que el rendiments

obtinguts amb les mateixes temperatures mitjangant extraccidé amb agitacié mecanica.
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Les corbes d’extracci6 dels continguts de polifenols i flavonoides totals i de I’activitat
antioxidant (meétode ABTS) dels subproductes de taronja varen ser simulades satisfactoriament
mitjancant el model de Weibull modificat obtenint valors de 1’error relatiu mitja inferiors al 5%
tant a I’extraccié amb agitacié mecanica com amb ultrasons, dins 1’interval de temperatures 5-
25 °C. Es va poder concloure que I’energia d’activaci6 va disminuir amb ’aplicacié d’ultrasons
respecte als experiments control (32% amb 520 W/L y 63% amb 790W/L pel contingut en
polifenols totals; 68% amb 520 W/L y 68% amb 790 W/L pel contingut en flavonoides totals;
31% amb 520 W/L y 38% amb 790 W/L per I’activitat antioxidant (ABTS) i que el rendiment

d’extraccid va disminuir amb el temps d’extraccid (3 va ser inferior a 1 a tots els experiments).

A continuacid, es varen avaluar els efectes de 1’aplicaci6 de les diferents técniques de
processat (congelacid, liofilitzacid 1 assecatge convectiu) sobre la bioaccessibilitat dels
composts antioxidants durant el procés de digestio in vitro. Aquests efectes varen ser diferents
segons I’estructura alimentaria. La microestructura i la composicio inicial d’ambdds vegetals,
poma i remolatxa, es varen veure modificades tant per la congelacié com per I’assecatge.
Aquestes modificacions estructurals varen donar lloc a canvis de comportament de les mostres
durant el procés de digestio in vitro. Es va comprovar que, en general, el processat va contribuir
a la millora de la bioaccessibilitat de composts amb propietats antioxidants presents tant a la
poma com a la remolatxa (bioaccessibilitat ~50% 1 ~60% superiors, respectivament, que a les

mostres sense pI‘OCCSSB.I') .

La bioaccessibilitat dels composts antioxidants de les mostres de poma processada va
ser superior (58, 55 1 47% en mostres congelades, liofilitzades i assecades per assecatge
convectiu, respectivament) que a la mostra fresca (32%). Un comportament semblant es va
poder observar en el cas de la remolatxa on la bioaccessibilitat de composts antioxidants de les

mostres processades va ser un 20% superior que a la mostra fresca.

El model de Weibull va permetre descriure les transferéncies de massa que varen tenir
lloc durant el procés de digestio in vitro, la disminuci6 de composts bioactius de la matriu solida
(amb un ERM<5.3% en poma i un ERM<7.1% en remolatxa), y un augment de composts

antioxidants, en el cas de la remolatxa, en el suc gastric amb un ERM<8.7%.

L’aplicacio d’analisis d’imatge va permetre un analisis quantitatiu de l’efecte de
’assecatge 1 de la digestio in vitro sobre la microestructura de la matriu alimentaria. El procés
d’assecatge va provocar un augment del nombre de cél-lules per unitat d’area, mentre que el

procés de digestié va provocar una disminucio del nombre de cel-lules per unitat d’area, tot
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indicant que el procés d’assecatge va provocar col-lapse cel-lular i el procés de digestio in vitro

va provocar lisis cel-lular.

Per concloure, aquest treball contribueix a validar I’Gs dels residus/subproductes de
taronja com a font de composts antioxidants millorant el seu procés d’extraccié aquosa
mitjancant I’aplicaci6 d’ultrasons de poténcia, aixi com, a demostrar I’efecte del processat
mitjancant la congelacid i assecatge, sobre la bioaccessibilitat del composts antioxidants

presents a diferents matrius alimentaries, com la poma i la remolatxa.
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ABSTRACT

The agri-food industry must face the growing legislative and social pressure about the
mitigation of the environmental impact of its activities and, in this regard, it is addressing major
challenges aimed to contribute to environmental sustainability. Among them, the adoption of
the economic model of circular economy in its production systems stands out, through which,

among other purposes, it is intended to avoid the generation of residues and wastes.

Food residues and by-products constitute potential sources of bioactive compounds,
such as antioxidant compounds, of great interest to the food, cosmetic and pharmaceutical

industries.

The purpose of this work is to evaluate the potential of plant residues and by-products
as a source of antioxidant compounds, to propose the use of an emerging and sustainable
methodology such as power ultrasound for their extraction, and to study the effect of processing
on the bioaccessibility of these compounds. For this, two studies were proposed. The first one
was focused on assessing the effect of the application of acoustic energy in the aqueous
extraction of antioxidant compounds from orange by-products; and the second one was
addressed to the evaluation of the effect of different processing techniques (freezing,
lyophilization and convective drying) on the bioaccessibility of antioxidant compounds from
products with different porosity (apple, with an intermediate porosity; and beetroot, with a more
compact structure), through the use of a static in vitro digestion methodology which consisted

of an oral stage followed by a gastric stage.

The use of orange by-products as a source of antioxidant compounds has been validated,
furthermore, the extraction process has been improved by applying power ultrasound. The
kinetics of acoustic extraction and the temperature effect on them were studied, and compared
to those of conventional extraction by mechanical agitation. The use of power ultrasound
allowed the use of water as solvent, obtaining extraction yields (40-80 %) similar to those

proposed in the literature for the extraction with organic solvents.

The extraction yields of total polyphenols, total flavonoids contents, and antioxidant
activity (ABTS method), after 10 min at 25 ° C and acoustic density of 790 W/L, were higher
(28, 44 and 157 % higher, respectively) that the yields obtained at the same temperature by

mechanical agitation assisted extraction.
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The extraction curves of total polyphenols and total flavonoids contents, and antioxidant
activity (ABTS method) from orange by-products were adequately simulated by using the
modified Weibull model, obtaining mean relative error (ERM) figures lower than 5 %, both in
mechanical and acoustic assisted extraction processes, within the temperature range of 5-25 °C.
It was concluded that the activation energy of the process decreased with the application of
ultrasound compared to control experiments with mechanical agitation (32% at 520 W/L and
63% at 790 W/L for total polyphenol content; 68% at 520 W/L and 68% at 790 W/L for total
flavonoid content; 31% at 520 W/L and 38% at 790 W/L for antioxidant activity (ABTS) and

the extraction rate decreased with the extraction time (3 was less than 1 in all experiments).

Next, the effects of the application of different processing techniques (freezing,
lyophilization and convective drying) on the bioaccessibility of the antioxidant compounds
during in vitro digestion were evaluated. These effects were different depending on the structure
of the food matrix. The microstructure and the initial composition of both apple and beetroot
samples changed after freezing and drying processes. These structural modifications resulted
in changes in the behavior of these samples during the in vitro digestion process. It was
observed that, in general, processing contributed to the improvement of the bioaccessibility of
compounds with antioxidant properties present in both apple and beetroot (bioaccessibilities ~

50% and ~ 60% higher, respectively, than in untreated samples).

Bioaccessibility of antioxidant compounds in processed apple samples was higher (58,
55 and 47% in frozen, lyophilized and dried by convective drying samples, respectively) than
in the raw sample (32%). A similar behavior was observed in the case of beetroot,
bioaccessibility of antioxidant compounds in processed samples being 20% higher than in the

raw sample.

The Weibull model allowed the description of both mass transfers that took place during
the in vitro digestion process, the loss of bioactive compounds from the solid matrix (with an
ERM <5.3 % in apple digestion and ERM <7.1 % in beetroot digestion), and the gain of

antioxidant compounds, in the case of beetroot digestion with gastric juice with ERM <8.7 %.

The application of image analysis allowed a quantitative analysis of the effects of both
drying and in vitro digestion. Drying process promoted increases in the number of cells per area
unit, which indicated that cell collapses took place, however in vitro digestion promoted

decreases in the number of cells per area unit, which indicated that cell ruptures took place.
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In conclusion, this work contributes to the validation of the use of orange residues and
by-products as a source of antioxidant compounds, improving the aqueous extraction process
through the application of power ultrasound; and to demonstrate the effect of processing by
freezing and drying, on the bioaccessibility of the antioxidant compounds present in different

food matrix such as apple and beetroot.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Resduosdelaindustriaalimentaria

La estrategia “Mas alimento, menos desperdicio” impulsada por el Ministerio de
Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente forma parte de la contribucion del Gobierno de
Espaia para atajar el problema global que supone el desperdicio alimentario (Ministerio de

agricultura, 2014).

En el marco de las instituciones internacionales y europeas que han abordado la
problematica, no existe un consenso oficial sobre la definicion de “desperdicio alimentario”,
utilizdndose indistintamente diversos términos como pérdidas, desperdicio, despilfarro o
residuo. La FAO define el “desperdicio de alimentos” como el descarte de alimentos aptos para
el consumo y la “pérdida de alimentos” como la disminucién de la masa alimentaria comestible
durante las etapas de produccion, postcosecha, elaboracion y distribucion. La FAO estima que

a nivel mundial se pierde o desperdicia 1/3 de la produccion (FAO, 2012).

De acuerdo con la informacion publicada en el 2018 por el MAPAMA (Ministerio de
Agricultura, Pesca, Alimentacion y Medio ambiente), a nivel estatal, alrededor del 42% del
desperdicio alimentario es doméstico, seguido del 39% en la industria agroalimentaria y del

14% en la restauracion, siendo el resto imputable a la distribucion y al sector primario.

Asimismo, los subproductos de la industria alimentaria constituyen un grave problema de
generacion de residuos por lo que gran nimero de las nuevas estrategias empresariales estan
basadas en los conceptos de “aprovechamiento o revalorizacion de residuos y subproductos” y
de “economia circular en sistemas de produccion”, ambos sustentados en politicas publicas

orientadas a la mejora de la sostenibilidad y competitividad de las cadenas agroalimentarias.

Respecto a la gestion de residuos y subproductos, en Espafia merece especial atencion la
reciente iniciativa “Espafia circular 2030” y la estrategia “Mas alimento, menos desperdicio”,
dirigidas a reducir las pérdidas y el desperdicio alimentario en todos los eslabones de la cadena

alimentaria.

1.2. Economiacircular. Residuo cero en el sector agroalimentario

La economia circular es la corriente que tiene como objetivo conseguir la transicion

hacia una economia mas soélida y sostenible. Con este modelo econdémico los recursos,
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productos y alimentos se mantienen mas tiempo en la cadena, o se pretende evitar la generacion

de desperdicios y residuos (Cerantola & Ortiz, 2018).

La economia circular representa un cambio drastico en los sistemas de produccion y
consumo actuales, orientdndolos hacia sistemas regenerativos y restaurativos capaces de
mantener el valor de los recursos naturales y de los productos, limitando de manera exponencial
los consumos de materia prima y energia. A su vez, se evita la creacion de residuos y efectos
negativos derivados, atenuando los impactos negativos para el medioambiente, el clima y la

salud (Cerantola & Ortiz, 2018).

Cabe destacar que el sector agroalimentario es uno de los principales motores de la
economia espafola, ya que la industria de alimentacion y bebidas representa el 16% del total
de la industria manufacturera de Espafia. La componen alrededor de 30000 empresas de las que
un 96% son PYMES y microempresas. Ademas, la industria agroalimentaria espafiola es uno
de los sectores mas expuestos a los retos y oportunidades de sostenibilidad, consecuencia de su
dependencia directa y de su capacidad de actuacion sobre los recursos naturales, siendo
considerada por ello una industria de alto impacto. Las estrategias de la economia circular en
el sector agroalimentario se pueden agrupar en cinco categorias (Secretaria técnica del

laboratorio de Ecoinnovacioén, 2017):

- Gestion del agua, la energia y la materia organica para su reutilizacion u otro tipo

de aprovechamiento, asi como la sustitucion de los combustibles fosiles.
- Produccién agraria mas limpia.
- Utilizacion de envases y embalajes alimentarios que no generen residuos.

- Desarrollo de nuevos productos alimentarios y para otros sectores a partir de

subproductos y residuos generados.

- Realizacién de una economia colaborativa con la reventa de equipos y bienes, asi

como con el uso compartido de recursos.

Las empresas de la industria agroalimentaria tienen la capacidad y el compromiso de
conducir a toda su cadena de valor hacia una gestion mas sostenible que se base en un modelo
de produccién circular, en el que prospere el desarrollo de estrategias encaminadas a la
reutilizacion y aprovechamiento de residuos y subproductos, la bisqueda de la eficiencia en la

utilizacion de los recursos y el aprovechamiento de sinergias entre los distintos agentes de la

38



Introduccion

cadena de valor. La aplicacion de practicas circulares contribuye a un mejor posicionamiento
de las empresas respecto de sus competidores, en lo que a reputacion e imagen de marca se
refiere, lo que a su vez puede derivar en que la demanda de sus productos aumente y dé como

resultado un incremento de sus ingresos (Cerantola & Ortiz, 2018).

En conclusion, en la implementacion de una economia circular en el sector
agroalimentario tiene un importante papel el sector [+D+I, que contribuira a alcanzar el objetivo

de residuo cero en el sector agroalimentario.

1.3. Compuestos bioactivos de los alimentos

Los nutrientes son sustancias quimicas extracelulares que la célula necesita para realizar
sus funciones vitales. Las células transforman los nutrientes en constituyentes celulares a través
de un proceso metabolico de biosintesis denominado anabolismo, o bien, son degradados para

la obtencion de otras moléculas y/o energia.

A determinados compuestos, que forman parte de los vegetales, y presentan efectos
beneficiosos para la salud, pero que no participan activamente en procesos metabolicos

necesarios para el organismo se les suele denominar compuestos bioactivos.

1.3.1. Compuestos bioactivosde interés

Los compuestos bioactivos presentes en los alimentos son muchos y de caracteristicas
muy dispares. De entre estos compuestos destacan la fibra alimentaria, que desempena
funciones fisiologicas sumamente importantes como estimular la peristasis intestinal (Escudero
& Gonzalez, 2006), y los compuestos antioxidantes, que se encuentran dentro de la familia de
los fitoquimicos que son compuestos que, ademas de tener papeles especificos en el crecimiento
y supervivencia de las plantas, algunos de ellos son fisioldégicamente activos cuando son

consumidos (Coronado, Vega, Gutiérrez, Vazquez, & Radilla, 2015).

1.3.1.1. Lafibraalimentaria o dietética

La definicion de fibra alimentaria o dietética fue objeto de gran controversia a mediados
del siglo XX. Finalmente, el Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 1985) defini6 la fibra
alimentaria como polimeros de carbohidratos con diez o mas unidades monoméricas, que no
pueden ser hidrolizadas por las enzimas enddgenas del intestino delgado de los seres humanos
y que pertenecen a las siguientes categorias: (1) polimeros de carbohidratos comestibles que se

sintetizan naturalmente en los alimentos que se consumen; (2) polimeros de carbohidratos que
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se han obtenido a partir de materias primas alimentarias por medios fisicos, enzimaticos o
quimicos; y (3) polimeros sintéticos de carbohidratos. En el caso de las categorias (2) y (3) se
debe haber demostrado que tienen un efecto beneficioso para la salud (Codex Alimentarius,

2008).

La fibra dietética tiene un origen exclusivamente vegetal (Punna & Paruchuri, 2003),
siendo los cereales, frutas, legumbres y hortalizas, las fuentes naturales principales de fibra en
nuestra alimentacion (Redondo-Cuenca, Villanueva-Sudrez, & Mateos-Aparicio, 2008). Cabe
indicar, no obstante, que la concentracion y naturaleza de la fibra dietética difiere notablemente
de un alimento a otro: mientras que los cereales son la fuente principal de celulosa y
hemicelulosas, las frutas y hortalizas lo son de pectinas (Elleuch et al., 2011). La fibra dietética
se caracteriza por tener una fraccion soluble y otra insoluble. La naturaleza soluble e insoluble
de las fibras dietéticas implica diferencias en su funcionalidad tecnoldgica y en sus efectos
fisiologicos. Las fibras solubles se caracterizan por su capacidad para aumentar la viscosidad y
reducir la respuesta glucémica y el colesterol plasmatico, y las fibras insolubles se caracterizan
por su porosidad, su baja densidad y su capacidad para aumentar el volumen de masa fecal y

disminuir el transito intestinal (Elleuch et al., 2011).

En general, la fibra dietética que procede de frutas y hortalizas presenta una mejor
calidad nutricional que la de los cereales. Ello se debe no s6lo a la mayor proporcion de fibra
soluble y, consecuentemente, un mejor y mas equilibrado ratio fibra insoluble/fibra soluble
(FI/FS), sino también a un mayor contenido de fibra total sobre extracto seco, mejores
propiedades funcionales de la fibra (mayor capacidad de retencion de agua y lipidos, mayor
poder de gelificacion y mayor viscosidad), menor consumo de energia metabodlica y presencia
de gran cantidad de compuestos bioactivos asociados que pueden producir efectos saludables
adicionales (Figuerola, Hurtado, Estévez, Chiffelle, & Asenjo, 2005; Marin, Soler-Rivas,
Benavente-Garcia, Castillo, & Pérez-Alvarez, 2007; Vergara-Valencia et al., 2007).

Los componentes de la fibra dietética y por consiguiente de la pared celular de los

vegetales se describen en los apartados siguientes.

a) Componentesdelapared celular

La pared celular se define como una estructura rigida localizada en la zona mas externa
de las células de origen vegetal. Su composicion quimica, asi como el tipo de polisacaridos que
la componen, varia considerablemente en funcion de la planta y el tipo de tejido. Aun asi, los

polisacaridos son los principales componentes de la pared celular primaria de frutas y
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hortalizas, concretamente, la celulosa, hemicelulosas y pectinas. Por otra parte, la lignina
también forma parte de la pared celular pero se encuentra mayoritariamente en las células que

han desarrollado paredes celulares secundarias (Aboughe-Angone et al., 2008).

A continuacion, se presentard una pequefia descripcion de cada uno de los componentes

principales de la pared celular.

Celulosa

La celulosa es un homopolimero de la pared celular que resulta de la union lineal de
monoémeros de glucosa, mediante enlaces glucosidicos tipo B-1.4, formando cadenas de mas de
15000 unidades. La estructura de este polisacarido consiste en microfibrillas unidas mediante
puentes de hidrogeno, que a su vez interaccionan entre si formando macrofibras de celulosa

visibles mediante microscopia electronica (Figura 1.1).

Figura 1.1: Estructuradela celulosa (Gonzalez-Centeno, 2013)

Hemicelulosa

A diferencia de la celulosa, las hemicelulosas estan constituidas por mas de un tipo de
monosacarido, lo que da lugar a diferentes heteropolimeros (Figura 1.2). De entre ellos, los
xiloglucanos, destacan por su presencia mayoritaria en frutas y hortalizas (Derriche &
Berrahmoune, 2007). Los xiloglucanos estan formados por una cadena principal de glucosa con
ramificaciones a-1.6 de xilosa, que a su vez pueden presentar substituciones -1.2 con unidades

de galactosa, fucosa y/o arabinosa (Buckeridge, 2010). Un segundo tipo de polisacéridos
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perteneciente al grupo de hemicelulosas son los xilanos acidos o glucuronoxilanos, constituidos
por una cadena principal de xilosa y ramificaciones de acido glucuronico. También destacan
los glucomananos, a menudo acetilados, formados unicamente por unidades de manosa y
glucosa; y los arabinoxilanos que, con ramificaciones de arabinosa sobre una cadena principal
de xilosa, son las principales hemicelulosas presentes en las paredes celulares de los cereales
(Scheller & Ulvskov, 2010). En general, las hemicelulosas presentan enlaces -1.4 entre los
residuos de monosacéridos de la cadena principal y, en la pared celular, se encuentran ligadas

a las microfibrillas de celulosa mediante puentes de hidrégeno.

Glucosa <:>
Xiloglucanos
Xilosa .
Manosa <:>
Arabinosa Q
Arabinoxilanos

Fucosa Q

Glucomananos Galactosa .
Acido
glucurénico

. Glucuronoxilanos

Figura 1.2: Representacién esquemética de los principales tipos de hemicelulosas.

Pectinas

Las pectinas constituyen el grupo de polisacaridos mas complejo de la pared celular.
Las dos estructuras principales de las pectinas son los homogalacturonanos y los
ramnogalacturonanos (Brett & Waldron, 1996) (Figura 1.3). Los homogalacturonanos

consisten en largas cadenas lineales de residuos de acido glucuronico unidos mediante enlaces
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a-1.4, que pueden estar parcialmente metilesterificados o acetilados (Hilz, Bakx, Schols, &
Voragen, 2005). Por su parte, los ramnogalacturonanos se caracterizan por la presencia de
unidades de ramnosa intercaladas en la cadena principal de 4cido galacturénico unidas mediante
enlaces a-1.2. Las cadenas laterales, unidas a la posicion Cs de la ramnosa, estan principalmente

constituidas por arabinosa y galactosa (Arnous & Meyer, 2009).

La funcionalidad de las pectinas como agentes gelificantes y estabilizantes en la
industria alimentaria esta intimamente relacionada con su estructura quimica, concretamente
con el tamafo de la molécula, y el nimero y distribucion de los ésteres metilicos. En funcion
del grado de metilesterificacion (DME) de los residuos de acido glucurénico, las pectinas
pueden clasificarse como pectinas de alto grado de metilesterificacion (DME > 50%) o de bajo
grado de metilesterificacion (DME < 50%) (Guillotin, Van Loey, Boulenguer, Schols, &
Voragen, 2007).

/ Homogalacturonanos Acido .\
glucurénico
Ramnogalacturonanos
Galactosa .
Ramnosa <:>
K Arabinosa Q/

Figura 1.3: Representacion esquemética de los principalestipos de pectinas

Las pectinas son el componente de la pared celular mas susceptible a sufrir degradacion,
ya sea por activacion enzimatica o por -eliminacion (Fraeye et al., 2007). En ambos casos, los
cambios quimicos que tienen lugar pueden dar lugar a una reduccion del contenido total de
pectinas en el alimento, lo que puede quedar reflejado en las propiedades de la fibra alimentaria,

tales como su solubilidad o su capacidad para absorber y/o retener agua y lipidos.
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b) Polisacéridosdelapared celular y fibra dietética

En la Figura 1.4 se representa una de las hipotesis mas aceptadas para explicar la
macroestructura de la pared celular de la mayoria de las plantas. Este modelo propone una red
macromolecular constituida por macrofibras de celulosa unidas directamente a hemicelulosas,
actuando éstas, juntamente con las pectinas, como matriz del sistema (Carpita & Gibeaut,

1993).

Lamina

media L __— Pectinas

Pared
celular
primaria

Membrana A Celulosa

plasmética

N

l | Hemicelulosas
50 nm

Figura 1.4: Esquemarepresentativo dela estructura dela pared celular (Lodish et al., 2004)

La fibra alimentaria puede clasificarse en dos fracciones segun el grado de solubilidad
en agua de los polisacaridos de la pared celular. La fraccion denominada fibra soluble esta
constituida mayoritariamente por pectinas, mientras que la celulosa, hemicelulosa y lignina
forman parte principalmente de la fibra insoluble (McKee & Latner, 2000). Cabe destacar que
ambas fracciones comparten la capacidad para retener grandes cantidades de agua y cationes
en su estructura macromolecular (Jiménez-Escrig & Sanchez-Muniz, 2000). Ademas, la fibra
soluble presenta una elevada capacidad de gelificacion y retencion de lipidos, por lo que
incrementa la viscosidad de la matriz donde se encuentra (Vergara-Valencia et al., 2007). Por
otra parte, la fibra insoluble se caracteriza por tener una elevada porosidad y baja densidad.
Estas propiedades asociadas a cada una de las fracciones de la fibra justifican su funcionalidad
tecnoldgica y sus efectos fisioldgicos y/o nutricionales en el cuerpo humano. De acuerdo con

varios autores, para beneficiarse de los efectos y propiedades asociadas a las fracciones soluble



Introduccion

e insoluble de la fibra alimentaria, el balance entre ambas fracciones debe estar equilibrado, lo
que se traduce en una ratio de variacion fibra insoluble/fibra soluble comprendido entre 1.0 y

2.3 (Grigelmo-Miguel & Martin-Belloso, 1999).

c) Interésdelafibraalimentariaanivel industrial

La fibra alimentaria es apreciada no sélo por sus efectos fisiologicos beneficiosos para
la salud (Kendall, Esfahani, & Jenkins, 2010), sino también por sus importantes propiedades
funcionales y tecnologicas en el ambito de la industria alimentaria (Matos-Chamorro &

Chambilla-Mamani, 2010).

La fibra soluble contribuye a la reduccion del riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares, obesidad y diabetes, ya que inhibe la absorcion de macronutrientes, tales
como el colesterol y/o la glucosa (Isken, Klaus, Osterhoff, Pfeiffer, & Weickert, 2010), gracias
a su viscosidad y a su capacidad para unirse a biomoléculas organicas. Por su parte, la fibra
insoluble esta implicada en la aceleracion del transito gastrointestinal (Redondo-Cuenca et al.,
2008). Su elevada capacidad de retencion de agua, su baja densidad y viscosidad, y su escasa
fermentacion a nivel del intestino grueso, contribuye a aumentar la motilidad del bolo
alimenticio a través del sistema digestivo, a incrementar el volumen de masa fecal y a estimular

su evacuacion (Tosh & Yada, 2010).

Las propiedades fisicoquimicas de la fibra descritas anteriormente se utilizan en la
industria alimentaria para mejorar la viscosidad, textura y vida util de sus productos. En este
marco, se han disefiado y comercializado nuevos alimentos funcionales que incorporan
concentrados de fibra, no caldricos y econdmicos, para el reemplazo parcial de otros
constituyentes como la harina, la grasa o el azucar. Su funcién tecnoldgica y nutricional se basa
en su elevada capacidad de retencion de agua y aceite y en su contribucion a la mejora de la

estabilidad de emulsiones (Beltran, 2016).

1312 Compuestos antioxidantes

Los compuestos antioxidantes tienen como funcidon principal impedir o retrasar la
oxidacion de diversas sustancias, principalmente de los 4cidos grasos cuyas reacciones de
oxidacién se producen tanto en los alimentos como en el organismo humano ya que pueden
inhibir la reaccion en cadena generada por los radicales libres. Los compuestos antioxidantes
pueden actuar como especies capaces de: (i) capturar moléculas que inician la peroxidacion,

(i1) actuar como quelantes de iones metalicos para que no puedan generar especies reactivas o
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descomponer los peroxidos, (iii) inactivar *O»" evitando la formacién de peroxidos, (iv) romper
la reaccion en cadena autooxidativa, y/o reducir las concentraciones localizadas de Oz (Asimi,
Sahu, & Pal, 2013). La efectividad antioxidante de estos compuestos depende de sus
caracteristicas quimicas y de su posicion en el alimento (proximidad a los fosfolipidos de
membrana, interfaces de emulsion o en la fase acuosa) (Watanabe et al., 2000). Los
antioxidantes tienen diversas propiedades bioldgicas, como los efectos antiinflamatorios y
anticancerigenos; reducen la incidencia de enfermedades coronarias y contribuyen al
mantenimiento de la salud intestinal mediante la modulacién del balance microbiano intestinal
(Bartoszek & Polak, 2012; Cardona, Andrés-Lacueva, Tulipani, Tinahones, & Queipo-Ortuiio,
2013; Hamrouni-Sellami et al., 2013; Machmudah et al., 2012; Toro-Funes et al., 2012). Los
principales tipos de compuestos con actividad antioxidante son: vitaminas (vitamina C y

vitamina E), carotenoides (carotenos y xantofilas) y polifenoles (no-flavonoides y flavonoides).

Los compuestos fendlicos en los alimentos se originan como metabolitos secundarios
en las plantas (Naczk & Shahidi, 2004). A concentraciones bajas, actian como antioxidantes y
protegen a los alimentos de procesos de rancidez oxidativa (Karakaya, 2004) actuando como
inhibidores de las reacciones activadas por radicales libres. Es conocido que los compuestos
fenodlicos reducen el riesgo de cancer, enfermedades cardiacas y diabetes; inhiben la agregacion
plaquetaria plasmatica, la actividad de la ciclooxigenasa (COX) y la liberacion de histamina, y
también presentan propiedades antibacterianas, antivirales, antiinflamatorias y antialérgicas
(Oak, El Bedoui, & Schini-Kerth, 2005; Shetty, 2004; Yang, Landau, Huang, & Newmark,
2001; Yao et al., 2004).

En general, los polifenoles se dividen en dos grupos principales: flavonoides y no
flavonoides. Los compuestos no flavonoides incluyen moléculas estructuralmente simples
como los acidos fendlicos (acidos hidroxibenzoicos y acidos hidroxicinamicos) y estilbenos, y
moléculas altamente complejas como oligdémeros de estilbeno y ligninas (Cheynier, 2005). Los
compuestos fendlicos flavonoides, incluye mas de 9000 compuestos identificados (Martens &
Mithofer, 2005; Pietta, 2000) que comparten la misma estructura genérica, el nucleo de flavan,

que consiste en dos anillos arométicos unidos por un anillo de pirano.

a) Compuestos fendlicos no-flavonoides

Entre los compuestos fendlicos no-flavonoides destacan los acidos fendlicos, los

estilbenos y lignanos.
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Acidos fendlicos

Los acidos fenolicos (Figura 1.5) se pueden clasificar segin su estructura en derivados

del 4cido benzoico y derivados del acido cindmico.

Ry
R,
R, R, R
R,
Acidos Hidroxibenzoicos Acidos Hidroxicindmicos
Acidos R, R, R, Acidos
hidroxibenzoicos hidroxicinamicos
p-hidroxibenzoico H H OH H p-cumarico
Protacatéquico H OH OH H Cafeico
Vanilico H OCHs3 OH H Ferdlico
Siringico H OCHs OH OCHs Sindpico
Gdlico H OH OH OH

Figura 1.5: Estructura quimica delos principales acidos fendlicos

Estos compuestos consisten en un anillo de benceno unido a un grupo carboxilico
(acidos benzoicos) o a un acido propenoico (acidos cindmicos). En muchas frutas y verduras,
los compuestos derivados del 4cido cindmico (especialmente el 4cido caf€ico) estan presentes
como derivados del éster (acido clorogénico) y muestran un alto potencial como antioxidantes
(Sova, 2012). Los acidos hidroxibenzoicos incluyen los é&cidos galicos, p-hidroxibenzoico,
protocatéquico, vanilico y siringico. Los acidos hidroxicindmicos mds importantes son el

caféico, fertlico, p-cumadrico y sindpico (Abramovic, 2015).

Estilbenos

Los estilbenos (Figura 1.6) son compuestos fendlicos (Nunes, Rodrigues, Vinha, Alves,
& Oliveira, 2018) que muestran dos anillos aromaticos unidos por un puente de etano, y existen

en forma monomérica (resveratrol, oxyresveratrol) y oligomérica como oligdmeros de
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estilbenos (dimeros, trimeros o polimeros de resveratrol) u otros estilbenos. (piceida, astringina,

etc.) (Charles, 2013). Los estilbenos son importantes debido a sus efectos beneficiosos para la

salud.
R,
Ry
Estilbenos R, R,
Resveratrol OH H OH
Piceda OGlc H OH
Astringina  OGlIc OH OH
Figura 1.6: Estructura quimica delos principales estilbenos
Lignanos

Los lignanos (Figura 1.7) son un grupo de compuestos fendlicos, que se presentan en
altas concentraciones en la linaza y otras semillas (Landete, 2011), raices, hojas, frutos y partes
lefiosas de plantas vasculares (Ekiert, Szopa, Ekiert, Krzek, & Dzik, 2013) y granos
(Gerstenmeyer, Reimer, Berghofer, Schwartz, & Sontag, 2013). Las estructuras de los lignanos
estan construidas en unidades C6-C3 (un esqueleto de propilbenceno) derivadas de unidades de

cinamilo.

4 )

\_ /

Figura 1.7: Estructura quimica genérica de loslignanos
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b) Compuestos fendlicos flavonoides

Los compuestos fendlicos flavonoides comparten la misma estructura genérica (Figura
1.8): el nacleo de flavan, que consiste en dos anillos aromaticos (A y B) unidos por un anillo
de pirano (C). Las diferencias en la ubicacion del enlace del anillo B con el anillo C permiten
diferenciar entre los flavonoides (2-fenilbenzopiranos), los isoflavonoides (3-
fenilbenzopiranos) y los neoflavonoides (4-fenilbenzopiranos). El grupo 2-fenilbenzopirano,
mas abundante con diferencia, puede dividirse adicionalmente en 3-hidroxiflavonoides
(flavonoles, flavanoles, antocianidinas, flavononoles) y flavonoides sin sustituyente en Cs
(flavononas y flavonas). Las flavonas difieren de las flavanonas por un doble enlace C>-Cs

(Andersen & Jordheim, 2010).

4 T

B 4’

A 6’ 5’

7" /

Figura 1.8: Estructura quimica genérica de los compuestos fendlicos flavonoides

Flavonoles

Los flavonoles (Figura 1.9) se identifican por la ubicacion del grupo alcohol en el anillo
C. En general, los restos de azucares mas frecuentes en los flavonoles son la glucosa, ramnosa,
galactosa y arabinosa (Rahman, 2012). Los principales flavonoles de la dieta son la quercetina,

miricetina, rutina, isoramnetina y kaempferol.

Uno de los flavonoles mas importantes es la quercetina. La quercetina, 3,3'4',5,7-
pentahidroxiflavona, esta presente en frutas y verduras. En las hojas y otras partes de las plantas
aparece como agliconas y glucésidos, en los cuales uno o mas grupos de azucares se unen a
grupos fenolicos por un enlace glicosidico. En general, los glucésidos de quercetina contienen
un grupo de azicar en la posicion 3, como por el ejemplo la rutina que presenta el disacarido

rutinosa en dicha posicion (Wach, Pyrzynska, & Biesaga, 2007).
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Principales
flavonoles R, R;
Quercetina OH H H
Miricetina OH OH H
Rutina H OH Rutinosa
Isoramnetina OCHgs H H
kaempferol H H H

Rutinosa

Figura 1.9: Estructura quimica delos principales flavonoles.

Flavanonolesy flavonas

Las flavonas y los flavononoles (Figura 1.10) se caracterizan por la presencia de un
enlace C»-C3 saturado y un atomo de oxigeno (grupo carbonilo) en la posicion 4. Los
flavononoles difieren de las flavonas al tener un grupo hidroxilo en la posicién 3 y a menudo
se les llama 3-hidroxifononas o dihidroflavonoles (Shahidi & Naczk, 2004). Las flavonas se
pueden encontrar en todas las partes de las plantas: tallo, hojas, brotes, corteza, duramen,
espinas, raices, rizomas, flores, frutos, semillas y también en los exudados o resinas de raices y

hojas (Singh, Kaur, & Silakari, 2014).

Flavanoles

Estos compuestos fendlicos representan la subfamilia mas compleja de flavonoides,
dado que pueden encontrarse como unidades monoméricas simples llamadas catequinas, o

formando oligémeros y/o polimeros conocidos como taninos condensados.
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S D

R,

\ Flavanonoles Flavonas /

Figura 1.10: Estructura quimica genérica delos flavononolesy flavonas

La estructura basica del grupo de las catequinas presenta dos carbonos quirales, lo que
proporciona cuatro formas isoméricas ortohidroxiladas en las posiciones C3' y Cs> del anillo B:
la (+)/(-) catequina y la (+)/(—)-epicatequina. La presencia de un tercer grupo hidroxilo en el
Cs> origina los flavanoles (+)/(—)-galocatequina y (+)/ (-)-epigalocatequina (Figura 1.11).
Adicionalmente, estos monomeros pueden presentarse esterificados con acido galico en la

posicion Cs, dando lugar a los correspondientes 3-galatos.

De acuerdo con su estructura, los taninos pueden dividirse en dos clases de
macromoléculas, denominadas taninos hidrolizables y taninos condensados. Los taninos
hidrolizables tienen una masa molecular que oscila entre 500 y 5000 Da (Arapitsas, 2012).
Ademas de su caracter astringente (Shahat & Marzouk, 2013), tienen una importante actividad
antioxidante (Figueroa-Espinoza, Zafimahova, Alvarado, Dubreucq, & Poncet-Legrand, 2015).
Los taninos condensados o proantocianidinas son polimeros de alto peso molecular con una
masa molecular de hasta 30000 Da. Estos se forman a partir del acoplamiento oxidativo de
unidades flavanol entre las posiciones Cs del heterociclo central (posicion electrofila) y el Ce
y/o Cg del monomero adyacente (posicion nucledfila) (Sarni-Manchado & Cheynier, 2006). El
término proantocianidina se refiere a la capacidad de los taninos condensados para
transformarse en antocianidinas por calentamiento en medio 4cido (reaccién de Bate-Smith) a

partir de la ruptura del enlace interflavanico.
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Ry
R,

Principales R, R,
flavanoles

Catequina H H OH

Epicatequina H OH H

Galactocatequina OH H OH

Epigaactocatequina OH OH H

Figura 1.11: Estructura quimica de los principales flavanoles monoméricos

Flavanonas

Las flavanonas (Figura 1.12) abarcan una amplia gama de compuestos con sustituciones
O y/o Cen el anillo A o B, por ejemplo, hidroxi, metoxi, metilendioxi, O y C-glucésidico, C-
metilo, C-bencilo, sustituyentes C-hidroximetilo, C-formilo, C-isoprenilo (incluidos los anillos
de furano o dihidrofurano), conjugaciones con estilbeno, anastatina, acido fendlico y

diarilheptanoides.

Las flavanonas estan presentes en aproximadamente 42 familias de plantas superiores,
especialmente en Compositae, Leguminosae y Rutaceae (Iwashina, 2000). Dependiendo del
tipo de planta, las flavanonas se pueden encontrar en todas las partes de la planta, desde la parte
vegetativa hasta los 6érganos generativos: tallo, ramas, corteza, flores, hojas, raices, rizomas,
semillas, frutas, cascaras, etc. Las concentraciones mas altas de flavanonas se encuentran en la
cascara en comparacion con la parte carnosa de los frutos citricos (Nogata et al., 2006). Entre
las flavanonas, las agliconas de naringenina y hesperetina y sus glucésidos tienen un particular

interés debido a su alta prevalencia en los alimentos.
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Ry
R;
Flavanonas
. R,
principales
Naringenina H OH
Hesperetina OH OCH:
Eriodictiol OH OH
| sosakuranetina H OCH;

Figura 1.12: Estructura quimica de las principales flavanonas

Antocianidinas

Las antocianinas son uno de los grupos de pigmentos responsables del color en algunas
frutas y flores (Cavalcanti, Santos, & Meireles, 2011; Zhang et al., 2015). Las antocianidinas

(Figura 1.13) cuando se unen a una o mas unidades glicosidicas se denominan antocianinas.

Las antocianidinas estdn unidas a una o mas unidades glicosidicas, que son
polihidroxiglicosiladas y polimetoxidasivados de sales de 2-fenilbenzopirilio. Las unidades
glicosidicas pueden estar unidas a la antocianidina por enlaces o o B, y siempre en la posicion
3 del aglicon. Cuando hay azucares adicionales presentes en la molécula de antocianina, se
unen a las posiciones 5y 7, y con menor frecuencia a 3' y 5'. Los azlcares encontrados en las
antocianinas pueden ser hexosas (glucosa y galactosa) y pentosas (xilosa, arabinosa) (Osorio et

al., 2012). Las moléculas de antocianina son inestables y se degradan facilmente (Reque et al.,
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2014) debido al efecto de altas temperaturas y pH, y con la presencia de luz, oxigeno,
disolventes, iones metalicos, dcido ascorbico, sulfito y enzimas (Castaneda-Ovando, Pacheco-

Hernéndez, Pdez-Hernandez, Rodriguez, & Galan-Vidal, 2009; Cavalcanti et al., 2011).

4 ® = )
Principales

antocianidinas R,
Peargonidina H H
Cianidina OH H
Ddfinidina OH OH
Peonidina OCHz3 H
R, Petunidina OCHs OH

\ Malvidina OCH3s OCH3s /

Figura 1.13: Estructura quimica de las principales antocianidinas

| soflavonoides

Los isoflavonoides (Figura 1.14) son un grupo de compuestos heterociclos de oxigeno
que pertenecen a la familia de los fitoestrégenos (Xiao, Cao, Wang, Zhao, & Wei, 2009). Los
isoflavonoides mas comunes son la daidzeina, la genisteina y la gliciteina (Herrera et al., 2015),
que se producen en las legumbres, especialmente en la soja (Balisteiro, Rombaldi, & Genovese,

2013), y en las plantas aparecen de forma glicosidada.

4 )

R; Principales R,
R, | soflavonoides
Daidzeina H H
Genisteina H OH
Gliiciteina OCHs H

N\ J

Figura 1.14: Estructura quimica de los principales isoflavonoides

c) Interésdelos compuestos antioxidantes a nivel industrial

La oxidacioén de los lipidos es una de las principales causas del deterioro de la calidad
de los alimentos y de la generacion de malos olores y sabores; provoca la alteracion de la textura
y el color, y disminuye tanto su valor nutricional como vida util (Alamed, Chaiyasit,
McClements, & Decker, 2009). Se han desarrollado numerosos métodos de control de la

velocidad y alcance de la oxidacion de los lipidos en los alimentos, pero la adicion de
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antioxidantes es uno de los mas efectivos. Los antioxidantes se han convertido en un grupo
indispensable de aditivos alimentarios principalmente debido a sus capacidad de prolongar la
vida util de los productos alimenticios sin ningiin efecto adverso en sus cualidades sensoriales
o nutricionales, tanto que segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO), “los antioxidantes son sustancias que se utilizan para conservar los
alimentos al retardar el deterioro, la rancidez o la decoloracion debido a la oxidacién por
radicales libres” (Shahidi, Janitha, & Wanasundara, 1992). Los antioxidantes para uso en
sistemas alimentarios deben ser baratos, inocuos y efectivos en bajas concentraciones; no deben
tener olor, sabor o color propio; deben ser faciles de incorporar y tener una buena solubilidad

en el producto al que tienen que ser incorporados (Kiokias, Varzakas, & Oreopoulou, 2008).

Se ha demostrado que los compuestos fendlicos contribuyen a la mejora del color, sabor,
aroma y estabilidad oxidativa del producto (Naczk & Shahidi, 2004). Concretamente, los
antocianos se utilizan como colorantes alimentarios naturales, dada su elevada solubilidad en
agua y la amplia gama de colores que pueden proporcionar en funciéon del pH del alimento

(Bordignon-Luiz, Gauche, Gris, & Falcao, 2007; Lapornik, Prosek, & Golc Wondra, 2005).

Por otra parte, debido a la creciente preocupacion de los consumidores sobre la posible
toxicidad de los antioxidantes sintéticos incorporados a los alimentos para prevenir su
oxidacion durante el almacenamiento y/o procesado, son numerosos los estudios que
promueven la substitucion de los mismos por compuestos fenolicos de origen vegetal como

antioxidantes naturales saludables (Babbar, Oberoi, Uppal, & Patil, 2011).

1.3.2. Procesos de extraccion solido-liquido

La extraccion solido-liquido es una de las operaciones unitarias méas ampliamente
utilizadas en la industria alimentaria y, entre otros fines, se aplica en la recuperacion de ciertos
compuestos bioactivos retenidos en la matriz de productos naturales (Grigoras, Destandau,
Lazar, & Elfakir, 2012). En las ultimas décadas, este proceso juega un papel determinante en
el aislamiento de compuestos antioxidantes de origen vegetal para su posterior utilizacion en la
preparacion de suplementos dietéticos o nutracéuticos, ingredientes funcionales y/o aditivos

para productos alimentarios, farmacéuticos o cosméticos (Cacace & Mazza, 2003).

1.3.2.1. Fundamentos

La extraccion sélido-liquido es un proceso controlado por la transferencia de materia

mediante el cual el compuesto de interés pasa desde la matriz del alimento (s6lido) hasta el seno
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de la fase liquida. Dicho transporte tiene lugar en dos etapas: una primera etapa de lavado, en
la que se produce una rapida transferencia del compuesto de interés (soluto) desde la superficie
del solido al disolvente; y una segunda etapa mas lenta de transferencia del soluto desde el
interior del sélido principalmente mediante difusién (Sturzoiu, Stroescu, Guzun, & Dobre,
2011). En la mayoria de sistemas de extraccion de la industria alimentaria, puede asumirse que
la segunda etapa es el paso limitante del proceso (Cacace & Mazza, 2003; Hojnik, Skerget, &
Knez, 2008), debido a la resistencia natural que ofrece la fase s6lida (a menudo tejidos de origen
vegetal) a la transferencia de materia y/o penetracion de liquidos (Cissé et al., 2012). Como
consecuencia de esta resistencia natural, el proceso de extraccion solido-liquido es lento, poco
eficiente y presenta un elevado consumo de disolvente, lo que dificulta su uso a nivel industrial

(Shirsath, Sonawane, & Gogate, 2012; Virot, Tomao, Le Bourvellec, Renard, & Chemat, 2010).

No existe una metodologia estandarizada y aplicable a la recuperacion de todos los
compuestos bioactivos de interés ya que el proceso de extraccion solido-liquido es una
operacion heterogénea y multicomponente (Naczk & Shahidi, 2004), cuyo rendimiento es
funcion de las condiciones de operacion, del disolvente utilizado, de la materia prima de-partida
y de las caracteristicas hidrofilas o lipofilas de los compuestos que se desea extraer (Grigoras

et al., 2012).

Como consecuencia de la investigacion e innovacion tecnoldgica en este campo, en las
ultimas décadas se han desarrollado toda una serie de técnicas de caracter mas eficiente que la
extraccion convencional para mejorar la recuperacion de compuestos bioactivos presentes en
los tejidos de origen vegetal (He et al., 2016). Entre estas técnicas cabe mencionar la extraccion
asistida por microondas o por ultrasonidos de potencia, la extraccion con fluidos supercriticos
o la extraccion acelerada con disolventes presurizados, entre otras (Bimakr, Ganjloo, &
Noroozi, 2019; Gadjalova & Mihaylova, 2019; Palsikowski, Besen, Santos, da Silva, & da
Silva, 2019; Varghese & Pare, 2019). Todas estas metodologias se caracterizan por acortar el
tiempo de extraccion, reducir el consumo de disolvente y energia, incrementar el rendimiento

del proceso y mejorar la calidad de los extractos (Wang & Weller, 2006).

De entre ellas, la extraccion asistida por ultrasonidos de potencia es una de las técnicas
mas ampliamente utilizada tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial, debido a su
efectividad y a que su equipamiento es relativamente barato y facil de utilizar (Cheung, Siu, &

Wu, 2013). Ademas, los ultrasonidos pueden ser utilizados practicamente con cualquier
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disolvente y permiten la extraccion de compuestos termolabiles a temperaturas bajas o

moderadas (Wang & Weller, 2006).

1.3.2.2. Los ultrasonidos de potencia

La energia acustica es uno de los tipos fundamentales de energia que pueden encontrarse
en la naturaleza. Las ondas que la componen son oscilaciones mecanicas en el tiempo y en el
espacio que, a diferencia de las ondas electromagnéticas, necesitan de un medio material para

su propagacion (Robles-Ozuna & Ochoa-Martinez, 2012).

Las ondas acusticas pueden clasificarse en funciéon de su frecuencia (Figura 1.15),
denominandose ondas subsonicas aquéllas que se encuentran por debajo de los 20 Hz; ondas
sonicas, las que presentan frecuencias comprendidas entre 20 Hz y 20 kHz, rango que
aproximadamente delimita el campo de audicion humano; y ondas ultrasénicas o ultrasonidos,

que son aquéllas que superan los 20 kHz de frecuencia (Povey & Mason, 1998).

/ o 10 10° 10° 10* 10° 10%° 10’ \

|:| 0 — 20 Hz Ondas subsonicas
|:| 20 Hz — 20 kHz Ondas sdnicas. Rango de audicién humano

- 20 kHz — 100 kHz Aplicaciones més frecuentes de los ultrasonidos de potencia

\- 500 kHz — 10 MHz Aplicaciones més frecuentes de |os ultrasonidos de sefial /

Figura 1.15: Clasificacion delas ondas acusticas en funcion de la frecuencia

A su vez, los ultrasonidos pueden clasificarse segin sus aplicaciones industriales, a
partir de su frecuencia e intensidad. Por una parte, se distinguen los ultrasonidos de sefial, de
baja potencia o de baja intensidad. Estos se caracterizan por presentar frecuencias comprendidas
entre 500 kHz y 10 MHz, e intensidades inferiores a 1 W/cm?. Dado que la energia transmitida
al medio por este tipo de ultrasonidos es débil, su aplicacion no induce cambios fisicos,
mecénicos, quimicos y/o bioquimicos en el sistema. De ahi, su uso en el control de procesos y

en el andlisis no invasivo de materiales. Ejemplos de ello serian la imagen médica, los sondeos
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submarinos o la monitorizacion de la composicion y/o propiedades de los alimentos durante su
procesado y/o almacenamiento (Robles-Ozuna & Ochoa-Martinez, 2012). Estas aplicaciones
diagnosticas se basan en el estudio de la variacion de las propiedades de las ondas acusticas
(velocidad, atenuacién) a su paso por un medio fisico concreto (Carcel, Garcia-Pérez, Benedito,

& Mulet, 2012).

Por otra parte, se definen los ultrasonidos de potencia, también conocidos como de alta
intensidad, cuyas frecuencias oscilan entre los 20 y 100 kHz y su intensidad es superior a 1
W/cm?. Este tipo de ultrasonidos tiene la capacidad de producir cambios en las propiedades
fisicas, mecénicas, quimicas y/o bioquimicas del material o proceso en el que se aplican,
derivando de ello una amplia gama de aplicaciones industriales (Awad, Moharram, Shaltout,

Asker, & Youssef, 2012).

Al igual que cualquier tipo de onda, los ultrasonidos se caracterizan por una serie de
pardmetros, entre los que destacan principalmente la frecuencia, la intensidad y potencia
acusticas, y la atenuacion (Garcia-Pérez, 2007). La frecuencia (Hz) se define como el nimero
de vibraciones o ciclos completados por la onda por unidad de tiempo. Por su parte, se entiende
por intensidad de una onda actstica (W/m?), la energia media transmitida por unidad de tiempo
a través de la unidad de area perpendicular a la direccion de propagacion de la onda. La potencia
acustica (W) es la energia total irradiada por la fuente ultrasénica por unidad de tiempo, y puede
calcularse a partir de la intensidad actstica y el area de la superficie radiante. Por ultimo, la
atenuacion se define como la disminucion de la intensidad de la onda durante su propagacion
por un medio, al aumentar la distancia a la fuente que la produce. Este fenémeno puede ser
consecuencia de la reflexion, dispersion y/o difraccion de la onda, asi como de la conversion

de parte de la energia cinética en calor.

Los efectos atribuidos a los ultrasonidos de potencia pueden ser muy diferentes en
funcion del medio fisico sobre el que se apliquen (Carcel et al., 2012). En el caso de medios
liquidos, la mayoria de los efectos estan asociados al fendmeno de cavitacion, que consiste en
la formacion, crecimiento e implosion de nano y/o microburbujas de gas en el seno del liquido
como consecuencia de las fluctuaciones de presion generadas por el paso de las ondas
ultrasonicas (Shirsath et al., 2012; Virot et al., 2010). Cuando los ultrasonidos se propagan a
través de un fluido, las moléculas oscilan alrededor de su posicidon de equilibrio, haciendo que
las distancias intermoleculares se modifiquen continuamente siguiendo ciclos alternos de

compresion y descompresion. Durante los ciclos de compresion, los ultrasonidos ejercen una
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presion positiva sobre el liquido y las moléculas tienden a aproximarse. Mientras que, durante
los ciclos de descompresion, se produce el efecto contrario, generandose una presion negativa
que tiende a separar las moléculas. Alcanzado un cierto umbral de intensidad ultrasonica, la
disminucién de presion durante el ciclo de descompresion puede vencer las fuerzas de atraccion
entre moléculas vecinas, pudiendo aparecer cavidades en el seno del liquido a partir de nticleos

de gas preexistentes (Esclapez, Garcia-Pérez, Mulet, & Carcel, 2011).

El intercambio de gas entre el liquido y las burbujas de cavitacion es proporcional al
area de transferencia. Durante los ciclos de descompresion o presion negativa, el flujo de gas
se produce desde el liquido hacia la burbuja, haciendo que ésta se expanda. No obstante, durante
el ciclo de compresion o presion positiva, el flujo de gas tiene lugar en direccion opuesta y la
burbuja se contrae. Si el flujo de gas del sistema burbuja-liquido es similar en ambas
direcciones, las oscilaciones de tamafio son regulares, apareciendo la denominada cavitacion
estable. Esta suele darse cuando la intensidad ultrasénica no es muy elevada y/o cuando las
ondas acusticas son de frecuencia alta. No obstante, bajo condiciones de elevada intensidad y
baja frecuencia ultrasdnicas, la cantidad de gas que gana la burbuja en el ciclo de expansion es
mayor que la perdida durante el ciclo de compresion, apareciendo la cavitacion transitoria. En
ella, la burbuja crece progresivamente en cada ciclo (Figura 1.16) hasta que, alcanzado el
tamano critico en resonancia con la frecuencia ultrasonica aplicada, la burbuja implosiona
(Carcel, 2003; Patist & Bates, 2008). Ello genera un punto localizado de elevada energia, donde
se estima que las condiciones de presion pueden alcanzar valores de 1000 atm (Bhaskaracharya,

Kentish, & Ashokkumar, 2009).

Ademas, la implosion de las burbujas de cavitacion provoca un gran numero de efectos
mecanicos en el sistema, tales como microcorrientes, turbulencia y colisiones intermoleculares
a alta velocidad (Shirsath et al., 2012). Adicionalmente, en el caso de sistemas sélido-liquido,
tiene lugar la formacion de microinyecciones (Figura 1.17) como consecuencia de la implosion
asimétrica de las burbujas de cavitacion en posiciones cercanas a la interfase solido-liquido.
Las microinyecciones pueden alterar de forma significativa las caracteristicas y estructura del
solido, pues pueden provocar el descamado y erosion de su superficie, asi como la formacion
de microfracturas, con la consecuente dispersion de particulas, el descubierto de nuevas
superficies activas y el incremento de transferencia de materia entre las dos fases (Vilkhu,

Mawson, Simons, & Bates, 2008; Ye, Feng, Xiong, & Xiong, 2011).
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Figura 1.16: Crecimiento de las burbujas de cavitacion en € seno de un liquido sobre € que se aplican
ultrasonidos de potencia (Cér cel, 2003).

La intensidad de la cavitacion, asi como sus efectos, depende de las caracteristicas del
medio y de las variables del proceso (frecuencia e intensidad ultrasonicas y temperatura)

(Carcel et al., 2012).

El equipo necesario para la aplicacion de ultrasonidos de potencia estd constituido por
tres elementos fundamentales: un generador, un transductor y un emisor (Garcia-Pérez, 2007).
El generador transforma la sefal eléctrica de la red a la frecuencia deseada. El transductor, que
suele ser un cuerpo vibrante, es la fuente que genera los ultrasonidos a partir de la sefal eléctrica
de alta frecuencia que recibe del generador. El emisor, por su parte, es el elemento que transmite
la energia actstica generada por el transductor al medio que se desea tratar (Patist & Bates,

2008).

Entre los equipos de aplicacion de ultrasonidos en medio liquido destacan
principalmente los bafos y los sistemas tipo sonda. Los bafios de ultrasonidos son posiblemente
los sistemas de aplicacion de ultrasonidos de potencia mas utilizados, debido a que se trata de
equipos simples, compactos y econdmicos, con los transductores colocados en la base del
recipiente y con el sistema de generacion-emision incluido en el mismo. Sus principales
limitaciones son la poca potencia que, comparados con otros sistemas, suministran al medio; la
dificultad en el control de temperatura; y la variacion de la intensidad ultrasonica en funcion de
la posicion dentro del bafio. En los equipos tipo sonda, se utiliza una sonda metalica como

emisor del sistema para aplicar al medio liquido la vibracién generada por el transductor. El
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material utilizado para su fabricacion debe tener una alta resistencia a la erosion que provoca

el fendmeno de cavitacion.

/ Efecto de microcorrientes en \

el seno dd liquido

Burbujade
cavitacion

Microinyecciones

/

K Superficie s@

Figura 1.17: Formacién de microinyecciones en una interfase solido-liquido como consecuencia del fendmeno de
cavitacion producido por la aplicacién de ultrasonidos de potencia (Gonzalez-Centeno, 2013).

Al propagarse los ultrasonidos por un medio, se transmite energia aclstica que puede
ser disipada en forma de calor debido a los rozamientos producidos entre moléculas y al trabajo
realizado al desplazarlas en un medio sujeto a fuerzas de cohesion contrarias al desplazamiento
de las mismas (Garcia-Pérez, 2007). La absorcion de los ultrasonidos y, consecuentemente, el
calentamiento del medio depende de las caracteristicas viscosas del mismo, asi como de la

frecuencia y potencia ultrasonicas aplicadas (Carcel, 2003).

Otro aspecto importante es la caracterizacion de la intensidad del campo acustico que
realmente actia sobre el sistema, dado que la potencia nominal del equipo no se corresponde
con su potencia real de trabajo. Los métodos calorimétricos, basados en la medida de la

generacion de calor que se produce en un medio al aplicar ultrasonidos, son los mas utilizados.

1.2.2.3. Extraccion sdlido-liquido de compuestos bioactivos asistida acusticamente

Una de las aplicaciones mas importantes de los ultrasonidos de potencia en la industria
alimentaria es la intensificacion de procesos de extraccion sélido-liquido para la obtencion de

componentes bioactivos de origen vegetal (Vilkhu et al., 2008).

La extraccion convencional presenta ciertas limitaciones en cuanto al tiempo y
temperatura de trabajo, el consumo de energia y el volumen de disolvente utilizado. La

aplicacion de ultrasonidos de potencia permite, en muchos casos, mejorar el proceso y también
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acelerarlo, gracias a los efectos derivados del fendmeno de cavitacion (Esclapez et al., 2011).
Segun Mason et al. (2011), son cuatro los mecanismos interconectados a través de los cuales

los ultrasonidos de potencia incrementan la eficacia del proceso de extraccion sélido-liquido:

e Rotura de las paredes celulares: como consecuencia de la formaciéon de

microinyecciones a raiz de la implosion asimétrica de las burbujas de cavitacion en la
zona proxima a la interfase solido-liquido. La rotura de las paredes celulares aumenta la
permeabilidad del tejido vegetal, libera el material intracelular y reduce el tamafio de
particula, incrementando progresivamente la superficie solida en contacto con el

disolvente de extraccion.

e Incremento de la solubilidad de los analitos: provocada por el incremento localizado de

la temperatura en la zona de implosion de las burbujas de cavitacion.

e Mejora de la penetracion del disolvente en la matriz del soluto: como consecuencia del

aumento localizado de presion, asi como de la rotura y erosion de la superficie,
originadas por las microinyecciones, se mejora la penetracion del disolvente en la matriz

del s6lido.

e Mejora de la difusién: gracias a que los ultrasonidos provocan microcorrientes que

favorecen la continua renovacion de la capa de disolvente en contacto con la superficie

del s6lido.

La conjuncion de todos estos cuatro sucesos da lugar al incremento de la transferencia
de materia desde la matriz del solido vegetal hasta el seno del disolvente, al mismo tiempo que
permite, con respecto a la extraccion convencional, trabajar a temperaturas inferiores y reducir

el tiempo del proceso.

La influencia de variables tales como el tipo de disolvente (Dranca & Oroian, 2016;
Grigoras et al., 2012; Heleno et al., 2016), la temperatura de trabajo (Gonzalez-Centeno,
Comas-Serra, Femenia, Rosselld, & Simal, 2015; Machmudah et al., 2012; Um, Han, & Lee,
2018), el tamafio de particula (Aguil6-Aguayo, Walton, Vinas, & Tiwari, 2017; Khan, Abert-
Vian, Fabiano-Tixier, Dangles, & Chemat, 2010; XulJie & Wei, 2008) o el ratio s6lido-liquido
(Cissé et al., 2012; Moorthy, Maran, Surya, Naganyashree, & Shivamathi, 2015; Xu et al.,
2014), han sido las mas estudiadas en procesos acusticos de extraccion. El trabajo realizado por
Heleno et al. (2016) evalu¢ el efecto del disolvente de extraccion (etanol, hexano y limoneno)

en la extraccion de ergosterol asistida por ultrasonidos de potencia de la matriz Agarius
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bisporus. El estudio concluy6 que el tipo de disolvente utilizado en el proceso de extraccion
afecto significativamente en el rendimiento de extraccion, obteniendo un mayor rendimiento
de extraccion de ergosterol utilizando etanol como disolvente. Um et al. (2018) evaluaron el
efecto de la temperatura (30, 40 y 50 °C) en el proceso de extraccion acustica de compuestos
antioxidantes de rosa china (rugose rose) mediante la determinacion del contenido total en
polifenoles y flavonoides y la actividad antioxidante. Este estudio concluyo6 que la temperatura
de extraccion afectd significativamente en la extraccion de compuestos antioxidantes, siendo
40 °C la temperatura de extraccion dptima. El estudio realizado por Aguilé-Aguayo et al. (2017)
evalud el efecto del tamaio de particula (>450, 355-250, 150-120 y <90 um) en la extraccion
de B-glucanos de subproductos de champiiién. Observaron que el tamafio de particula afect6
significativamente en el rendimiento de extraccion de B-glucanos, siendo el intervalo de tamafio
de particula 355-250 um con el que se obtuvo un mayor rendimiento de extraccion. Finalmente,
Xu et al. (2014) evaluaron el efecto del ratio sélido-liquido sobre la extraccion acustica de
pectinas de la piel de uva. Se evaluaron cinco ratios sélido-liquido (1/30, 1/40, 1/50, 1/60 y
1/70), concluyendo que dicho pardmetro fue determinante en el proceso de extraccion de
pectinas y observaron que los rendimientos mas elevados se obtuvieron con las ratios 1/50, 1/60

y 1/70 sin diferencias significativas entre ellos.

1.4. Procesado de alimentos

Los métodos de conservacion implican operaciones a las que se somete el alimento con
el objetivo de aumentar la vida util y seguridad de los alimentos para su consumo. Los métodos
mas comUnmente utilizados para la conservacion de alimentos se basan en tratamientos

térmicos mediante aplicacion de frio o calor.

1.4.1. Congelacién

La congelacion es una operacion unitaria en la que la temperatura del alimento se reduce
por debajo de su punto de congelacion, con lo que una proporcion del agua que contiene cambia

de estado formando cristales de hielo.

Fundamentos

La inmovilizacion del agua en forma de hielo y el aumento de la concentracion de los
solutos en el agua no congelada reduce la actividad de agua del alimento. La conservacion por
congelacion se consigue, por tanto, por un efecto combinado de bajas temperaturas y reduccion

de la actividad de agua (Fellows & Trepat, 1993). En la literatura se acepta que un proceso
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rapido de congelacion preserva mejor la microestructura, ya que induce la generacion de un
gran nimero de pequeios cristales de hielo que causan menor rotura de las paredes celulares,
y por consiguiente un menor deterioro de la textura (Brown, 1977; Chassagne-Berces et al.,
2009; Delgado & Rubiolo, 2005; Marti & Aguilera, 1991). Sin embargo, una velocidad de
congelacion demasiado rapida puede provocar la rotura del producto debido a las diferencias

de densidad del hielo con el agua que pueden alterar la textura.
Efecto sobre los alimentos

El principal efecto de la congelacion sobre la calidad de los alimentos es el dafio celular
ocasionado por el crecimiento de los cristales de hielo (Chassagne-Berces et al., 2009; Delgado
& Rubiolo, 2005; Fellows & Trepat, 1993). Los cambios fisicos que se producen en los cristales
de hielo (por ejemplo: cambios de forma, tamafio y orientacion) conocidos en su conjunto como
recristalizacion, son responsables en gran medida de la pérdida de calidad de los alimentos
congelados. Los dafios celulares provocados por la congelacion y la recristalizacion dan lugar
a una pérdida de componentes celulares, que se manifiesta durante la descongelacion como un

exudado, que contiene diversos nutrientes hidrosolubles (Flerchinger et al., 2004).

Los cambios que sufren los tejidos animales o vegetales debidos a la congelacion son
muy diversos. Las carnes, por ejemplo, poseen una estructura fibrosa y durante la congelacion,
en lugar de romperse, las fibras se separan, por lo que su textura no se ve practicamente
modificada. Sin embargo, como la estructura celular de las frutas y verduras es mas rigida, los
efectos de la formacion de los cristales de hielo suelen ser mayores. La intensidad de estos
efectos depende del tamafio de los cristales, y, por tanto, de la velocidad de transferencia de
calor. En la bibliografia se encuentran estudios donde se observd que la calidad de las frutas
congeladas y posteriormente descongeladas depende del tipo de fruta (Sousa, Canet, Alvarez,
& Fernandez, 2007), la variedad (Gonzalez, de Ancos, & Cano, 2002), la calidad inicial y el
estado de maduracion (Chassagne-Berces, Fonseca, Citeau, & Marin, 2010) o el tiempo que

transcurre entre la cosecha y el procesado (Phan & Mimault, 1980).

Asimismo, para explicar los cambios que se producen en la estructura de los alimentos
debidos a la congelacion, es muy importante conocer en qué forma se encuentra el agua en los
tejidos. Por una parte, el agua ligada a proteinas, lipoproteinas, etc., no sufre cambios durante
la congelacion y por otra parte el agua retenida en las estructuras celulares o intracelulares es
la que se transforma en cristales de hielo durante el proceso de congelacion. La Figura 1.18

ilustra el efecto de la velocidad de congelacion sobre los tejidos vegetales. Cuando el proceso
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de congelacion tiene lugar a velocidades bajas (<2 °C/min), el agua retenida se congela
formando cristales grandes. El agua retenida puede encontrarse en el interior de las células y en
los espacios intercelulares. El agua presente en los espacios intercelulares tiene una
concentracion en nutrientes menor que la presente en el interior de la célula, y por ello congela
antes haciendo que el fluido extracelular se concentre en nutrientes, lo que provoca una salida
de agua de las células circundantes para compensar ese aumento de concentracion. Este proceso
da lugar a contraccion de las células, deshidratacion y desnaturalizacion de las proteinas
contenidas en ellas, asi como a roturas de la membrana celular, etc. En resumen, en un proceso
de congelacion lenta tiene lugar la rotura de la estructura celular de los alimentos de manera
que durante la descongelacion las células son incapaces de recuperar su forma y turgencia
originales y como consecuencia, el alimento se reblandece y el material celular se pierde
formando un exudado. Sin embargo, en procesos de congelacion a velocidades mas elevadas
(>20 °C/min) (congelacion rapida), los cristales de hielo que se forman son de menor tamafio,
tanto en el interior de la célula como en los espacios intercelulares, por lo que la estructura
celular resulta menos danada. Ademas, se producen escasas diferencias en la presion de vapor
entre los cristales de hielo y las diferentes zonas de la célula, por lo que la deshidratacion celular
es minima. Por todo ello, la textura del alimento resulta menos afectada. No obstante,
velocidades de congelacion muy elevadas pueden provocar, en algunos alimentos, tensiones

internas, que dan lugar al agrietamiento o rotura de sus tejidos (Meryman, 1963).

4 )
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Figura 1.18: Efecto dela congelacion sobrelostejidos vegetales

Diferentes estudios se han centrado en analizar los efectos de la congelacion sobre la
textura de frutas como cerezas (Alonso, Canet, & Rodriguez, 1994), frambuesas y moras (Sousa

et al., 2007), fresas (Delgado & Rubiolo, 2005) y manzanas (Chassagne-Berces et al., 2010,
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2009) a través de medidas mecénicas y/o sensoriales de las frutas congeladas/descongeladas o
mediante el uso de técnicas microscopicas. Sin embargo, pocos estudios han analizado los
cambios bioquimicos de las frutas causados por la congelacion. Chassagne-Berces et al. (2009)
concluyeron que el efecto de la congelacion sobre los polisacaridos de la pared celular de la
manzana Granny Smith varia segln la velocidad de congelacion; observaron que el proceso de
congelacion que provocd una mayor pérdida de polisacaridos de la pared celular fue la
congelacion rapida por inmersion en nitrogeno liquido. Ademas, los estudios de Loncaric et al.
(2014) y Fernandes et al. (2013) concluyeron que la congelacion provocaba una disminucion
en el contenido de compuestos fenolicos y antioxidantes dependiente de la naturaleza del
alimento. El trabajo de Loncaric et al. (2014) tuvo como objetivo el estudio del efecto de la
congelacion (-18 °C) de puré de manzana de dos variedades (Ideared y Fuji) sobre el contenido
total en polifenoles y la actividad antioxidante determinada mediante dos pruebas (ABTS y
DPPH). El estudio concluy6 que la congelacion provocéd una disminucion en el contenido total
en polifenoles del 77 y 71 % en el puré de manzana de las variedades Ideared y Fuji,
respectivamente, y en la actividad antioxidante medida por ABTS una disminucion
aproximadamente del 65 % en el puré de las dos variedades de manzana y en la actividad
antioxidante medida por DPPH una disminucion del 73 y 93 % en el puré de manzana de las
variedades Ideared y Fuji, respectivamente. El trabajo de Fernandes et al. (2013) tuvo como
objetivo el estudio del efecto de la congelacion (-20 °C), juntamente con otros procesados, sobre
el contenido total en polifenoles y la actividad antioxidante (DPPH) de champifiones. El estudio
concluy6 que la congelaciéon provocod una disminucién del 26% en el contenido total en

polifenoles y un 16% de la actividad antioxidante en los champifiones.

1.4.2. Secado

El secado es uno de los métodos de conservacion de alimentos mas antiguo, y uno de
los més importantes en la industria del procesado de alimentos. El principal objetivo de esta
operacion es prolongar la vida util del alimento mediante la reduccién de su actividad de agua
ya que inhibe el crecimiento microbiano y la actividad enzimatica (Krokida, Foundoukidis, &
Maroulis, 2004). Asi mismo, la disminuciéon del peso y el volumen como consecuencia del

secado reduce los costes de envasado, transporte y almacenamiento.

Durante el proceso de secado, los alimentos pueden experimentar cambios fisicos,
quimicos, estructurales y organolépticos los cuales pueden causar pérdidas de calidad (Di Scala

& Crapliste, 2008).
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1.4.2.1. Liofilizacion

La liofilizacion se define como un proceso de estabilizacion en el cual la materia prima
primero se congela y después se elimina el solvente mediante sublimacion hasta alcanzar
niveles de inhibicion del crecimiento biologico o las reacciones quimicas (Fellows & Trepat,

1993).

Fundamentos

El proceso de liofilizacién de alimentos involucra varias etapas (Fellows & Trepat,

1993):

- Congelacion (y acondicionamiento en algunos casos) a bajas temperaturas.

- Secado por sublimacion del hielo.

El producto para liofilizar debe congelarse de una manera tal que garantice que se
producirdn pocas alteraciones en el proceso posterior de sublimacion. Se debe conocer con
precision la temperatura en la que ocurre la maxima solidificacion, la velocidad 6ptima de
enfriamiento y la temperatura minima de fusion incipiente. Se busca que el producto congelado
tenga una estructura sélida sin intersticios en los que haya liquido concentrado para

proporcionar que todo el secado ocurra por sublimacion.

La presion de vapor de agua del alimento debe mantenerse por debajo de 4.58 mm Hg
para que el agua siga en estado so6lido, de modo que a medida que el alimento se calienta el
hielo sublima directamente a vapor sin llegar a fundirse. Manteniendo la presion por debajo de
la presion de vapor del agua en la superficie del hielo y condensando el vapor se consigue que

la liofilizacion prosiga hasta completarse.

Efecto sobre los alimentos

En comparacion con las técnicas clasicas de deshidratacion, las principales ventajas del
proceso de liofilizacion, consecuencia de los menores dafios estructurales que sufre el alimento,

son (Hammami & Rene, 1997):

e Lamejor conservacion de la mayoria de las propiedades de la materia fresca, tales como

la forma, la apariencia, sabor, color, textura, etc.

e Laalta capacidad de rehidratacion del producto liofilizado.
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La congelacion del producto endurece su estructura y posteriormente evita el
movimiento del soluto y liquido durante la liofilizacion. Asi, cuando se forman los cristales de
hielo, se crea una red uniforme en todo el producto que después de la sublimacion produce una
matriz densa, homogénea y porosa (Hammami & Rene, 1997). Los cambios estructurales mas
importantes provocados en los alimentos por la liofilizacion son el colapso o contraccion y la
porosidad. El colapso o contraccion, definido como la disminucion del tamafio de poro y la
contraccion volumétrica dando lugar al aumento de la densidad aparente especifica (Cui, Li,
Song, & Song, 2008), es el cambio estructural que se da en menor medida en el proceso de
liofilizacion, dejando la porosidad como principal efecto estructural. La porosidad se define
como la relacion que existe entre la fraccion de volumen de poros totales y el volumen total del
alimento (Rahman, Al-Zakwani, & Guizani, 2005). La porosidad afecta a la textura y calidad
de los alimentos de humedad intermedia y baja. Los poros se forman por los espacios pequeios
o grandes que dejan los cristales de hielo durante el proceso de sublimacion. La presencia de
estos poros facilita el secado y posteriormente la rehidratacion del producto seco (Ramirez-
Navas, 2007). De la misma manera, cabe destacar que el hecho de producir una estructura del
alimento mas porosa hace que la matriz del alimento sea mas susceptible a las reacciones
producidas por compuestos oxidantes. Sin embargo, a pesar, de esta desventaja, el proceso de
liofilizacidn, al realizarse a temperaturas bajas, es un proceso respetuoso con los compuestos

termolabiles, como es el caso de los compuestos antioxidantes.

El estudio realizado por Sosa et al. (2012) pudo concluir que la liofilizacién proporciona
laminas de manzana porosas de elevada calidad, consiguiendo una adecuada retencion de
aroma, color y buenas propiedades de rehidratacion. Sin embargo, el estudio realizado por
Loncaric et al. (2014) también refleja un conjunto de inconvenientes derivados de su capacidad
de rehidratacion (higroscopicidad) y porosidad que puede provocar alteraciones por oxidacion,
haciendo imprescindible su envasado en atmosfera inerte. Ademds, su estructura porosa
también provoca que los alimentos liofilizados sean fragiles y deban ser protegidos de dafios
mecénicos. En contrapartida, las reacciones enzimaticas se ven limitadas significativamente y
los fenémenos de pérdida de aroma y la degradacion de vitaminas se ven reducidos en
comparacion con las técnicas de secado clasicas. Se ha estudiado el efecto de la liofilizacion
sobre los compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de los alimentos, demostrandose
que los cambios sufridos en la estructura de los tejidos, ocasionados por este tipo de procesado
facilita su extraccion (Loncaric et al., 2014; Pérez-Gregorio, Regueiro, Gonzalez-Barreiro,

Rial-Otero, & Simal-Géndara, 2011).
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Los alimentos liofilizados, consecuencia de la temperatura de procesado, presentan baja
pérdida de constituyentes volatiles y una importante reduccion del peligro de contaminacion
microbiana, asi como un contenido en humedad muy bajo por lo cual pueden almacenarse
durante largos periodos de tiempo, dando lugar a productos con una alta estabilidad, siempre y
cuando no contengan significativas cantidades de lipidos y/o sean conservados en ausencia de
oxigeno. Sin embargo, el proceso de liofilizaciéon también presenta una serie de desventajas,
entre las que destacan los tiempos elevados de procesado y el elevado consumo de energia

(Duan, Ding, Ren, Liu, & Kong, 2013).
1.4.2.2. Secado convectivo

El secado convectivo es el método mas utilizado para la deshidratacion de alimentos.
Consiste en el calentamiento de la muestra mediante la circulacion de aire caliente con baja
humedad relativa, que promueve la evaporacion del agua de su superficie y, consecuentemente,
reduce el contenido de humedad del solido hasta niveles adecuados mediante la transferencia

de materia desde el eentre-del solido hasta el aire (Clemente, Bon, Sanjuan, & Mulet, 2011).

Fundamentos

El proceso de secado por conveccion se caracteriza por dividirse en tres fases (Figura

1.19) (Fito, Andrés, Albors, & Barat, 2001):

- Periodo de induccién: este es un periodo de estabilizacion en que se equilibran las

condiciones de la superficie del solido y el aire de secado.

- Fase de velocidad de secado constante: la velocidad con que se elimina el agua de

la superficie del solido es menor que la velocidad con que llega a ella desde el
interior de este. De esta manera, la superficie del material se mantiene

constantemente mojada y se comporta como una masa de liquido.

- Fase de velocidad de secado decreciente: el sdlido presenta contenidos en humedad

inferiores al valor critico. En el periodo de velocidad decreciente, en general, la
velocidad de secado esta regida por el desplazamiento interno del agua hacia la
superficie. En gran numero de procesos, puede suponerse que este movimiento es

debido a un mecanismo de difusion.
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Velocidad de secado

Contenido en humedad

Figura 1.19: Etapas del proceso de secado

El proceso de secado viene condicionado, en mayor o menor medida, por diferentes
factores, que se pueden dividir en dos categorias: los dependientes de la materia prima y los
dependientes de las condiciones de operacion. Las propiedades intrinsecas de la materia prima
pueden jugar un papel importante en la velocidad de secado, ya que la composicion y estructura
interna del producto pueden ofrecer mas o menos resistencia al paso del agua por su interior.
En el caso de alimentos de origen vegetal, los parametros mas relevantes son la porosidad y el
tamafio de particula (Mrad, Boudhrioua, Kechaou, Courtois, & Bonazzi, 2012), el grado de
madurez (Femenia et al., 2009) que determinaré la densidad y microestructura del material, y
los pretratamientos (Hiranvarachat, Devahastin, & Chiewchan, 2011). Entre los factores
dependientes de las condiciones de operacion destacan la temperatura y la velocidad del aire de
secado (Ahmed, Sorifa, & Eun, 2010), ademas de la temperatura y humedad ambiente, y la

densidad de carga del secadero.

Efectos sobre los alimentos

Una de las causas de alteracion de la calidad de los alimentos deshidratados mediante
aire caliente reside en las modificaciones en las caracteristicas fisicas. La temperatura y la

velocidad de secado ejercen un efecto determinante sobre la textura de los alimentos. Por lo
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general, la velocidad de deshidratacion rapida y la temperatura elevadas provocan mayores
cambios en los alimentos (Rodriguez et al., 2014). Ademas, a medida que el agua va
eliminandose, los solutos se desplazan hacia la superficie del alimento, aumentando su
concentracion. El mecanismo que rige este proceso y la velocidad de transferencia del agua son
caracteristicos de cada soluto y dependen del tipo de alimento y de las condiciones durante el

proceso de secado.

Las temperaturas elevadas pueden provocar cambios fisicos y quimicos en la superficie
del alimento que conducen a la formacion de una capa superficial dura e impenetrable. Este
fenémeno, que se denomina "encostramiento”, reduce la velocidad de secado y da lugar a un
alimento seco en su superficie y hiimedo en su interior. Este efecto puede minimizarse
controlando los parametros del secado para evitar que se produzca una diferencia
excesivamente alta entre el contenido de agua de la superficie y del interior (Fellows & Trepat,

1993).

El proceso de secado modifica las caracteristicas de la superficie del alimento y por
tanto su color y reflectancia. Estos cambios fisicos son consecuencia de cambios quimicos
experimentados durante el proceso de secado por los pigmentos, entre otros el caroteno y la
clorofila, producidos por el calor y la oxidacion que tienen lugar durante el secado. Por lo
general, cuanto mas largo es el proceso de secado y mas elevada la temperatura, mayores son
los cambios en estos pigmentos (Fellows & Trepat, 1993). Por otra parte, la oxidacion, la
reaccion de Maillard y la actividad enzimatica residual favorecen la aparicion de pardeamiento

durante el almacenamiento del alimento (Garau, Simal, Rossello, & Femenia, 2007).

El efecto del secado sobre los compuestos bioactivos de los alimentos de origen vegetal
depende de las caracteristicas de cada uno de ellos, y de la técnica y condiciones de secado
utilizadas. Los estudios realizados por Garau et al. (2007) y Femenia et al. (2009) sugieren que
la temperatura 6ptima de secado para la preservacion del contenido de fibra alimentaria de piel
y pulpa de naranja y kiwi, respectivamente, fue entre 40 y 70 °C. Las mayores pérdidas de
polisacaridos de la pared celular (~13%) se encontraron en las muestras secadas a temperaturas
elevadas (90 °C) y también a temperaturas bajas (30 °C), debido al mayor tiempo de exposicion.
Sin embargo, las muestras secadas a 50, 60 y 70 °C no mostraron diferencias significativas en

la composicion de la pared celular respecto a la muestra fresca.

Por otro lado, durante los tltimos afios ha aumentado el interés por Jos compuestos

antioxidantes, hecho que queda claramente reflejado en el creciente nimero de publicaciones
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cientificas sobre este tema (Lopez et al., 2010; Rahman, Shamsudin, Ismail, Shah, & Varith,
2018; Rodriguez et al., 2014; Tarhouni et al., 2019). El objetivo del trabajo realizado por Lopez
et al. (2010) fue determinar el efecto de la temperatura de secado en la actividad antioxidante,
el contenido en polifenoles totales, vitamina C, el pardeamiento no enzimatico y en la textura
de los ardandanos. Dicho estudio concluyé que la disminucion de la concentracion de
compuestos bioactivos fue menos pronunciada a altas temperaturas de secado (80-90 °C)
(~43% en contenido total en polifenoles) con respecto a temperaturas bajas/moderadas (50-60-
70 °C) (~77% en contenido total en polifenoles), donde los tiempos de secado largos conducen
a una notable reduccion del contenido en nutrientes y de la actividad antioxidante. Sin embargo,
a altas temperaturas de secado, se observo un mayor pardeamiento y una menor firmeza del
tejido de los ardndanos. Rahman et al. (2018) estudiaron los cambios provocados en el
contenido total en polifenoles y la actividad antioxidante de las diferentes partes del
subproducto de pomelo (albedo, flavelo y restos de pula) después del secado a dos temperaturas
distintas (50 y 60 °C). Estos autores observaron que el efecto del secado fue diferente
dependiendo de la parte del subproducto analizada; el proceso de secado provocod la
disminucién (~29% en ambas temperaturas) del contenido en polifenoles totales en el albedo,
mientras que se observaron aumentos del contenido total en polifenoles en el flavedo (~3.5% y
~0.6% a 50 y 60 °C, respectivamente) y en los restos de pulpa (~120% y ~104% a 50 y 60 °C,
respectivamente), respecto a las muestras frescas. El aumento en el contenido en polifenoles
totales producido por el proceso de secado debid ser provocado por los productos de la reaccion
quimica de Maillard ocasionada durante el proceso y que tuvo un mayor rendimiento a
temperaturas bajas, ya que el tiempo de exposicion a la temperatura fue mayor. El trabajo
realizado por Rodriguez et al. (2014) tuvo como objetivo analizar el efecto de la temperatura
del secado convectivo (30-50-70 °C) sobre el contenido total en polifenoles, flavonoides y la
actividad antioxidante conjuntamente con el efecto sobre la microestructura de ldminas de
manzana. Este estudio concluy6 que los parametros de calidad se conservaron mejor cuando se
usaron temperaturas de secado elevadas (70 °C) (pérdidas de 19.7% en contenido total en
polifenoles y 32.5% en contenido total en flavonoides), sin embargo, se observé un mayor
colapso y rotura celular a temperaturas de secado elevadas. Por tanto, dichos estudios revelan
que el efecto del secado sobre los compuestos antioxidantes depende del tipo de alimento y las
condiciones de secado utilizadas. Sin embargo, todos los estudios revelan que las menores
pérdidas de compuestos fenolicos y capacidad antioxidantes se producen en temperaturas de

secado intermedias (60-70 °C).
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1.5. Efecto del procesado de alimentos sobre la liberacion de compuestos

bioactivos

La concentracion de un compuesto bioactivo que se libera desde la matriz del alimento
durante la digestion puede ser diferente a la concentracion de dicho compuesto bioactivo
presente en el alimento antes de la ingesta. Este valor también puede diferir del que llega a la
circulacion sistémica, y que puede ser absorbido por las diversas células en cualquier tejido del
organismo humano, almacenado y/o utilizado en funciones metabolicas (Fernandez-Garcia,
Carvajal-Lérida, & Pérez-Galvez, 2009). La liberacion de los compuestos bioactivos durante la
digestion se ve afectada por la composicion bioquimica de la matriz alimentaria, que a su vez
puede verse afectada por el procesado de los alimentos, y por las sinergias y antagonismos que

pueden establecerse entre los diferentes componentes presentes en el alimento (Fernandez-

Garcia et al., 2009).

1.5.1. Digestion delosalimentos

La digestion del ser humano es un proceso complejo y esencial para la salud en el que
los alimentos ingeridos se descomponen en nutrientes, que el cuerpo puede utilizar para el
crecimiento, el mantenimiento de las células y también como combustible. Durante la digestion
humana, tienen lugar simultdneamente dos procesos principales: (i) transformaciones
mecanicas que reducen el tamafio de particulas de los alimentos; y (ii) transformaciones
enzimaticas donde las macromoléculas se hidrolizan formando constituyentes mas pequeios
que se absorben en el torrente sanguineo. La desintegracion de los alimentos ocurre
principalmente en la boca y el estdbmago, mientras que la digestion enzimadtica y la absorcion
de nutrientes y agua tienen lugar principalmente en el intestino delgado y grueso (Guerra et al.,

2012).

15.1.1. Fundamentos

En la Figura 1.20 se presentan las regiones especificas del tracto gastrointestinal
humano. La digestion se inicia con la masticacion de los alimentos en la boca, ésta es una etapa
corta pero importante con una influencia significativa en el proceso general de digestion y, en
particular, en la tasa de vaciamiento gastrico (Woda et al., 2010). Una vez los alimentos se
encuentran en la cavidad bucal, éstos se dividen y trituran en pequefias particulas mediante la
masticacion, lo cual facilita la deglucion de los alimentos, se rompe la cubierta no digerible de
celulosa de las frutas y vegetales para que los nutrientes que contienen estos alimentos puedan

ser absorbidos y se incrementa la superficie de contacto de las particulas de los alimentos,
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facilitando asi la accion de las enzimas digestivas. Ademas, la masticacion mezcla los alimentos
con la saliva iniciando el proceso de la digestion mediante la accion de la lipasa y la amilasa
salival y ademas lubrica y reblandece el bolo alimenticio, facilitando la deglucion. En la boca
la saliva es secretada por las glandulas salivales en una concentracion aproximada de 1-1.5 L/

dia y presenta la composicion que se muestra en la Tabla 1.1.

e Ruptura de macromoléculasy

absorcidn de nutrientes

< pH6-7.5

Boca
¢ Masticaciéon y mezclado con la saliva EStomago
e pH5-7 — *  Procesado enzimdtico y mecanico del
¢ Duracién: 10 s-2 min bolo ingerido
e Enzimas salivares (amilasa, lipasa + pH1-5
lingual) e Duracién: 15min-3h
*  HCI, pepsina, lipasa gastrica
Intestino delgado Intestino grueso

Fermentacion microbiana de los
alimentos no digeridos y reabsorcion

——  deagua
*  Duracién:2-5h +  pHS5-7

e Jugo pancreatico, bilis y NaHCO; e Duracién:12-24h
¢  Microbiota

Figura 1.20: Regiones especificas del tracto gastrointestinal humano
La saliva se caracteriza por estar compuesta por un 99.5% de agua, y su pH en las
glandulas salivales es ligeramente menor a 7.0 pero durante la secrecidn activa se aproxima a
8.0. Ademas, se caracteriza por ser una solucion hipotdénica con respecto al plasma. Las

funciones de la saliva son principalmente tres (Segarra, 2006):

1. Iniciacion del proceso de digestidon. La accidon de la enzima a-amilasa inicia la

digestion de los almidones y la accion de la lipasa lingual inicia la digestion de los

lipidos.

2. Lubricacion y humidificaciéon. La mucina es una glucoproteina que facilita la

deglucion, lubrica los alimentos y protege la mucosa bucal.

3. Proteccién. Elimina ciertas sustancias toxicas como yoduros, urea, citratos alcalinos,
etc. Amortigua el pH acido proveniente del reflujo géstrico por su alto contenido en
fosfato y bicarbonato. También contiene IgA, que es la primera linea de defensa

contra bacterias. La lisosima ataca las paredes bacterianas. La lactoferrina se une al
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hierro y es bacteriostatica. Las proteinas ricas en prolina protegen el esmalte

dentario y se unen a taninos toxicos.

Tabla 1.1: Composicion dela saliva humana (Nikiforuk, 1985)

Componentes de la saliva

Bicarbonato
Sodio
Potasio
Calcio
Cloruro
Fosfatos
Protelina
o-amilasa
Mucina

IgA

El bolo alimenticio resultante de las degradaciones mecanicas y enzimaticas en la boca
se transporta a través del es6fago al estdmago por el movimiento peristaltico, donde se produce
la digestion gastrica. Desde el punto de vista fisiologico el estomago se divide en dos partes:
oral y caudal. La parte oral del estdmago esta formada por el fondo y dos tercios proximales
del cuerpo. Esta region contiene glandulas oxinticas y es responsable de recibir los alimentos
ingeridos. La porcion caudal contiene la parte distal del cuerpo y el antro. Esta region es
responsable de las contracciones que mezclan los alimentos y la impulsan al duodeno (Barrett,
2006). Las funciones motoras del estdbmago, que se describen a continuacidn, tienen por
objetivo el almacenamiento de los alimentos, la mezcla del contenido géstrico y el vaciamiento

progresivo hacia el duodeno (Segarra, 2006).

1. Almacenamiento. Cuando los alimentos entran al estomago, la region oral,

especialmente el fondo, se agranda para acomodar los alimentos en un proceso
denominado “relajacion receptiva”. Cerca de 2 L de alimentos pueden acomodarse

en el estdbmago cuando la relajacion receptiva alcanza su méaxima actividad.

2. Mezcla. La presencia de alimentos solidos en la porcién caudal del estémago

produce ondas peristalticas ritmicas y vigorosas, especialmente en el antro. La
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actividad contractil mezcla el alimento con las secreciones géstricas hasta formar
una masa semiliquida, el quimo. El quimo es una pasta semiliquida, lechosa y turbia
que se forma por la mezcla de alimento y secreciones. El movimiento de contraccion
y relajacion se repite hasta que los so6lidos son triturados y reducidos a particulas
menores de | mm, entonces el esfinter pilérico se relaja y el contenido del estomago

pasa al duodeno.

3. Vaciamiento géstrico. El vaciamiento gastrico se produce cuando el quimo se ha

descompuesto en particulas lo suficientemente pequefias para que se filtren por el
esfinter pildrico. El vaciamiento de los liquidos depende de la presion generada por
el fondo y el cuerpo gastrico y no requiere movimientos peristalticos en el antro. El
ritmo del vaciamiento gastrico también depende del tipo de alimento ingerido. Los
alimentos ricos en hidratos de carbono salen del estémago en pocas horas; los
alimentos ricos en proteinas lo hacen con mayor lentitud y los ricos en grasas lo
hacen muy lentamente (Ballance et al., 2013; Golding & Wooster, 2010; Kong &
Singh, 2008). Las células de las glandulas géstricas secretan aproximadamente 2.5
L/dia de jugo géstrico con un pH aproximado de 1. Este jugo contiene una gran
variedad de sustancias entre las cuales destacan el acido clorhidrico, moco,
bicarbonato, electrolitos, pepsina, factor intrinseco, agua, antigenos del grupo
sanguineo y gastrina. En la Tabla 1.2 se muestran los componentes principales del

jugo gastrico humano.

Tabla 1.2: Componentes principales del jugo gastrico humano

Componentes
Cationes: Na*, K, Mg?", H*
Aniones: Cl', HPO4*, SO4*

Pepsinodgeno
Lipasa
Moco
Factor intrinseco

Agua

A continuacion, se describen brevemente los componentes moco, pepsinégeno y factor

intrinseco del jugo géstrico (Segarra, 2006):
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1.

Moco. El moco alcalino del estobmago es un mucopolisacarido espeso y viscoso.
Desempefia un papel importante en la proteccion del estbmago contra su contenido
acido. El moco es secretado por las células calciformes del epitelio superficial, las
células mucosas del cuello de las glandulas oxinticas y las glandulas del antro y

piloro.

Pepsinogeno. Es secretado por las células principales de las glandulas oxinticas.
Cuando esté recién secretado no tiene actividad digestiva, pero una vez que entra en
contacto con el HCI la molécula se fragmenta y se convierte en pepsina. La pepsina
es una enzima proteolitica activa a un pH entre 1.8-3.5 hasta un pH cercano a 5

donde ya es inactiva.

Factor intrinseco. Es una glucoproteina secretada por las células parietales de las

glandulas oxinticas. No interviene en los fenémenos digestivos, pero tiene una
importancia fundamental en la absorcion de la vitamina B2 y mas exactamente de

la cianocobalamina.

Las células parietales secretan acido clorhidrico a la luz del estoémago (Figura 1.21) y

simultaneamente reabsorben bicarbonato hacia la circulacion sanguinea mediante el siguiente

Proceso:

Los iones cloro y potasio son transportados desde la célula parietal hacia la
luz del estomago; el cloro es transportado a través de canales o por una
bomba. El flujo de cloro a la luz del estomago crea un potencial negativo,

que origina la difusion pasiva de K" hacia la luz.

En las células parietales, el CO2 y el H2O reaccionan entre ellos para dar
lugar a bicarbonato y H" mediante la siguiente reaccion quimica catalizada

por la enzima anhidrasa carbdnica.
CO, + H,0 5 H,CO; » H* + HCO3

Los iones H' son secretados a la luz del estomago e intercambiados por
iones K" mediante una bomba de protones ATPasa. Los iones H se unen a
iones Cl"y se forma HCI. El bicarbonato producido en las células parietales
se intercambia con cloro y luego difunde al plasma. Con la salida del

bicarbonato a la sangre, el pH de ésta incrementa.
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Figura 1.21: Mecanismo de secrecion de acido clorhidrico en una cdlula parietal (Barrett, 2006)

La velocidad de secrecion de acido clorhidrico se eleva notoriamente después de una
ingesta. Entre las funciones del 4cido clorhidrico destacan el participar en la disgregacion de
las proteinas, proveer un pH optimo para la accion de la pepsina, la inhibicion del crecimiento

de bacterias patogenas y la estimulacion del flujo de bilis y de jugo pancreatico (Barrett, 2006).

El quimo 4cido del estdémago se desplaza hacia el intestino delgado, éste tiene la
morfologia altamente adaptada a sus dos funciones principales en la digestion, que son la
descomposicion de las macromoléculas y la absorcion de agua y nutrientes. El material no
absorbido en el intestino delgado viaja hacia el intestino grueso, el cual tiene como funciones
principales la absorcion de agua y de electrolitos, la fermentacion de polisacéaridos y proteinas
mediante la microbiota, la reabsorcion de sales biliares y la formacién, almacenamiento y

eliminacion de heces (Guerra et al., 2012).

A todo esto, no se debe perder de vista que los principales procesos digestivos, como el
vaciamiento gastrico, el transito intestinal, la secrecion de fluidos digestivos y el moco, y la
motilidad estdn estrechamente controlados por los mecanismos de regulacion hormonal
(Schubert, 2008) y neural (Mayer, 2011). Las hormonas digestivas pueden aumentar o inhibir

la actividad secretora de los 6rganos glandulares y las contracciones de los musculos lisos, por
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tanto, el sistema nervioso central y el periférico estan involucrados en la regulacion de los
procesos de digestion teniendo en cuanta que aproximadamente el 70% de las células
inmunitarias residen en el tracto digestivo (conocido como tejido linfoide asociado al intestino),

desempefiando asi un papel importante en el sistema inmunitario (Guerra et al., 2012).

1512 Biodisponibilidad y bioaccessibilidad

La biodisponibilidad se define generalmente como la fraccion de una dosis oral de una
sustancia que alcanza la circulacion sistémica y llega al centro de actividad biologica
(Schiimann et al., 1997). Esta definicion incluye el término de bioactividad, pero debido a la
dificultad practica de cuantificar la llegada de compuestos a sitios especificos de actividad
bioldgica, se adoptd el término de bioaccesibilidad. Paustenbach et al. (2000) define la
bioaccesibilidad de una sustancia como la fraccidon que es soluble en el tracto gastrointestinal y
estd disponible para la absorcion. La definicion de bioaccesibilidad no abarca la absorcion a
través de la pared intestinal o cualquier procesamiento metabdlico a nivel sistematico. Por tanto,
a modo de resumen, se puede concluir que el término de biodisponibilidad es el més amplio y

se engloba en ¢l los términos de bioaccesibilidad y bioactividad (Figura 1.22).

Figura 1.22: Definicion de biodisponibilidad, como la suma de bioaccessibilidad y bioactividad. Cambios
fisicoguimicos que tienen lugar en cada etapa
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En la bibliografia se encuentran diferentes estudios sobre la bioaccesibilidad de
nutrientes donde se evalua la fraccion de compuestos bioactivos de la matriz del alimento al
sistema digestivo (Tabla 1.3). En dichos estudios, se realiza una evaluacion de la cantidad
bioaccesible de compuesto bioactivo analizado, sin profundizar en los procesos de transferencia

de masa que se producen en cada una de las etapas de la digestion.

Tabla 1.3: Estudios de bioaccesibilidad de nutrientes

Objetivo del estudio Matriz Parimetro Referencia
alimentaria analizado
Examinar la Boniato de
bioaccesibilidad de los [3- ulpa B-caroteno Failla et al.,
carotenos en 8 variedades puib (2009)
. anaranjada
de boniato
e 0o
bioaccesibilidad de . vegetales - Cd, Cr Cu, Ni, o o1 0013)
divididos en 6 PbyZn
metales pesados en .
categorias
vegetales
Evaluar la :
bioaccesibilidad de los B-carotenos .
. . licopenos Dhuique-Mayer
carotenoides y o- Mloukhiya .
luteina et al. (2016)
tocoferol de un plato tocoferol
tradicional tunecino o-tocotero
Bebidas de
Investigar la Casr;fll?ez(l)lrel © Flavonoles,
bioaccesibilidad de bovina acidos fenolicos Helal et al.
fitoquimicos de bebidas ’ y (2014)
edulcorantes, . ,
de canela micl o cinnanaldehidos
sacarosa
Evaluar la Dos
bioaccesibilidad de . o (1: Helano et al.
. . 1 variedades de  Acidos fenoélicos
acidos fenolicos de o (2015)
champifiones

champifiones

1513 M étodos de estudio del proceso de digestion

En la literatura se describen dos metodologias principales para el analisis de la
liberacion de los compuestos bioactivos desde la matriz del alimento al organismo: estudios in
vitro e in vivo (Moreda-Pifieiro et al., 2011). El enfoque in vivo requiere mucho tiempo, una
planificacion minuciosa y recursos especificos para un control experimental adecuado, y tiene
algunas limitaciones analiticas y éticas. Por otro lado, los métodos in vitro en su gran variedad
ofrecen un alcance experimental méas amplio, que puede ser Util para proporcionar una vision

mas profunda de los fendmenos que subyacen a la liberacion de los compuestos bioactivos.
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a) Métodosin vivo

Con respecto a los métodos in vivo, se pueden diferenciar dos enfoques principales: por
una parte, aquellos en que se realizan estudios relacionados con la transferencia de materia, y,
por otra parte, aquellos donde se analizan los tejidos para conocer las concentraciones de los
biocompuestos en ellos (He & Zheng, 2010). Las investigaciones donde se realizan estudios
del transporte de materia que tiene lugar durante el proceso digestivo proporcionan una
estimacion de la fraccion bioaccesible/biodisponible del compuesto bioactivo analizado
(Fernandez-Garcia et al., 2009). Sin embargo, la determinacién de la concentracion de los
biocompuestos en los distintos tejidos implica el control del contenido de metabolitos en el
plasma para conocer la cantidad de bioacompuesto que han llegado a los sitios especificos de
actividad bioldgica, de manera que se estima su bioactividad. Ambas estrategias hacen uso de
sujetos experimentales humanos o animales para lograr sus evaluaciones (Garcia-Casal et al.,

2003; Scalbert & Williamson, 2000; Weber, Flihmann, & Eggersdorfer, 2006).

b) Métodosin vitro

Dependiendo del objetivo de la investigacion (un estudio comparativo o un estudio
confirmativo), del tipo y de la cantidad de muestra presente, se pueden usar modelos in vitro

estaticos o dinamicos para simular diferentes fases de la digestion (Figura 1.23).

Hidrofilico - Liofili
(por ejemplo, polifenoles) | 7 Qué tipo de compuesto se 1Potiico
| quiere analizar? 1

(Cual es el (Cual es el
objetivo? objetivo?
Estudio comparativo. Estudio confirmativo y sofisticado
Estudio comparativo. Construccion de una hipotesis de test fisiologicos
Construccion de una hipétesis
R Estudio confirmativo y K
Numero de sofisticado de test Numero de Productos de - -
fisiologicos ., Bioaccesibilidad
muestras muestras degradacion
Un numero
considerable Un nimero Poc
considerable ocas
Modelo Modelo Modelo Modelo

kestético dindmico estatico dindmico /

Figura 1.23: Arbol de decision parala seleccion de un modelo de digestion in vitro (Alminger et al., 2014)

En la practica, los modelos estaticos proporcionan un medio viable y economico para
evaluar multiples condiciones experimentales, ya que permite analizar un gran niimero de
muestras. Por otra parte, los modelos dindmicos facilitan los estudios a largo plazo y

probablemente reproducen mejor las condiciones reales. Sin embargo, estos sistemas son
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costosos de instalar, requieren mas trabajo y tiempo y los costos operativos son mayores
(Alminger et al., 2014). Se ha disefiado una gama amplia de sistemas de simulacién para

estudiar el proceso de digestion, desde biorreactores estdticos uUnicos hasta sistemas

multicompartimento y dindmicos (Tabla 1.4).

Tabla 1.4: Representacion esquematica de los principales sistemas de simulacion in vitro de la digestion

Modelo de Secreciones Mezcla del
Tipo de modelo Aplicacién Referencias
digestion digestivas quimo
Saliva
] Jugo géstrico o Estudio de la Quintero-
Estatico Agitacion . o
Oomen ) Jugo ) bioaccesibilidad Florez et al.,
monocompartimento . mecanica .
pancreatico de contaminantes (2018)
Bilis
Estudio del
o B proceso ocurrido
Jugo gatrico Presion Grassby et al.,
DGM ) ) en el cuerpo y
HCI hidrostatica (2017)
antro del
estomago
__________________________ Simulacion y
caracterizacion de }
) o o Wang, Lin,
Saliva Movimientos  los movimientos
HGS Dinamico ) ] ) ) Ye, Han, &
) Jugo gastrico mecanicos peristalticos del )
monocompartimento . Singh, (2019)
estomago y sus
efectos
__________________________ o ) Panda, Shinde,
HCl Agitacion Estudio de la
Vatier ] o o Deora, &
NaHCO:s mecanica actividad antiacida
Gupta, (2017)
__________________________ » ) Estudio de la
Bilis Agitador ) ) Klu & Chen,
Mainville ) supervivencia de
HCl magnético o (2015)
los probidticos
Saliva
Jugo géstrico ) Sayago-
Estudios )
Jugo o Ayerdi,
) ] ) ) nutricionales,
Dinamico multi- pancreatico Aguaa ) . Zamora-
TIM ) i ) toxicologicos,
compartimento Bilis presion ) Gasga, &
) farmacolégicos y
Electrolitos i ) ) Venema,
microbioldgicos
HCl (2019)
NaHCO:s
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Modelos estaticos de digestion in vitro

Los modelos estaticos son los sistemas digestivos mas utilizados; en ellos la fase
gastrica se reproduce por hidrolisis de las proteinas mediante la enzima pepsina, a pH y
temperatura fijos, durante un periodo de tiempo establecido (pH 1-2, 37 °C, 1-3 h). Esta etapa
puede estar seguida, de una fase intestinal que involucra enzimas pancreaticas con o sin bilis
(pH 6-7). La mayoria de estos modelos se han desarrollado para aplicaciones especificas y son
herramientas econdmicas de alto rendimiento. Algunos de ellos fueron disenados para evaluar
la digestibilidad de las proteinas (Babinszky, Van Der Meer, Boer, & Den Hartog, 1990), el
almidén (Englyst, Kingman, Hudson, & Cummings, 1996) y la bioaccesibilidad de los
carotenoides (Garrett, Failla, & Sarama, 1999) y contaminantes (Oomen et al., 2003). En este
enfoque, a menudo se necesitan grandes cantidades de reactivos y las fuerzas mecanicas
(agitacion continua) no son representativas de los movimientos peristalticos complejos (Kong
& Singh, 2008). Otros modelos estaticos mono compartimento incluyen parametros adicionales
como fuerzas mecanicas (Chen et al., 2011) o eliminacién de productos finales de digestion

(Miller, Schricker, Rasmussen, & Van Campen, 1981).

En la bibliografia queda patente que se han propuesto varios modelos de digestion in
vitro estatica. Esta variabilidad de métodos, a menudo, impide la posibilidad de comparar
resultados entre diferentes equipos de investigacion. Por este motivo, en el marco de la red
COST Infogest se redacté un documento de consenso (Brodkorb et al., 2019) donde se propuso
un método de digestion estatica estandarizado adaptable a requisitos especificos. En dicho
documento se describe el procedimiento a seguir en la digestion oral, gastrica y del intestino

delgado (Figura 1.24) y se discute su correlacion con los datos conocidos de estudios in vivo.

En la Tabla 1.5 se presenta la composicion de la saliva, jugo gastrico y fluido intestinal,
propuesta en el protocolo estandarizado. Este documento proporciona un protocolo detallado,

orientaciones, recomendaciones, justificaciones y limitaciones del modelo propuesto.

El protocolo consensuado propone una duracién de 2 min de la etapa de digestion oral
para facilitar la precision y reproducibilidad de los resultados. Sin embargo, el documento
expone que la duracion de dicha etapa puede ser modificado segun el tipo de muestra, de modo
que puede ser reducido sin que los resultados se vean afectados cuando se trata de una muestra
con un tamafo de particula homogéneo. Ademas, en la formulacion de la saliva artificial
propuesta (Tabla 1.5) no se incluye la mucina como componente ya que su concentracion es

minoritaria y su Unica funcién es la de proporcionar cohesion al bolo alimentario por lo que se
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decidi6 que su presencia no era imprescindible, aun asi, su presencia en la formulacion no

alteraria los resultados obtenidos.

Muestra sélida Sélido

o liquida?

Liquido

Opcionl i FASE ORAL

Molienda de la muestra
Mezcla (1:1) de saliva artificial y
amilasa (75 U/ml), 2 min, pH 7

—| FASE GASTRICA

Mezcla (1:1) de jugo gastrico artificial
y pepsina (2000 U/ml), 2 h, pH 3

FASE INTESTINAL
I

Mezcla (1:1) de fluido intestinal
artificial y enzimas, 2 h, pH 7

Enzimas individuales Extractos enzimaticos
Tripsina (100 U/ml) Pancredtico (basado en la actividad
Quimotripsina (25 U/ml) de tripsina, 100 U/ml)
Lipasa pancreatica (2000 U/ml) Bilis (10 mM)
Colipasa (2:1 con lipasa)
Amilasa pancreatica (200 U/ml)
Bilis (10 mM)

Recogida y almacenamiento de muestras
Congelacion rapida e inmediata con nitrégeno liquido
Afadir inhibidor de la enzima proteasa
Liofilizacién

Figura 1.24: Descripcion general y diagrama de flujo del método estandarizado de digestion in vitro (Brodkorb et
al., 2019).

En el protocolo de digestion in vitro estatico propuesto la duracion de la fase gastrica es
de 2 h, ya que las condiciones propuestas deben ser aplicables a una amplia gama de muestras
y dicho tiempo consensuado representa un tiempo medio de vaciado de una muestra
moderadamente nutritiva y semisélida. De todas maneras, el documento indica que el vaciado
gastrico de una muestra sélida se completa en un tiempo medio de entre 3 y 4 h, por tanto, el
tiempo de la fase gastrica puede ser ampliado en caso de estudios con muestras solidas. El pH
recomendado para esta etapa de digestion es de 3, debido a que se realizé una media ya que el

pH después de una ingesta se modifica y depende del alimento ingerido. No obstante, la
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recomendacion del documento es la adaptacion del pH al alimento objeto de estudio, ya que el

pH del proceso debe ser el dptimo para la actividad de las enzimas.

Tabla 1.5: Composicion delas soluciones madr e de fluidos de digestion simulados. L os volimenes se calculan para
un volumen final de 500 ml para cada fluido smulado (Brodkorb et al., 2019).

Saliva Jugo gastrico Fluido intestinal
pH7 pH3 pH7
Componente mol/L mL mmol/L mL mmol/L ml mmol/L
KCl | 0.5 15.1 15.1 6.9 6.9 6.8 6.8
KH;PO4 0.5 3.7 3.7 0.9 0.9 0.8 0.8
NaHCO; 1 6.8 13.6 12.5 25 42.5 85
NaCl . 2 - - 11.8 47.2 9.6 384
MgClL(H20)s 0.15 0.5 0.15 0.4 0.1 1.1 0.33
(NHi:CO; | 05 006 | 006 0.5 0.5 ] ;
Para el ajuste del pH
NaOH 1 N - i i i
HCl 6 0.09 1.1 1.3 15.6 0.7 8.4
CaCly(H20); se afiade en el momento de la realizacion del proceso de digestion
CaCL(H:0); | 0.3 L 15 0.15 06

Modelos dinamicos de digestion in vitro

El Modelo Gastrico Dindmico (DGM) de un tnico compartimento fue disefiado para
tener en cuenta los distintos procesos que tienen lugar en cada una de las regiones del estdmago
(Mercuri et al., 2011; Vardakou et al., 2011). Estd compuesto por dos zonas diferenciadas en
un mismo compartimento: (i) el "cuerpo" donde se mezclan las secreciones gastricas con los
alimentos; y (ii) el "antro" donde se reproducen las fuerzas del estdémago y el vaciamiento
gastrico esta regulado por una valvula que permite que las particulas mas pequenas salgan del
estbmago, mientras que las mas grandes se someten a reflujo en la cdmara superior para ser
digeridas. A pesar de su complejidad, el DGM no reproduce con precision las fuerzas
peristélticas in vivo. Otro modelo dindmico de digestion in vitro de un Gnico compartimento es
el Simulador Géstrico Humano (HGS), compuesto por una cdmara de latex rodeada por un
sistema de conduccion mecanica, que simula con mayor eficacia los movimientos peristalticos

del estomago en amplitud, intensidad y frecuencia (Kong & Singh, 2010).

Los principales modelos dindmicos de digestion in vitro bicompartimento tienen como
objetivo simular las condiciones luminales del estdbmago y del intestino delgado proximal

(Mainville, Arcand, & Farnworth, 2005; Vatier, Célice-Pingaud, & Farinotti, 1998; Yvon,
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Beucher, Scanff, Thirouin, & Pelissier, 1992).. Estos sistemas reproducen los movimientos
peristalticos del sistema digestivo, sin embargo, la fuerza ejercida sobre el sistema es de dificil
control y por tanto no se conoce con exactitud. Estos sistemas se han estandarizado y validado
para aplicaciones especificas, como el estudio de la actividad antidcida (Castela-Papin et al.,
1999; Vatier et al., 1998) o la supervivencia de los probidticos (Mainville et al., 2005;
Tompkins, Mainville, & Arcand, 2011).

El modelo TIM-1 es un sistema gastrointestinal que combina la multi-
compartimentacion y el dinamismo (Minekus, Marteaul, Havenaarl, & Huis in’t Veld, 1995);
simula la digestion en el estomago y en las tres partes del intestino delgado (el duodeno, el
yeyuno y el ileon). Integra factores clave de la digestion humana como la temperatura, la
cinética del pH géstrico e intestinal, los suministros géstricos e intestinales, el tiempo de
transito, la mezcla y el transporte peristéltico, la adicion secuencial de secreciones digestivas y
la absorcién pasiva de agua y moléculas pequenas a través de un sistema de didlisis, por lo que
permite la simulacion mas proxima a los eventos dindmicos in vivo que ocurren dentro del
lumen gastrointestinal humano. Este modelo se ha aplicado en un gran nimero de estudios
nutricionales (Blanquet-Diot, Soufi, Rambeau, Rock, & Alric, 2009; Martin & de Jong, 2012),
toxicologicos (Krul, Zeilmaker, Schothorst, & Havenaar, 2004; Torres-Escribano et al., 2011),
farmacéuticos (Brouwers et al., 2011; Dickinson et al., 2012) y microbiologicos (Blanquet-Diot
et al., 2012; Kheadr et al., 2010). Dichos estudios tienen como objetivo la evaluacion de la
cantidad bioaccesible de compuesto bioactivo después de todo el proceso de digestion, mientras
que no se contempla el andlisis de los procesos de transferencia de materia, concretamente las

cinéticas de liberacion de nutrientes ni su modelizacion.

1.5.2. Efectode procesado en laliberacion delos nutrientes

La digestion conlleva una serie de cambios fisicoquimicos y microestructurales de los
alimentos que provocan la liberacion de nutrientes. Tydeman et al. (2010) observaron que la
ruptura celular durante la digestion in vitro fue un requisito indispensable para la liberacion de
los carotenos del tejido de zanahoria, ya que aquellos que se encontraban encapsulados en el
interior de las paredes celulares y las células se mantuvieron intactas no fueron accesibles
durante la digestion intestinal. De la misma manera, Ellis et al. (2004), por técnicas de
microscopia, el papel que juegan las paredes celulares sobre la bioaccesibilidad de los lipidos

en almendra. En este estudio, se identificaron en la materia fecal de sujetos sanos, las paredes
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celulares y los lipidos intracelulares de las almendras ingeridas, pudiendo concluir que las

paredes celulares que quedaron intactas impidieron la liberacion de los lipidos intracelulares.

En la bibliografia se ha utilizado la digestion para evaluar el efecto que provoca ésta
sobre la microestructura de frutas frescas. Por ejemplo, los estudios de Carnachan et al. (2012)
y Mishra & Monro (2012) que evaluaron el efecto de la digestion in vitro sobre la composicion
de los carbohidratos de muestras de kiwi, observaron que se produjo una pequefia disminucion
en el contenido en fibra insoluble y soluble después de la digestion gastrica, pero la estructura
quimica de los polisacéridos de estas fracciones no se vio practicamente alterada. Sin embargo,
se observo una reduccion en el peso molecular y el grado de metil-esterificacion de los

polisacaridos, especialmente en el caso de las pectinas

Es conocido que el contenido en un compuesto bioactivo presente en un alimento puede
disminuir durante el almacenamiento y/o el procesado, mientras que al mismo tiempo el
contenido bioaccesible puede incrementarse como consecuencia de diferentes factores; por
ejemplo como resultado de la ruptura de las paredes celulares de los tejidos, o del enlace de los
compuestos bioactivos con la matriz o por ruptura de estructuras moleculares complejas (Parada
& Aguilera, 2007). Se han realizado estudios in vitro para estudiar el impacto de diferentes
métodos de procesado sobre la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos (Tabla 1.6). En
general, el efecto del procesado en la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos depende

de diferentes factores (Cilla, Bosch, Barbera, & Alegria, 2018):

1. Tipo de procesado. Se han realizado estudios in vitro para analizar el impacto de

diferentes métodos de procesado de alimentos en la bioaccesibilidad de los
compuestos bioactivos. Por ejemplo, los tratamientos previos que se aplicaron sobre
polvo de cacao (tostado, molienda y alcalinizacion) provocaron diferentes efectos.
Por una parte se observdo que el tostado y la alcalinizacion redujeron la
bioaccesibilidad de las procianidinas y, por otra parte, también se observo que la
molienda tuvo un efecto contrario debido a la ruptura de las paredes celulares

(Giiltekin-Ozgiiven, Berktas, & Ozgelik, 2016).

2. Tipo de compuesto bioactivo considerado. Ryan et al. (2008) observo que el

escaldado de calabacin, pimiento rojo y tomate provocd un incremento de la
bioaccesibilidad de B-caroteno, pero una diminucién de la bioaccesibilidad del

licopeno.
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Tabla 1.6: Efecto del procesado sobre la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos

Compuesto y efecto sobre la

Alimento Procesado Referencia
bioaccesibilidad
. . Hedrén, Diaz, & Svanberg,
oy B caroteno T Zanahoria Cocinado
(2002)
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" Escaldado (10 miny
Calabacin,

Licopeno, CTP, CTF, AA (ABTS, DPPH,

FRAP y CUPRAC) T

[-caroteno |, licopeno (no hay efecto),

luteina T y a—tocoferol |

AA (DpPH) T
a 4-8-10 min

AA (DpPH) T

en todas las condiciones

Acido ascorbico T de TT frente a HPP
y a—tocoferol | de TT frente a HPP

CTP, CTF y AA (ABTS, DPPH, FRAP y
CUPRAC) | en tostado y T en el resto de

los procesados

pimiento rojo y

tomate

Manzana

(Granny Smith)

Semillas de

algarroba

Bebidas de fruta

con leche

Asado (10 min)
Microondas (50s)

Al vapor (10 min)

Cocinado (70-80 °C/5-70
min)
Secado

Triturado

Microondas (1000 W, 340 s)

Pasteurizacion (97 °C, 30 s)

HPP (500 MPa/20 °C/2,4,8 y
10 min)

HPP (500 MPa/20 °C/2,4,8 y
10 min)

TT (90 °C, 30s)

HPP (400 MPa/40 °C/5 min)

Tostado (150 °C, 5 min)
Cocinado a presion
Escaldado (5,10, 15 min)

Microondas

Ryan et al., (2008)

Benlloch-Tinoco et al.,

(2015)

Dhuique-Mayer et al.,
(2016)

(Briones-Labarca, Venegas-
Cubillos, Ortiz-Portilla,
Chacana-Ojeda, &
Maureira, 2011)

(Briones-Labarca, Mufioz,

& Maureira, 2011)

Cilla et al., (2012)

Hithamani & Srinivasan,

(2014)
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Kamiloglu, Pasli, Ozcelik,

CTP, AA (ABTS y CUPRAC) y acidos Mermelada de
. Escaldado (100 °C, 30 min) Van Camp, & Capanoglu,
fendlicos T zanahoria
(2015)
e TT 90°C.60s) Rodriguez-Roque ctal,
Vitamina C T, CTP Ty AA (DPPH) | Zumo de frutas odhigtesToqte cta
HPP (400 MPa/40 °C/5 min) (2015)
S Zumode TT (80°C/30 min,90°C.30
CTP y AA (ABTS) ( - ’
manzana, uva y s) He et al,, (2016)
HHP | y TT no afecta ] _
naranja HPP (250 MPa/10 min)
CTP, CTF y AA (ABTS, DPPH, FRAP y Escaldado (40 min)
Remolacha Guldiken et al., (2016)
CUPRAC) T Secado (80 °C, 8 h)

Escaldado (7 min) Kaulmann, André,

Polifenoles | Ciruela Schneider, Hoffmann, &
Al vapor (7 min) Bohn, (2016)

CTP: contenido total en polifenoles, CTF: contenido total en flavonoides, AA: actividad antioxidante, TT: tratamiento térmico

y HPP: Pasteurizacion hiperbérica. T Aumento; ! Disminucion

3. Composicién y estructura de la matriz alimentaria. Ellis et al. (2004) estudiaron,

sobre la almendra, el papel de las paredes celulares en la bioaccesibilidad de los
lipidos. Identificaron paredes celulares intactas de almendra en materia fecal que
dificultaron la liberacién de lipidos intracelulares. Sin embargo, incluso si se
produce una interrupcion completa de la estructura celular, la absorciéon completa

de un nutriente particular no se asegura (Parada & Aguilera, 2007).

4. Presencia de otros compuestos que pueden afectar a la liberacién de los compuestos

bioactivos considerados. Incluso si se produce una ruptura celular completa no se

asegura una bioaccesibilidad total de los compuestos bioactivos ya que ésta puede
depender de la presencia e interaccidn con otros componentes presentes en el
alimento. Brown et al. (1997) indicaron que los componentes de la matriz, como la

fibra, podrian disminuir la bioaccesibilidad de los carotenoides.

Netzel et al. (2011) evaluaron el efecto de los procesos de coccidén o escaldado de
zanahoria sobre la digestion in vitro mediante el andlisis de la microestructura de la pared
celular y del contenido en carotenos. La liberacion in vitro de carotenos fue mas elevada para
el puré de zanahoria cocinada que presentd valores inferiores de grosor de pared celular,
seguido por el puré de zanahoria escaldada que presentd con grosor de pared celular intermedio

y finalmente el puré de zanahoria fresca que presentd el grosor de pared celular més elevado.
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Por tanto, en dicho estudio, las técnicas de procesado utilizadas ocasionaron un dafio celular
que favorecid el proceso de digestion in vitro contribuyendo a la bioaccesibilidad de los
nutrientes. La coccidn y el tratamiento térmico pueden mejorar la bioaccesibilidad de los
carotenoides debido a la ruptura de los tejidos de las plantas y la desnaturalizacion de los
complejos de proteinas y carotenoides que hace que aumente la liberacion desde la matriz
alimentaria (Aherne, Daly, Jiwan, O’Sullivan, & O’Brien, 2010; Failla, Thakkar, & Kim, 2009;
Veda, Kamath, Platel, Begum, & Srinivasan, 2006). Sin embargo, la coccion mejord la
bioaccesibilidad de los B-carotenos, pero también causé isomerizacion de éstos disminuyendo
asi su bioactividad (Aherne et al., 2010). En la bibliografia se presentan diferentes estudios que
describen que el procesado térmico mejora la bioaccesibilidad del licopeno debido a la
descomposicion de la matriz del tomate (Gértner, Stahl, & Sies, 1997; Porrini, Riso, & Testolin,
1998; Van het Hof et al., 2000). A pesar de ello, segiin los métodos de procesado utilizados, se
han observaron diferencias entre ellos: por una parte, Karakaya & Yilmaz (2007) observaron
que la bioaccesibilidad del licopeno fue similar en tomate fresco (29%) y tomate en conserva
(22%), pero, por otro lado, la bioaccesibilidad del licopeno de los tomates secados al sol alcanzo
el 58% de bioaccesibilidad (Karakaya & Yilmaz, 2007). Ademas, la homogeneizacion a alta
presion y su combinacion con el procesado térmico (90 °C durante 30 min) causaron una
disminucién de la bioaccesibilidad del licopeno y se observd una relacion inversa entre la
presion de homogeneizacion y la bioaccesibilidad del licopeno (Colle, Van Buggenhout, Van

Loey, & Hendrickx, 2010)

Las paredes celulares de las plantas actian como una barrera para la bioaccesibilidad de
los compuestos bioactivos (Ellis et al., 2004; Mandalari et al., 2010). Cuando una célula vegetal
se somete a un proceso de masticacion o trituracion en procesos industriales o domésticos, los
compuestos bioactivos pueden asociarse unos a otros, lo que conduce a una modulacion de sus
bioaccesibilidad. Courraud et al., (2013), compararon la estabilidad y la bioaccesibilidad de los
carotenoides en solucion (palmitato de B-caroteno sintético o palmitato retinilo) o en alimentos
(jugo de zanahoria y espinaca cruda o cocida), en este estudio se demostré que las soluciones
de vitamina A y carotenoides eran inestables, mientras que los carotenoides contenidos en
alimentos generalmente estaban protegidos por la matriz alimenticia (30% a 100% de
recuperacion en comparacion con 7% a 30% para las disoluciones). Sin embargo, se ha
observado que la susceptibilidad a la degradacion e isomerizacion de los carotenoides aumenta
después de su liberacion de la matriz alimentaria (Failla, Huo, & Thakkar, 2008), y ademas que

las interacciones con los compuestos liberados de la matriz alimentaria (incluidas las fibras
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solubles) y la viscosidad general pueden afectar a su bioaccesibilidad (McClements, Decker, &
Park, 2008; Schweiggert, Mezger, Schimpf, Steingass, & Carle, 2012). Por ejemplo, se sabe
que la bioaccesibilidad del B-caroteno estd influenciada por la existencia de enlaces fuertes con
las pectinas (Ornelas-Paz, Failla, Yahia, & Gardea-Bejar, 2008) y los polisacaridos solubles e
insolubles pueden unirse a compuestos fendlicos y limitar su difusion durante la digestion
gastrointestinal (Eastwood & Morris, 1992). Durante la digestion in vitro de polvo de cacao, se
demostr6 que las actividades de la proteasa y glucosidasa, asi como la actividad de la
microbiota, influyen en la liberacion de flavanoles de las fibras y proteinas de la matriz
(Fogliano et al., 2011). Ademas, la capacidad de extraccion de los acidos fendlicos, flavonoides
y proantocianidinas mejor6 en alimentos grasos, aumentando en un factor de 1.5 a 3 para el
licor de cacao (50% de contenido de grasa) en comparacion con el polvo de cacao (15% de
contenido de grasa) (Ortega, Reguant, Romero, Macia, & Motilva, 2009). Estudios como los
de Bermudez-Soto et al. (2007), Bouayed et al. (2011), Gil-Izquierdo et al. (2002) y Nagah &
Seal (2005) indican que la ruptura celular durante la digestion in vitro produce la liberacion de
compuestos fenolicos y antioxidantes. Aunque estos estudios también ponen de manifiesto que
la mayor o menor liberaciéon de estos compuestos depende de la naturaleza del alimento
analizado, por tanto, de su estructura celular. Por tanto , existe una amplia evidencia de que el
estado fisico de la matriz desempefia un papel clave en la liberacion, la transferencia de masa,
la accesibilidad y la estabilidad bioquimica de muchos componentes de los alimentos (Aguilera,

2005).

Después de la revision del estado del arte, se puede concluir que existe un amplio
conocimiento del efecto del procesado sobre el concepto amplio de la bioaccesibilidad de
algunos compuestos conocidos. Sin embargo, no se han encontrado evidencias bibliograficas
de la existencia de estudios detallados sobre los acontecimientos que ocurren en cada una de
las fases de la etapa digestiva incluyendo estudios cinéticos y modelizacion de la liberacion de
compuestos bioactivos en el seno de cada uno de los organos del sistema digestivo. Estos
estudios serian de vital importancia para la futura formulacion de nuevos alimentos o

la optimizacion de las condiciones de procesado de los alimentos.

1.6. Microestructuradelosalimentos

En la bibliografia queda patente la necesidad de evaluar la textura de los alimentos para
conocer el efecto del procesado sobre la bioaccesibilidad de los biocompuestos durante el

proceso de digestion in vitro. La textura de los alimentos deriva de su microestructura (Bourne,
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2002) y por tanto el analisis de su microestructura contribuye a la caracterizacion de la textura

de un alimento.

1.6.1. Técnicas microscopicas

El analisis de la microestructura de un alimento requiere, generalmente, un examen
microscopico. Como técnica principal suele utilizarse la observacion al microscopio Optico,
pero también se utilizan técnicas de microscopia confocal, microscopia electronica,
microscopia de fuerza atdmica, resonancia magnética o tomografia computarizada entre otras.
Las imagenes que generan estas técnicas generalmente se digitalizan y se cuantifican utilizando

técnicas de analisis de imagen.

Las primeras aplicaciones de la microscopia Optica en los alimentos se relacionaron
principalmente con la seguridad alimentaria, concretamente con la determinacion de la
contaminacion microbiana o la presencia de adulterantes en productos alimentarios (Corradini
& McClements, 2019). El trabajo de Flint (1994) ampliéo el campo de aplicacion de la
microscopia optica a la dilucidacion de la composicion de los alimentos e identificacion de
micro y macroestructuras de las matrices alimentarias basandose en métodos de tincion
selectiva y contraste optico. El uso de técnicas de microscopia Optica sigue siendo relevante en
la investigacion de alimentos debido a su asequibilidad, capacidad para diferenciar
componentes en funcién del color y su gran flexibilidad. Sin embargo, sus principales
limitaciones son su baja resolucion y profundidad de foco, particularmente para

configuraciones de microscopia de campo amplio.

Las técnicas de microscopia Optica comtinmente utilizadas en aplicaciones alimentarias
son la microscopia de campo brillante, polarizada y fluorescente. En un microscopio de campo
brillante, el haz de luz pasa a través de una muestra delgada. El contraste de muchas muestras
de alimentos es muy débil, por lo que es necesario utilizar métodos de mejora de contraste
quimico y fisico. Entre ellos destaca una amplia variedad de tintes para mejorar el contraste y
permitir la diferenciacion e identificacion de los componentes presentes en las muestras
alimentarias que se seleccionan en funcion de su afinidad con los diferentes componentes de
los alimentos. Entre los métodos fisicos para mejorar el contraste en microscopia optica, destaca

el uso de luz polarizada (Morris & Groves, 2013).

La microscopia electrénica es, actualmente, un instrumento indispensable para evaluar

la superficie o la estructura interna de los alimentos y dilucidar el papel de los componentes
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estructurales principales, como agregados de proteinas, cristales de grasa o fibras de
polisacaridos dentro de una matriz alimentaria (Corradini & McClements, 2019). La
microscopia electronica tiene una resolucion mas alta que la microscopia Optica y se pueden
detectar estructuras mas pequefias. La microscopia electronica convencional funciona en alto
vacio para minimizar la dispersion del haz de electrones, por lo tanto, se requiere una
preparacion de muestra previa al andlisis para eliminar componentes volatiles tales como agua
o moléculas organicas presentes en los alimentos. En la investigacion alimentaria
principalmente se utilizan dos tipos de técnicas de microscopia electronica; la microscopia
electronica de barrido (SEM) y la microscopia electronica de transmision (TEM). Las técnicas
SEM y TEM tienen principios y resolucion diferentes, sin embargo, la informacion obtenida
por ambas metodologias se complementa entre si. SEM es la técnica de microscopia electronica
mas utilizada en ingenieria de alimentos. La gran profundidad de campo de SEM permite cubrir
una amplia gama de aumentos, de manera que, las imagenes de SEM proporcionan una vista en
3D de la muestra analizada, que es facil de interpretar. Estas imagenes muestran claramente la
distribucion y disposicion de los diferentes componentes dentro de una muestra, (Morris &
Groves, 2013). La microscopia electronica de barrido criogénico (cryo-SEM) permite analizar
muestras hlimedas congelando las muestras y analizandolas en una etapa criogénica unida a
SEM. Esta técnica, mas reciente, se utiliza para muestras con alto contenido en humedad, como

productos lacteos (Corradini & McClements, 2019).

El analisis microscopico de los alimentos ha avanzado mucho en los ultimos afios
debido al procesamiento de las imagenes digitales utilizando técnicas novedosas de analisis de
imagenes que mejoran la resolucion y permiten una visualizacion adecuada de las estructuras
3D. Esta es una tendencia que continuard en el futuro y que se complementara con la aplicacion

de herramientas de modelado molecular.

1.6.2. Andlisis de imagenes

El analisis de iméagenes es una técnica adecuada para estudiar el tamafio, la forma y la
rugosidad de la superficie de los objetos y actualmente estd ampliamente desarrollada en
diferentes dmbitos de trabajo. El andlisis de imagenes se ha implementado con éxito en la
industria alimentaria, debido a su bajo coste y a la posibilidad de conseguir mediciones en linea
incluso en entornos dificiles (Galiardi, Sullivan, & Smith, 1984). En ¢l area de la alimentacion,
el andlisis de imagen se ha utilizado principalmente para visualizar la superficie de cereales y

granos (Neuman, Sapirstein, Shwedyk, & Bushuk, 1989; Zapotoczny, 2014).
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Mediante el andlisis de imdgenes es posible estudiar la caracterizacion morfologica
tanto de particulas individuales, como de conjuntos de particulas. En el primer caso, es posible
determinar la morfologia de las particulas aisladas. Para cada particula, se miden las
dimensiones y se calcula el area y el perimetro, asi como los parametros de forma. Esta
metodologia es la mas utilizada y se ha aplicado para caracterizar granulos de almidén de
diferentes especies (Devaux, Qannari, & Gallant, 1992). Hay que tener en cuenta, para utilizar
este método, que debe realizarse la observacion de un gran nimero de particulas para obtener
resultados representativos. En el caso de un conjunto de particulas, las imagenes se procesan

como texturas.

La morfologia matematica es una teoria utilizada para el procesamiento de imagenes
(Serra & Jean, 1982). La morfologia matematica es un enfoque geométrico-algebraico al
procesamiento de imagenes digitales basado en los reticulos completos de conjuntos y
funciones. La idea esencial del enfoque morfoldgico para procesar una imagen es utilizar como
elemento escudrifador otra imagen mas pequefia con una geometria predeterminada adecuada
para evaluar las caracteristicas geométricas y topoldgicas de los objetos presentes en la imagen.
Asi, el proposito fundamental es transformar una imagen en otra que sea mas adecuada para su

andlisis e interpretacion a la luz de este elemento estructurante.

La morfologia matematica fundamenta todas sus operaciones en dos operadores: la
erosion y la dilatacidon asociadas a un elemento estructurante. El elemento estructurante (ES)
es un objeto de referencia de dimensiones pequenas (algunos pixeles) y que presenta una
estructura geométrica sencilla (punto, linea, cuadrado, circulo, etc.) asociado a la estructura o
topologia predominante en los elementos presentes en la imagen. La erosion en las imagenes
en niveles de gris se obtiene al desplazar el ES sobre la imagen y reemplazar el pixel central
por el minimo de los niveles digitales cubiertos por el ES. La erosion permite destacar las zonas

oscuras presentes en la imagen.

Este procedimiento se ha implementado para imagenes de nivel de gris (Nakagiri &
Kaizuka, 1989), como pueden ser las imagenes de microscopia electrénica de barrido.
Chassagne-Berces et al. (2009) utilizé este método para el estudio del efecto de la congelacion
sobre la estructura celular de la manzana. Devaux et al. (2008) cuantifico la estructura del
pericarpio del tomate mediante analisis de imagen, mientras que Zapotoczny (2014) realizo una

discriminacion de variedades de granos de trigo utilizando analisis de imagen.
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1.7. Modelizacion y simulacién del proceso de extraccion y de la
bioaccesibilidad de compuestos bioactivos
La simulacién de procesos mediante modelos matematicos constituye una poderosa
herramienta de célculo y disefio, que surgio y se desarrolld con la aparicion de los ordenadores,
y que poco a poco se ha ido imponiendo gracias a la creciente velocidad y capacidad de trabajo

que los mismos han ido ofreciendo.

En términos generales, la modelizacion es una via esencial para analizar procesos, asi
como también para predecir el comportamiento del sistema bajo distintas condiciones de
operacion; el proceso puede proporcionar la informacidon necesaria para controlar y optimizar

la operacion (Rodriguez, Eim, Simal, Femenia, & Rosselld, 2013).

La modelizacién de procesos resulta una tarea especialmente complicada cuando se
trabaja con materiales bioldgicos debido a su caracter heterogéneo, complejo y sensible (De
Bonis & Ruocco, 2008). Asimismo, para responder a la necesidad actual de elaborar alimentos
estandarizados y de alta calidad, es necesario poder predecir la calidad y caracteristicas del
producto final a partir de modelos adecuados a los diferentes productos y procesos (Norton,

Tiwari, & Sun, 2013).

Se pueden distinguir dos fases en la modelizacion de un sistema; una fase inicial que
consiste en la formulacion, resolucion y calibraciéon del modelo y, una segunda fase, de

simulacién y validacion.
En la fase inicial a su vez se pueden diferenciar distintas etapas:

* QObservacion. Primero deben obtenerse todas las observaciones o medidas fisicas del

sistema para poder definir las variables implicadas y el comportamiento de éstas.

* Formulacion de hipétesis. Una vez determinados los factores y las variables que influyen
en el proceso, se deben formular hipétesis y establecer las relaciones matematicas que
existen entre los diferentes parametros. Estas relaciones matemadticas pueden ser de

caracter mecanicista o empirico.

* Planteamiento matematico del modelo. A partir de las diferentes hipdtesis planteadas, se

selecciona la relacion matematica que se considera que describe mejor el proceso y se

procede a definir el conjunto de ecuaciones representativas.
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* Resolucion del modelo. El método adoptado para resolver las ecuaciones planteadas

dependera principalmente del grado de complejidad del modelo y del conjunto de

condiciones de contorno asumidas.

» Identificacion paramétrica o calibracién. Mediante un método de identificaciéon adecuado,

se procede a estimar los valores de los pardmetros que se usaran para aplicar el modelo.

Una vez que se dispone del modelo con los valores correspondientes para cada
pardmetro, se utilizardn para llevar a cabo la simulacion de resultados y la validacion del

modelo. Para ello es conveniente seguir las siguientes etapas:

* Simulaciéon. A partir de las hipotesis consideradas y de las ecuaciones matemadticas
establecidas con los parametros identificados, se aplica el modelo para simular el proceso

en las mismas condiciones experimentales que se han utilizado para la calibracion.

* Validacion. La validaciéon de un modelo puede llevarse a cabo de muchas formas. En
general la evaluacion de un modelo suele realizarse comparando los valores experimentales
y calculados de forma grafica o matematica. Ademas, es recomendable evaluar la fiabilidad
y la capacidad del modelo para reproducir resultados experimentales correspondientes a
experimentos realizados en condiciones diferentes de las que se utilizaron para la
calibracion del modelo. De esta forma, se comprueba la validez de las hipdtesis admitidas

y las relaciones establecidas.

En el planteamiento matematico del modelo, una vez determinadas las variables que
influyen en el proceso, deben establecerse las relaciones matemadticas existentes entre las
mismas para definir las ecuaciones representativas. Estas relaciones matematicas pueden ser de
caracter fenomenologico o empirico. Los modelos fenomenolégicos son aquéllos cuyo
principio de formulacion se basa en leyes fisicas. Por su parte, los modelos empiricos son

aquéllos que se formulan a partir de datos experimentales, (Gonzéalez-Centeno et al., 2015).

En general, la aplicacion de modelos empiricos no permite explicar los fenémenos
fisicos de un proceso, dado que su Unico objetivo es determinar las variables relevantes y
describir las relaciones existentes entre las mismas. Sin embargo, resultan de gran utilidad para
ciertas aplicaciones industriales o para simplificar el estudio de sistemas complejos,
dificilmente formulables y/o solucionables mediante modelos fenomenologicos (Gonzélez-
Centeno et al., 2015). Tal es el caso de la extraccion de compuestos bioactivos de materiales de

origen natural, dada la heterogeneidad de las muestras y la complejidad del mecanismo de
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transferencia de materia debido al caracter multicomponente de las mismas (De Bonis &
Ruocco, 2008). En la bibliografia también se dispone de los denominados modelos semi-
empiricos, entendidos como aquéllos que utilizan estimaciones empiricas y leyes fisicas
simultdneamente, para dar un cierto significado fisico a los parametros cinéticos del sistema

(Quispe-Fuentes et al., 2013).

Desde de un punto de vista industrial, la determinacion de los parametros cinéticos de
un proceso de extraccion resulta de gran importancia para determinar el efecto de las diferentes
variables de operacion y asegurar una mayor eficiencia de este. Es por lo que, existen en la
literatura numerosos modelos empiricos y/o semiempiricos utilizados en la interpretacion de
las cinéticas de extraccion (Cheung, Siu, & Wu, 2012; Lafka, Lazou, Sinanoglou, & Lazos,

2013; Quispe-Fuentes et al., 2013).

El modelo empirico de Weibull esta basado en una funcion probabilistica utilizada para
predecir el comportamiento de sistemas complejos variantes (Pobocikova & Sedliackova,
2014). Concretamente, en el campo de la Ingenieria de alimentos, el modelo de Weibull ha sido
ampliamente utilizado para describir procesos de inactivacion enzimadtica (Chen et al., 2013),
crecimiento y supervivencia de microorganismos (Lee, Kim, Cadwallader, Feng, & Martin,
2013) y/o degradacion quimica de los atributos de un producto (Eim et al., 2013). También se
ha aplicado satisfactoriamente a la simulacion de cinéticas de secado y de rehidratacion (Zura-
Bravo, Ah-Hen, Vega-Galvez, Garcia-Segovia, & Lemus-Mondaca, 2013) y, mas
recientemente, de extraccion (Cheung et al., 2012; Gonzalez-Centeno et al., 2015; Sturzoiu et
al., 2011). El modelo de Weibull también puede ser utilizado para la simulacion de la liberacion
de compuestos bioactivos desde la matriz de un alimento durante el proceso de digestion in
vitro, ya que en términos fisicos se trata de un proceso de extraccion sélido liquido (Drechsler

& Bornhorst, 2018; Liu & Sopade, 2011).
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2. OBJETIVOS

El trabajo presentado en esta tesis se realizd en el marco de dos proyectos de
investigacion desarrollados por el Grupo de Ingenieria Agroalimentaria del Departamento de
Quimica de la Universidad de las Islas Baleares. Estos proyectos, financiados por el Ministerio
de Economia y Competitividad (MINECO), el Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia
Agraria y Alimentaria (INIA) y con fondos del FEDER, fueron los siguientes:

“Aplicacion de los ultrasonidos de potencia (UdP) en la intensificacion de los

procesos de secado a baja temperatura (DPI 2012-37466-C03-02) ".

- “Revalorizacion integral de subproductos en funcion de sus usos potenciales:
Extraccion de compuestos de interés mediante aplicacion de US de potencia y
estudios de bioaccesibilidad in vitro (RTA 2015-00060-C04-03)” dentro del
proyecto coordinado: “Gestion sostenible y revalorizacion de subproductos

agroalimentarios para alimentacion, energia y uso agronémico".

Tal y como se desprende de la revision bibliogréfica realizada, uno de los grandes retos
a los que se enfrenta el sector agroalimentario en la actualidad, es el uso eficiente de sus
recursos, cuya consecucion pasa por la necesidad de seguir avanzando en la busqueda de nuevos

métodos de aprovechamiento de los residuos y subproductos agroalimentarios.

Por todo ello, el objetivo principal de este trabajo es proponer una metodologia para la
revalorizacion de subproductos y residuos vegetales de la industria alimentaria basada en la
intensificacion de procesos de extraccion de biocompuestos mediante la aplicacion ultrasonidos
de potencia (UdP) y estudiar el efecto del procesado sobre la bioaccesibilidad de dichos

biocompuestos.

Para la consecucion de este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

particulares:

- Evaluar el efecto de la aplicacion de ultrasonidos de potencia en el proceso de

extraccion acuosa de compuestos antioxidantes de piel de naranja.

- Evaluar el efecto de diferentes técnicas de procesado (secado convectivo,
liofilizacién y congelacion) sobre la bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes

de manzana y remolacha.
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3. MATERIALESY METODOS

3.1. Materiaprima
3.1.1. Albedoy flabelo de naranja

La piel, constituida por el flabelo y el albedo de la naranja, destaca por su elevado

contenido en agua, ademas de su importante nivel de carbohidratos, fibra alimentaria y vitamina
C (Tabla 3.1).

Tabla 3.1: Composicion quimica delapie denaranja Navelina por cada 100 g (“ USDA Food Composition

Databases,” n.d.)

Componente Valor

Agua(g) 72.50
-~ Poteinas(@ 150
~ Lipides@® 020
""""""" Carbohidratos() 250
""""""" VitamnaC(mg) 136
"""""" Fibragimentaria() 106

Naranjas de la variedad Navelina (Figura 3.1), fueron adquiridas en un mercado local y
se seleccionaron segun el contenido de s6lidos solubles (11.0 £ 0.5 ° Brix). Después de extraer
el jugo, el material restante (subproducto) se escald para inactivar las enzimas enddgenas, se
liofilizd, se trituré y se tamizd hasta un tamafio de particula entre 0.355 y 0.710 mm.
Finalmente, el subproducto liofilizado se empaqueto al vacio y se almacend, en ausencia de luz

y refrigerado (4 °C) hasta un maximo de 7 dias.

4 )

- J

Figura 3.1: Naranja Navelina
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3.1.2. Manzana

Seglin su composicion (Tabla 3.2), la manzana Granny Smith destaca por su elevado

contenido en agua, ademas de su importante nivel de carbohidratos.

Tabla 3.2: Composicién quimica dela manzana Granny Smith por cada 100 g de por cién comestible (* USDA Food

Composition Databases,” n.d.)

Componente Valor

Agua(g) 86.67
~ poteinas@ 00 027
- Lipides@® 013
""""""" Cabohidratos() 1010
~ Vdorenegético (ked) 800

Manzanas de la variedad Granny Smith, fueron adquiridas en mercados locales de Palma

de Mallorca (Espaiia) y conservadas a 4.0 + 0.5 °C hasta su procesado. Una imagen del fruto

utilizado se puede apreciar en la Figura 3.2.

-

\_

~

J

Previo descarte de aquellas piezas que presentaban algun tipo de dafio fisioldgico por

golpe mecanico se selecciond como materia prima para el presente trabajo, aquella que presento

Figura 3.2: Manzana Granny Smith

un contenido en solidos solubles de 13.0 £ 0.5 °Brix.

El procedimiento de acondicionamiento de la materia prima incluyd el corte
longitudinal de la pieza mediante un sistema de cuchillas de 1x1 ¢cm? de luz. Posteriormente se
elimind el corazon de la pieza y de los paralelepipedos restantes se seleccionaron grupos de tres
tal y como se presenta en la Figura 3.3. Estos paralelepipedos se cortaron mediante un bisturi

en cubos de 1 cm de lado, y de los cubos obtenidos se escogieron, para realizar el estudio, los

dos centrales de cada uno de los paralelepipedos (Figura 3.3).
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4 N

Seleccion de los cubos

Corte longitudinal de la pieza con un  Eleccién de los paralelepipedos
sistema de cuchillas 1x1 cm equidistantes del corazon de la pieza

Figura 3.3: Esquema dedl acondicionamiento de la manzana Granny Smith

3.1.3. Remolacha

Seglin su composicion (Tabla 3.3), la remolacha Beta vulgaris destaca por su elevado

contenido en agua, ademas de su importante nivel de carbohidratos, betaina y vitamina C.

Tabla 3.3: Composicion quimica de laremolacha Beta vulgaris por cada 100 g de porcién comestible (“ USDA Food
Composition Databases,” n.d.)

Componente Valor
Agua(g) 87.58
-~ poteinss@ 161
- Lipides@® 07
""""""" Cabohidratos() 956
""""""" vitamnaC(mg) 49
~ Bewna(mg) 1287
~ Vdorenergdtico (kea) 4300

Remolacha de la variedad conditiva, fue adquirida en mercados locales de Palma de
Mallorca (Espafa) y conservada a 4.0 £ 0.5 °C hasta su procesado. Una imagen del fruto

utilizado se puede apreciar en la Figura 3.4.

4 )

\_ J

Figura 3.4: Remolacha Beta Vulgaris
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Previo descarte de aquellas piezas que presentaban algun tipo de dafio fisioldgico por
golpe mecanico se seleccion6 como materia prima para el presente trabajo, aquella que presentd
un contenido en so6lidos solubles de 10.8 + 0.4 °Brix. El procedimiento de acondicionamiento

de la materia prima fue el mismo que el descrito en el apartado anterior para la manzana.

3.2. Técnicas experimentales
3.2.1. Equiposde extraccion solido-liquido
3.211. Equipo extractor |: agitador mecanico

El equipo extractor I consistid en un sistema de agitacion (RZR 2021, Heidolph,
Alemania) dotado con una hélice de cuatro alabes que describian un circulo de 4 cm de didmetro
a una velocidad de giro de 80 rpm (Figura 3.5). Las extracciones se realizaron en un recipiente
de 500 ml encamisado para controlar la temperatura durante todo el proceso. Para este
propdsito, mediante una bomba peristéltica (VitaTech 600, Vitakraft, Alemania) se recircula a
través de la camisa una solucion de etilenglicol al 50% (v/v) desde un depdsito de enfriamiento,

equipado con una unidad enfriadora (Frigedor, JP Selecta, Espafia).

4 )

\_ J

Figura 3.5: Equipo experimental | utilizado para los experimentos de extraccion mecanica

3.21.2. Equipo extractor |1: sonda de ultrasonidos

El equipo extractor II consistidé en un procesador de ultrasonidos UP400S (Hielscher
Ultrasound Technology, Alemania) acoplado a una sonda de 40 (US1) o 22 (US2) mm de
diametro (Figura 3.6). Las condiciones experimentales establecidas, andlogas para todas las
experiencias de extraccion acustica realizadas con este equipo, fueron: 55 £ 5 Hz de frecuencia,

520+ 16 W/L (US1) o 790 £ 19 W/L (US2) de potencia, 22.9 = 0.1 A de intensidad y ciclos de
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0.5 s. El equipo extractor dispone de un sistema de control de temperatura similar al descrito

en el apartado 3.2.1.1.

4 )

\_ J

Figura 3.6: Equipo experimental utilizado para los experimentos aclsticos

3.2.2. Congelacion

Las muestras fueron congeladas mediante tres procedimientos: inmersion en nitrogeno
liquido (punto de ebullicion -196 °C), a -80 °C en un ultra-congelador (CVF 525/86, Ing.
Climas,), y a -20 °C en un congelador (ACCV-125-2 Coreco,) hasta que la temperatura del
nucleo alcanz6 el valor de equilibrio con la temperatura de congelacion (aproximadamente 30
s, 40 min y 30 min, respectivamente). Una vez congeladas las muestras se descongelaron en

una camara fria a 4.0 £ 0.5 °C hasta que el nticleo alcanzo6 dicha temperatura.

3.2.3. Liofilizacién

Las muestras previamente congeladas mediante inmersion en nitrégeno liquido fueron
deshidratadas mediante un equipo liofilizador Telstar LyoQuest. Las condiciones de trabajo
fueron una presion de 0.3 mbar y una temperatura de -50 °C en el colector. Posteriormente se

mantuvieron a una temperatura de -20 & 2 °C hasta el momento de su utilizacion.

Las muestras liofilizadas, fueron rehidratadas hasta conseguir el contenido en humedad
similar al de la muestra fresca. Para ello, se llevo a cabo su inmersion en agua destilada a una
temperatura de 37 = 1 °C con una agitacion constante de 100 rpm en un bafio vaivén (Unitronic

320 OR).
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3.2.4. Secado convectivo

La instalacion experimental utilizada consta de un secadero convectivo a escala de
laboratorio (Figura 3.7) el cual se disefi¢ y construyo6 especificamente para el secado de frutas
y hortalizas. Dicho equipo estd completamente automatizado y dispone de control de

temperatura y velocidad de flujo, siendo dicho flujo es perpendicular al lecho de muestras.

Balanza

Motor lineal

Sonda de

Portamuestras
temperatura

Anemometro digital

Valvula neumatica .
Ventilador

Calefaccion

Conexiones al
ordenador

Ordenador

Figura 3.7: Secader o convectivo de vegetales a escala de laboratorio

El secadero utilizado para el secado de las muestras estd equipado con una resistencia
eléctrica de 3000 W (a 220 V) que calienta el aire a su paso y es regulada por un controlador
de proceso (ONROM Sysmac CQMI) que mide y digitaliza el valor de la temperatura del aire.
El sistema de ventilacion consiste en un soplante centrifugo de media presion (COT-100, Soler
& Palou, Espafia) que impulsa el aire de secado a través del sistema de calefaccion hasta la

canastilla portamuestras. La velocidad de aire se mide con un anemémetro digital de rueda
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alada (DTA 4000, Tekkal, Italia) y es controlada por el ordenador, que acta sobre un variador
de frecuencia (Inversor DV-551, Panasonic, USA). La muestra que debe secarse se coloca a la
salida del conducto de aire en una canastilla metalica con su parte inferior de malla de 2:10 m
de luz. Las pesadas se realizan con un sistema automatizado de adquisicion de datos mediante
una balanza digital (COBOS, C-6200CBC, Espaifia). El control del secadero se realiza mediante
una aplicacion informatica programada en LabView® (National Instruments, USA). La
aplicacion permite establecer las condiciones de operacion del secadero, mediante la seleccion
de los valores de consigna de las variables (temperatura y velocidad del aire), el intervalo de
tiempo entre pesadas y los criterios de finalizacion de operacion, que pueden ser, el tiempo de

secado o la pérdida de peso de la muestra.

Las condiciones de temperatura y velocidad de aire fueron 60 °C y 2 m/s
respectivamente. Al iniciarse el proceso se reguld la temperatura y la velocidad de consigna y
se entiende que la temperatura se ha estabilizado cuando se mantiene constante (+0.1 °C)
durante un minimo de 1 min. Posteriormente se coloco la muestra en el interior de la canastilla
portamuestras de tal modo que no hubiera contacto entre muestras y que construyeran una
monocapa. El aire de secado, impulsado por la soplante a través del sistema de calefaccion,
atravesaba de manera perpendicular la superficie inferior de la canastilla durante el proceso. El
sistema de adquisicion automatica de datos permitié disponer de medidas del peso de la muestra
a diferentes intervalos de tiempo, en nuestro caso fue cada 5 min. El proceso de secado se

detuvo automaticamente una vez alcanzada la pérdida de peso del 80%.

Al finalizar el proceso de secado las muestras fueron rehidratadas hasta conseguir el
contenido en humedad de la muestra fresca mediante su inmersion en agua destilada a una
temperatura de 37 = 1 °C con una agitacion constante de 100 rpm en un bafio vaivén (Unitronic

320 OR).

3.2.5. Digestion gastricain vitro

El proceso de digestion in vitro utilizado en la presente tesis doctoral se selecciond
siguiendo el arbol de decision presentado en la Figura 1.23. Se decidio realizar un proceso de
digestion in vitro estatica ya que los compuestos a analizar son compuestos antioxidantes
mayoritariamente hidrofilicos, se dispone de un nimero de muestras considerable y se pretende
realizar un estudio comparativo entre muestras. El proceso de digestion in vitro fue disenado
como una sucesion de dos etapas: una primera etapa de salivacion y una segunda de digestion

gastrica, dichas etapas presentan modificaciones respecto al modelo de digestion in vitro
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estatica estandarizado presentado por Brodkorb et al. (2019), sin embargo dichas

modificaciones se encuadran dentro de lo aceptado en el documento consensuado.

La saliva se prepar6 con una combinacién de mucina (1 g/L), a-amilasa (75 U/mL),
NaCl (0.117 g/L), KCI1 (0.149 g/L) y NaHCOs3 (0.210 g/L) en una base de agua destilada a pH
7 (Bornhorst, Roman, Dreschler, & Singh, 2014; Bornhorst & Singh, 2013). Las soluciones se
realizaron a una temperatura de 21 + 2 °C. La a-amilasa de Bacillus subtilis se adquirié6 en MP

Biomedicals (Francia), y la mucina del estdbmago porcino en Sigma Aldrich (USA).

El jugo géstrico se prepard con pepsina (2000 U/mL), 1.50 g/L de mucina 'y 8.78 g/L de
NaCl, en agua destilada a pH entre 1.8 - 2.0 que se ajusté con HC1 0.1 N (Bornhorst et al., 2014;
Bornhorst & Singh, 2013). Las soluciones se realizaron a una temperatura de 21 + 2 °C. La

pepsina gastrica de porcino fue adquirida de Sigma Aldrich (USA).

Todos los procesos de incubacion, definiendo incubacion como el tiempo durante el
cual las muestras permanecen en contacto con los jugos de la digestion, se realizaron en
recipientes opacos de plastico y en un bafio de vaivén (Unitronic 320 OR). En todos los
experimentos se mantuvieron constantes las concentraciones iniciales de los sustratos de la

digestion, y la temperatura y agitacion del bafio (37 £ 1 °Cy 100 rpm).

Los diferentes parametros (humedad, so6lidos solubles, acidez titulable, compuestos
fendlicos y actividad antioxidante) fueron analizados antes de la incubacion, después de la etapa
de salivacion y a 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 180 min de digestion gastrica. Los experimentos de
digestion se realizaron por triplicado y cada parametro se analizo6 por triplicado en cada uno de

los tiempos.
3.3. Métodos analiticos

3.3.1. Andlisisquimico general

Todas las determinaciones quimicas se realizaron por triplicado, excepto aquellas en

que el niimero de réplicas se indica expresamente.

3.3.1.1. Contenido en humedad

Para determinar el contenido de humedad de las muestras se siguid el procedimiento
descrito por la AOAC numero 934.06 (AOAC, 1997). Se secaron aproximadamente 2 g de

muestra en una estufa de vacio (Vaciotem-T, Selecta, Espafia) a 80 + 2 °C hasta peso constante
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(aproximadamente 24 h). A partir de la variacion de peso se calculd el valor del contenido en

humedad.

3.3.1.2 Sélidos solubles

El contenido en solidos solubles de las muestras se determind a 21 + 2 °C con un
refractometro Abbe 325 Zuzi siguiendo el procedimiento descrito por la AOAC 932-14C
(AOAC, 1990).

3.3.1.3. Acidez titulable

La acidez titulable se midi6 siguiendo el procedimiento descrito por la AOAC 942.15
(AOAC, 1998). Se midié mediante una titulacion del zumo de la fruta que se preparo6 triturando
5 cubos de muestra (aproximadamente 1.5 g) en 20 ml de agua destilada durante 1 min a 13.5
rpm mediante un Ultra-Turrax (T25 Digital IKA, Staufen, Germany). Este zumo fue titulado
con NaOH 0,1 M hasta pH 8,1 usando un medidor de pH digital. Las mediciones se realizaron

por sextuplicado.

3.3.2. Extracciéon delafibradietética. Residuo insoluble en alcohol

La determinacion del contenido en fibra y de la composicion de los principales tipos de
polisacaridos presentes en el concentrado de fibra alimentaria de las muestras requiere la
extraccion de los polisacaridos (material procedente de las paredes celulares) mediante el
método conocido como residuo insoluble en alcohol (AIR) (Femenia, Garcia-Pascual, Simal,

& Rossello, 2003).

Para la obtencion del AIR se pesaron 15 cubos de muestra que es tratada con una mezcla
EtOH/H20 hasta conseguir una disolucion al 85% de etanol, dicha mezcla se homogeniza
mediante un Ultra-Turrax (T25 Digital IKA, Staufen, Germany) durante 1 min a 13000 rpm. A
continuacion, la mezcla se hierve durante 5 min para conseguir la inactivacion enzimatica y se
homogeniza en Ultra-Turrax durante 2-3 min para volver a hervir durante 1 min. La solucion
se filtro al vacio utilizando filtros Whatman GF/C (filtro de microfibra de vidrio, libre de
celulosa). El filtrado se descarta y el residuo sélido se suspende nuevamente en etanol 85%,
repitiéndose, después, los pasos de homogeneizacion, ebullicion y filtracion. Esta operacion se
repite con etanol absoluto y acetona. El residuo sélido resultante se deja a temperatura ambiente
durante aproximadamente 24 h para la evaporacion del disolvente, obteniendo, asi, el AIR o
concentrado de fibra formado mayoritariamente por los componentes de las paredes celulares

de la manzana.
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A partir del AIR, se realizan las determinaciones de contenido en azucares neutros y
acidos uronicos. Para dichas determinaciones el AIR debe ser sometido a un proceso previo de

trituracion y tamizado (0.5 mm).

3.3.3. Caracterizacion delafraccion defibra dietética

Los azucares, unidades basicas de los diferentes tipos de polisacaridos que forman las
paredes celulares primarias de las muestras, fueron liberados mediante un proceso de hidrolisis

descrito por Gonzalez-Centeno et al. (2010).

Para cada una de las muestras se pesaron 5 mg del AIR, se mezclaron con 200 pL de
H>SO4 12M y se incubaron durante 3h a temperatura ambiente, con el objetivo de solubilizar la
celulosa mediante la rotura de los enlaces de hidrégeno que mantienen compacta su estructura.
A continuacion, se adiciond agua hasta diluir el medio a una concentracion 1 M de H2SO4 y se
incub6 a 100 °C durante 2.5 h, produciéndose asi la hidrdlisis total de los polisacéaridos de la

pared celular.

3.33.1L I dentificacion y cuantificacion de los azlicar es neutr os

Una vez que las muestras fueron hidrolizadas, a cada una de ellas se les afadié una
cantidad conocida de patron interno 2-deoxy-glucosa (200 pg), con el objetivo de determinar
de forma cuantitativa la presencia de unidades de ramnosa (Rha), fucosa (Fuc), arabinosa (Ara),
xilosa (Xyl), manosa (Man), galactosa (Gal) y glucosa (Glu). Para dicho objetivo se realiza una
recta de calibrado con estandares de los azucares mencionados anteriormente (0.05-0.2 mg

azucar/mL).

A continuacion, 1 ml de las soluciones resultantes fue neutralizado con NH3 25 % hasta
conseguir un pH neutro o basico. Seguidamente se afiaden 100 uL de NH3 3 M que contenia
NaBHas (15 %, w/v), como agente reductor, asi se consigue la rotura de los ciclos que presentan
los azucares en su estructura y su paso a alditoles (reduccion del grupo aldehido a alcohol).
Posteriormente, las muestras fueron incubadas a 30 °C durante 1 h, y una vez enfriadas mediante

un bano de agua-hielo se les adicioné 100 pL. de CH3COOH glacial.

Una vez homogeneizadas, 300 pL de las soluciones resultantes se hicieron reaccionar
con anhidrido acético utilizando 1-metil-imidazol como catalizador y se incubd durante 30 min
a 30 °C. De esta manera, se obtuvieron los alditol-acetatos correspondientes, que son

compuestos detectables mediante cromatografia de gases.
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Estos compuestos fueron extraidos por una extraccion liquido-liquido con CH>Cl, que
consistié en separar la fase organica, que contiene los alditol-acetatos, mediante centrifugacion
(2000 rpm, 1 min), eliminando la fase acuosa por aspiracion y, posteriormente, las muestras

fueron llevadas hasta la sequedad con una corriente de argon a 40 °C.

Después de la derivatizacion, los azlicares neutros, convertidos en sus correspondientes
alditol-acetatos, fueron redisueltos en CH>Cl> para su separacion isotérmica a 220 °C mediante
cromatografia de gases (Hewlett-Packard 5890A, Alemania). La columna utilizada fue del tipo
OV225 con 3% Chromosorb WHP 100/120 y el gas portador utilizado fue argédn con un caudal
de 25 mL/min. Las temperaturas del inyector y del detector FID se fijaron a 230 y 240 °C,

respectivamente. Los datos fueron expresados como mg de azucar/100g dmo.

3.3.3.2. Cuantificacion de los acidos ur 6nicos

El contenido de 4cidos uroénicos se determind utilizando el método colorimétrico
descrito por Blumenkrantz & Asboe-Hansen (1973), aplicdndole ciertas modificaciones. El
acido galacturonico disuelto en dcido benzoico saturado fue utilizado como patrén para realizar

la recta de calibrado (0-80 pg/mL).

Del mismo modo que en la determinacion de los azucares neutros, hay una etapa previa
de hidrolisis, donde se pesaron 5 mg del AIR de cada una de las muestras, se mezclaron con
200 pl de H2SO4 12M y se incubaron durante 3h a temperatura ambiente. A continuacion, se
adicion6 agua hasta diluir el medio a una concentraciéon 1 M de H2SO4 y se incubd a 100 °C

durante 1 h.

Posteriormente, 0.5 mL de las soluciones hidrolizadas se diluyeron con agua destilada
dependiendo de la concentracion de la muestra. Dichas soluciones se adicionaron sobre 3 mL
de NaBO; 50 mM en H »SO4 concentrado (previamente congelado). Esta mezcla se calent6 a
100 °C durante 10 min. Después de enfriar las disoluciones en un bafio de agua-hielo, se afiadid
100 pl de una disolucioén de m-fenilfenol 0.15 % (w/v, en NaOH 0.5 % (w/v) como disolvente),
a todas las muestras excepto a los blancos, apareciendo una tonalidad rosada debido a la
reaccion de este compuesto con el acido galacturonico. Pasados aproximadamente 30 min,
tiempo en que las muestras se encontraron en condiciones de oscuridad, se procedi6 a la lectura
de la absorbancia a una longitud de onda de 524 nm mediante un espectrofotometro UV/vis
modelo Cary Bio 300 (Varian, USA). El analisis se realizé por duplicado y con un blanco por

muestra. Los datos fueron expresados como mg acido galacturénico/100g dmo.
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3.3.3.3. Composicion en celulosa, hemicelulosa y pectinas

A partir de la concentracion de los azlicares neutros y de los acidos urénicos se calculo,
de forma aproximada, la composicion en pectinas, celulosa, y hemicelulosa de los concentrados

de fibra de cada una de las muestras (ecuaciones [3.1], [3.2] y [3.3], respectivamente).

[Rhal+[Aral]+[Gall+[Urénicos] )

0, i =
[31] /gpectlnas - Azucares totales 100
0 _ 0.9-[Glc]
[32] /gcelulosa - Azucares totales 100
[3.3] %hemicelulosa = [Fucl+[Xyll+[Manl+0.1(Gle] 4y

Azucares totales

3.3.4. Extraccion de compuestos antioxidantes

Los extractos metandlicos se prepararon de acuerdo con la metodologia descrita por Eim
et al. (2013) con algunas modificaciones. Las muestras se pesaron y se les anadio 20 mL de
metanol (MeOH) que actué como el disolvente de extraccion. La mezcla se homogeneizo
usando un Ultra-Turrax (T25 Digital IKA, Staufen, Germany) a 13.000 rpm durante 2 min, y a
continuacion, la solucidon obtenida se refrigerd a 4.0 + 0.5 °C durante un tiempo minimo de 17
h. Las mezclas se centrifugaron a 4.000 rpm durante 10 min, y posteriormente el sobrenadante
se filtré con papel Whatman N° 4 y se almacen6 a 4.0 + 0.5 °C en oscuridad un méaximo de 6
dias. A partir de los extractos obtenidos se determiné el contenido en fenolicos totales y la

actividad antioxidante.

3.3.5. Caracterizacion dela fraccion fendlica
3.35.1. Contenido en Fendlicos totales

El contenido total en compuestos fendlicos de las muestras se determind en base al
método espectrofotométrico Folin-Ciocalteu descrito por Singleton & Rossi (1965), con ciertas

modificaciones para ser adaptado al analisis en microplacas (Eim et al., 2013).

En cada pocillo de la microplaca se introdujo una alicuota de 25 pL de extracto
metanolico que se diluyd con 80 puL. de agua destilada, se le adicionaron 5 pL del reactivo Folin-
Ciocalteu y se incubo durante 5 min a 25 °C. La reaccion se detuvo mediante la adicion de 80

uL de Na,COs al 7.5% (w/v). Se midio la absorbancia a 765 nm cada 5 min, durante 30 min.

El contenido de compuestos fenolicos totales se calculo a partir de una calibracion con
acido galico (GA, 25 — 250 ppm). Todos los resultados se calcularon como la media de tres

determinaciones y se expresaron como mg acido galico/g dms,.
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3.3.5.2. Contenido en Flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales se determiné por lectura de la absorbancia de la
muestra a 370 nm (Dewanto, Wu, Adom, & Rui Hai Liu, 2002). El analisis se realizo a 25 °C
con el espectrofotometro UV/Vis MultiSkan Spectrum (Thermo Scientific, Finlandia)
utilizando catequina como estandar de calibracion (0-0.1 mg/mL). Los resultados, calculados

como valor medio de tres réplicas, se expresaron en mg de catequinas/100 g de muestra fresca.

3.35.3. I dentificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos se determinaron por el método de HPLC descrito por M'hiri
et al. (2015) al cual se realizaron algunas modificaciones. El andlisis cuantitativo se realizo
utilizando un sistema analitico de HPLC (Milford MA, Waters, Reino Unido) que consiste en
una bomba Waters 600E, un detector de fotodiodos Waters 2966 y un inyector automatico

Waters 717 plus controlado por software (Empower).

Para la deteccion de flavanonas (naringina, hesperidina y neohesperidina) y acidos
fenolicos (acido ferulico, acido sindpico y acido p-cumadrico) de los subproductos de naranja,
se inyectaron 10 pL de extracto en la columna C18 de fase inversa (150 % 3,9 mm, tamafio de
particula de 5 um, Symmetry, EE. UU.) y la fase mévil consistié en una mezcla de disolvente
A, 4cido acético/agua (3%) y disolvente B, metanol-acido acético (3%). Se realiz6 un programa
de gradiente que se llevo a cabo de la siguiente manera: 5 min, 10% B; 30 min, 100% B; 45
min, 100% B; 47 min, 10% de B. El caudal fue de 1 ml/min y la temperatura de la columna fue
de 40 ° C. Se detectaron flavanonas (naringina, hesperidina y neohesperidina) y acidos
fenolicos (acido ferulico, dcido sindpico y acido p-cumarico) a longitudes de onda de 280 y 320
nm, respectivamente. Los andlisis se realizaron al menos tres veces y solo se informaron los
valores medios. La cuantificacion se llevo a cabo utilizando el método estandar externo y las

concentraciones finales se calcularon en mg/100 g dm.

3.3.5.4. Actividad antioxidante

La capacidad antioxidante que se le atribuye a la fraccion fenolica de los vegetales
incluye multiples mecanismos de actuacion desde un punto de vista quimico. Por esta razon,
no hay una metodologia analitica que permita por si sola, cuantificar la capacidad antioxidante
y, por tanto, para su determinacion se recomienda el uso combinado de diferentes métodos

(Pellegrini et al., 2003).
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En este estudio se han considerado tres métodos espectrofotométricos: ABTS,

CUPRAC y FRAP basados en reacciones de transferencia de electrones.

a) Méodo ABTS

La determinacion de la capacidad antioxidante mediante el método ABTS se basé en la
metodologia descrita por Re et al. (1999), a la cual se realizaron ciertas modificaciones para

adaptarla al analisis con microplacas (Gonzalez-Centeno et al., 2012).

Para la preparacion del cation radical ABTS se mezclaron volimenes equivalentes (1:1)
de dos disoluciones acuosas diferentes: por una parte, una disoluciéon 7 mM de ABTS (4cido
2,2'-Azinobis-(3-etilBenzoTiazolina-6-Sulfonic) y por otra una disolucion 2.45 mM de K2S:Os.
Esta disolucion madre se dejo reaccionar durante 16 h a 21 + 2 °C en condiciones de oscuridad,
para ser utilizada en las proximas 48 h, conservada bajo las mismas condiciones. En el momento
del analisis se realiz6 una dilucion de la disolucion madre: 8 mL de dicha disolucion se

diluyeron con EtOH/H>O (25/75, v/v) hasta un volumen final de 100 mL.

En cada pocillo de la microplaca se introdujeron 190 pL del reactivo ABTS y se dejo
incubar durante 10 min a 25 °C. Después de este tiempo se realiz6 una lectura de la absorbancia
(Ao) a una longitud de onda de 734 nm, a continuacion, se procedio a iniciar la reaccion (Figura
3.8) afiadiendo 10 pL de la extraccion metandlica de la muestra en cada pocillo. La mezcla se
dejo reaccionar bajo las mismas condiciones durante 30 min, tras los cuales se realiz6 la lectura

de la absorbancia a la misma longitud de onda (A1).

(" )
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Figura 3.8: Principio quimico del método ABTS Huang et al. (2005)

El calculo de la capacidad oxidante se realiza a partir de la diferencia entre las
absorbancias A1 y A, que se correlaciond con una recta de calibrado obtenida a partir de
concentraciones conocidas (comprendidas entre 25 y 800 uM) del estdndar Trolox (anilogo

hidrosoluble de la vitamina E).
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b) Método CUPRAC

La evaluacion de la capacidad antioxidante mediante el método de CUPRAC (CUPric
Reducing Antioxidant Capacity) se bas6 en la metodologia descrita por Apak et al. (2004) que

se modificd para adaptarla al analisis con microplacas (Gonzalez-Centeno et al., 2012).

El reactivo CUPRAC se preparé el mismo dia del andlisis, mezclando volumenes
equivalentes (1:1:1, v/v/v) de tres disoluciones diferentes: de una disolucion acuosa 10 mM de
Cu(II), de una disolucion de neocuproina 7.5 mM en EtOH 96 % y de una disolucion tampon

acetato de amonio 1 M a pH 7.

El protocolo y las condiciones experimentales, asi como los calculos para determinar la
capacidad antioxidante fueron las mismas que los utilizados en el caso del método de ABTS,
pero en este caso las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de 450 nm

(Figura 3.9).
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Figura 3.9: Principio quimico del método CUPRAC Huang et al. (2005)

c) Método FRAP

El tercer método utilizado para la determinacidon de la capacidad antioxidante fue el
método de FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) que se modificé del método original
(Benzie & Strain, 1996) para adaptarla al analisis en microplacas (Gonzalez-Centeno et al.,

2012).

Para la preparacion del reactivo FRAP el mismo dia del andlisis, se mezclaron tres
disoluciones diferentes en la proporcion (1:1:10, v/v/v): una disolucioén 0.01 M de TPTZ (2,4,6-
tri(2-piridil)-s-triazine), una de FeClz -6H>O 0.02 M y un tampo6n acético-acetato (de pH 3.6,
preparado con 3.1 g de CH;COONa y 16 mL de CH3COOH glacial por 1000 ml de solucion

tampon).
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El protocolo y las condiciones experimentales, asi como los calculos para determinar la
capacidad antioxidante fueron las mismas que los utilizados en el caso del método de ABTS y
CUPRAC, pero en este caso las lecturas de absorbancia se realizaron a una longitud de onda de

593 nm (Figura 3.10).
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Figura 3.10: Principio quimico del método FRAP Huang et al. (2005)

3.3.6. Andlisismicroestructural y morfolégico

Para evaluar, desde el punto de vista microscopico, los cambios en la textura de la fruta
después de su procesado y de la digestion in vitro se han utilizado dos técnicas: la microscopia

optica y la microscopia electronica de barrido (SEM).

3.3.6.1. Microscopia Optica

Las muestras se fijaron por inmersion en formaldehido al 5% (v/v). Para el proceso de
inclusion, las muestras se lavaron con agua destilada y se deshidrataron mediante sucesivas
inmersiones en soluciones EtOH/H>O en diferentes proporciones. El etanol se retird de las
muestras posteriormente mediante lavados con xileno absoluto. Finalmente, las muestras se

sumergieron en parafina a 60 °C (Kerdpiboon, Devahastin, & Kerr, 2007).

Posteriormente, estas muestras se cortaron con un microtomo (Finesse 325, Thermo
Shandon, China) obteniéndose laminas de 4-5 um de espesor y se fijaron en un portaobjetos. A
continuacion, se realizo la tincion de las muestras mediante la técnica histoquimica basada en
la reaccion de PAS (Periodic Acid Schiff), ya que dicha técnica es la mas utilizada para la

deteccion de hidratos de carbono, libres o conjugados, de los tejidos (McLaughlin, 1983).

En primer lugar, se realizé una etapa de desparafinado mediante la inmersion en xileno
absoluto, a continuacion, se produce una hidratacioén de la muestra mediante su inmersion en
soluciones EtOH/H>0 de diferentes proporciones. Posteriormente, las muestras son sumergidas

en acido periddico que es el causante de la modificacion quimica del tejido mediante la
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oxidacion de lo hidroxilos con la consiguiente formacion de grupos aldehidos que son los que
reaccionan con el reactivo de Schiff dando un color rojizo brillante. Después de un lavado con
agua destilada, las muestran fueron sumergidas en hematoxilina, un colorante basico que
presenta afinidad con el ADN, de tal manera que pone de manifiesto el nucleo de la célula. Al
terminar la etapa de tincion, tiene lugar la deshidrataciéon mediante la inmersion en soluciones
EtOH/H>0 de diferentes proporciones y su inmersion final en xileno. Finalmente, se realizo el

montaje en un portaobjetos utilizando DPX como medio de montaje.

3.3.6.2. Microscopia electronica de barrido

La microestructura de las muestras se observé de acuerdo con la metodologia propuesta
por Minjares-Fuentes et al. (2014). Las muestras se liofilizaron, se fijaron en el soporte con
adhesivos de carbon, y seguidamente se observaron directamente en el microscopio electronico
de barrido (S-3400N, Hitachi, Japdon) a resolucion 5 pum, voltaje de aceleracion de 10 kV, y

presion de trabajo de 40 Pa. Las imdgenes se adquirieron a 50x de aumentos.

3.3.6.3. Anélisisdeimagen

Las fotografias del microscopico Optico y microscopio electronico de barrido se
analizaron mediante el uso de una metodologia de procesamiento de imagen automatico, basada
en el software Image J 2.0.0. (licencia Creative commons). Las imdgenes en escala de grises se
convirtieron en imagenes binarias (Figura 3.11) y se limpiaron con la funcién de filtro de
despegado. Se analizaron las caracteristicas de las particulas (nimero, tamafo y forma)

mediante la funcién ‘analyze particles’.
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Figura 3.11: Conversion de lasiméagenes del microscopio en imagenes binarias mediante € softwar e | mage J.
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El perfil percentil de las areas celulares y el nimero de células por unidad de superficie
de tejido de cada muestra se calculd utilizando la funcion "pretile" del software Matlab 2017b

(Mathworks Inc., EE. UU.).

3.4. Modelizacion

Para la modelizacion de las cinéticas de bioaccesibilidad y extraccion de los compuestos
antioxidantes se utiliz6 el modelo empirico de Weibull (ecuacion [3.4]).

[3.4] CC‘_—CC‘Z _ o ®

Donde Ceq, 00 y B son los parametros del modelo. El parametro Ceq es la concentracion
de equilibrio, el pardmetro o estd relacionado con la cinética del proceso presentando una
relacion inversa a la velocidad de reaccion (Blasco, Garcia-Pérez, Bon, Carreres, & Mulet,
2006). El parametro 3 representa un parametro de forma que describe el comportamiento del
compuesto durante el proceso, cuando 3 =1 corresponde a un proceso con una cinética de
primer orden, por tanto, tiene una velocidad constante, cuando 3 >1 o § <1 indica la concavidad

(aumento de la velocidad con el tiempo) o la convexidad (disminucién de la velocidad con el

tiempo) del proceso, respectivamente.

En el caso de la modelizacion de las cinéticas de extraccion de compuestos
antioxidantes, el parametro o se interpretd como una constante de reaccion cinética dependiente

de la temperatura de acuerdo con una ecuacion tipo Arrhenius (ecuacion [3.5]).

1 —Ea

[3.5] - = k, -err
La funcién objetivo a minimizar para la identificacion paramétrica del modelo de
Weibull fue el error relativo medio (ERM, ecuacion [3.6]) calculado mediante los valores

experimentales y los estimados por el modelo.

[3.6] ERM === v |zexpi-zeale]

Zexpi

donde Z exp son los valores obtenidos experimentalmente, Z calc son los valores

correspondientes a la estimacion y N es el numero total de pruebas.

La identificacion de los parametros del modelo de Weibull se llevé a cabo utilizando las

herramientas de optimizacion de Matlab 7.5 (The MathWorks Inc., Natick, USA),

122



Materidlesy Métodos

concretamente utilizando la funcién ‘nlinfit’. Los correspondientes intervalos de confianza (IC)
se calcularon con la funcion ‘nlparci’ y el error estandar asociado (ES) a partir de la matriz de

covarianza.

Para evaluar la correlacion entre los valores experimentales y los valores calculados, y
consecuentemente la calidad del ajuste de los mismos, se utilizaron los pardmetros estadisticos
error relativo medio (ERM, ecuacion [3.6]) y el porcentaje de varianza explicada (VAR,
ecuacion [3.7]) (Bas & Boyaci, 2007; Eim, Garcia-Perez, Rossello, Femenia, & Simal, 2012;
Noordin, Venkatesh, Sharif, Elting, & Abdullah, 2004).

3.7] VAR = [1 - (L)] -100
y
donde syx es la desviacion estandar de la muestra y sy es la desviacion estandar de la

correspondiente estimacion.

3.5. Tratamiento estadistico

Todos los resultados experimentales se presentaron como la media + desviacion
estandar de las n mediciones realizadas. El estudio de la variabilidad de las muestras respecto
a los diferentes parametros analizados se llevo a cabo con ayuda del paquete estadistico R
(version 3.1.0, R Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria). Se evalu6 la
normalidad y homocedasticidad de los datos para todas las variables en estudio, utilizando el
test de Shapiro-Wilk y el test de Levene, respectivamente. Cuando los datos siguieron una
distribucion normal y presentaron homogeneidad de varianzas, se utilizaron los test
paramétricos ANOVA y Tukey para evaluar, respectivamente, la existencia y grado de
diferencias significativas. Dichos andlisis estadisticos fueron substituidos por las
correspondientes pruebas no paramétricas, Kruskal-Wallis y Pairwise-Wilcox (con correccion
BH), cuando los datos no presentaron una distribucién normal y/o presentaban heterogeneidad

de varianzas. Las diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p < 0.05.

3.6. Diseflo experimental

En la presente tesis doctoral se plantearon dos objetivos especificos. En primer lugar, el
estudio de la extraccion acuosa de compuestos antioxidantes asistida con ultrasonidos de
potencia (Disefio experimental I). A continuacion, se ha estudiado el efecto del procesado

(secado y congelacion) sobre la bioaccesibilidad de compuestos bioactivos (Disefio
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experimental II). Las Figura 3.12 y Figura 3.13 ilustran el disefio experimental utilizado para

la consecucion de cada uno de los objetivos, respectivamente.

El disefio experimental I (Figura 3.12) se plante6 con el propdsito de analizar el proceso
de extraccion acustica en fase acuosa de compuestos antioxidantes de los residuos de naranja,

a diferentes temperaturas y densidades actsticas.

= - -

Navelina Residuo
. Polvo
Molienda <0.5 mm
Temperaturas de extraccion
5,15y25°C
Ti d t .y Extraccion Extraccion acustica
1empo de extraccion mecanica

1,2,3,4,5,6,7,8,9y 10 min

Densidad de potencia

acustica
520+ 16y 790 £ 19 W/L

Relacion sélido:agua
3 g:200 mL

EXTRACTO LiQUIDO
I Fenoles totales " ABTS I
| Flavonoides totales " CUPRAC |
| Flavanonas I FRAP |
I Acidos fenélicos I

Figura 3.12: Disefio experimental | para el estudio dela extraccidn asistida con ultrasonidos de potencia de
compuestos antioxidantes de residuos de naranja en fase acuosa

De forma previa a la extraccion se realizo la molienda y el tamizado de la muestra para
trabajar con un tamafio de particula uniforme (<0.5 mm). La extraccion se llevd a cabo en un
vaso encamisado, con recirculacion de refrigerante, para asegurar el control de temperatura
durante todo el proceso. La ratio solido-liquido fue de 1:66 (w/v, g/mL), utilizando agua como

disolvente de extraccion (Vioa=200 mL).
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Se realizaron dos series de experimentos a tres temperaturas 5, 15 y 25 °C aplicando
diferente potencia actstica mediante el equipo extractor II (Figura 3.6). Como control se
realizaron extracciones con agitacion mecanica, haciendo uso del equipo extractor I (Figura

3.5). Se realizaron tres replicados de extraccion por temperatura y serie de experimentos.

Todas las experiencias tuvieron una duracion de 10 min, tomandose alicuotas de 2 mL
de extracto liquido alos 1, 2, 3,4, 5, 6,7, 8,9 y 10 min. El mismo dia de la extraccion, dichas
alicuotas se filtraron (RC, 0.45 um) y se sometieron a un analisis del contenido fendlico y de la

actividad antioxidante.

El disefio experimental II, esquematizado en la Figura 3.13, tuvo por objeto estudiar el
papel que el procesado de alimentos puede jugar en la bioaccesibilidad de los compuestos

bioactivos en distintas materias primas.

El estudio se aplicd a las materias primas manzana de la variedad Granny Smith y
remolacha de la variedad Conditiva. Estas dos materias primas, presentan diferencias en la
porosidad de su matriz; la manzana presenta una estructura de porosidad intermedia mientras

que la remolacha presenta una estructura mucho mas compacta.

En primer lugar, se llevé a cabo una seleccion de la materia prima segun el contenido
en solidos solubles y seguidamente se acondiciond la muestra con el fin de conseguir cubos de

Ix1 cm y equidistantes del corazén de la muestra.

Una vez acondicionada la muestra se llevd a cabo su procesado. Las muestras, tanto de
manzana como de remolacha, se sometieron a dos tipos de secado: un secado convectivo a una
temperatura de 60 °C y una velocidad del aire de 2 m/s y un secado por liofilizacién a una
presion de 0.3 mbar. Por otra parte, las muestras se sometieron a un proceso de congelacion: la
manzana a un proceso de congelacion rapida a -196 °C y por su parte la remolacha a tres tipos
de procesos de congelacion, una congelacion lenta a -20 °C, un proceso de congelacion con una

velocidad intermedia a -80 °C y finalmente a un proceso de congelacion rapida a -196 °C.
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Figura 3.13: Disefio experimental para el estudio del efecto de distintos procesados sobre la bioaccesibilidad de los
compuestos antioxidantes de difer entes productos
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Posteriormente, tanto las muestras procesadas como las muestras frescas (control), se
sometieron a un proceso de digestion in vitro estatica. Este proceso consistié en una primera
etapa de digestion bucal, donde las muestras se sumergieron durante 10 s en una saliva artificial,
y en una segunda etapa de digestion gastrica, donde las muestras se sumergieron en un jugo
gastrico artificial durante 180 min. Tanto la etapa bucal como la etapa gastrica se realizaron a
37 °C y con una agitacion de 100 rpm. Se realizaron tres replicados de digestion in vitro para

cada una de las distintas muestras.

Todos los experimentos se prolongaron durante 180 min, toméndose muestras de solido,
en el caso de la manzana, y de so6lido y jugo géstrico en el caso de la remolacha. El muestreo
se realizd a 10 s (etapa bucal), y a 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 180 min (etapa gastrica). Dichas
muestras, se sometieron a distintos tipos de analisis de caracterizacion quimica y estructural.
Cada uno de los andlisis se realizo por triplicado para cada una de las muestras a distintos

tiempos.
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Ultrasound-assisted aqueous extraction of biocompounds from orange

byproduct: Experimental kinetics and modeling
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Abstract: The kinetics of conventional and acoustic assisted aqueous extraction of TPC and total
TFC and AA at 5, 15 and 25°C from orange byproduct have been experimentally determined and
mathematically modeled. The use of ultrasound allowed the obtaintion of higher yields even at lower
temperatures and shorter extraction times. Extraction yields of TPC, TFC and AA at 790W/L of acoustic
power density and 25°C after 3 min were 29%, 39% and 197% higher, respectively, than the yields
obtained at the same temperature by conventional extraction. The extraction kinetics were properly
represented by the Weibull model for both conventional and acoustic extractions (MRE than 5% in all
cases). Naringin, neohesperidin and hesperidin were majoritary phenolic compounds followed by
ferulic, sinapic and cuomaric acids. Neohesperidin, hesperidin, coumaric acid and sinapic acid were those with
the highest yields meanwhile naringin and ferulic acid were the less extracted probably due to their lipophilic
character.

Keywords: orange byproduct; ultrasound-assisted extraction; total phenolic content; antioxidant activity;
flavonoid compounds and phenolic acids; Weibull model

Nomenclature:
AA antioxidant activity mg trolox/g dm
C concentration g/g dmor g/100 g dm
Crmax initial concentration g/g dmor g/100 g dm
Ceq equilibrium concentration g/g dmor g/100 g dm
Cp Specific heat J/Kg°C
CI confidence intervals
dm dry matter
E. Activation energy J/mol

GAE gallic acid equivalent

m mass kg

MRE mean relative error (%)
number of observations

P ultrasound power W

SE standard error
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t time S
T temperature °C
TFC total flavonoid content mg catechin/100 g dm
TPC total polyphenol content mg GAE/g dm
UAE Ultrasound assisted extraction
Y Extraction yield (%)
Yeale calculated extraction yield (%)
Yeq Equilibrium extraction yield (%)
Yexp Experimental extraction yield (%)
o kinetic reaction constant of the Weibull st
model
0o Pre-exponential ~ factor in  Arrhenius st
equation
§ shape parameter of the Weibull model

1. INTRODUCTION

Spain produces more than one million tons/year of oranges, being the largest producer
of this fruit worldwide. The industrial use of part of these oranges, especially for the production
of juice, results in the accumulation of high amounts of byproducts (37800 tons/year (Ros et
al., 2012), mainly peel and flesh, which account for about half of the fruit weight. In Spain, the
waste from orange juice production is typically used as animal feed or discarded. However, this
byproduct is rich in numerous biologically active compounds such as vitamin C, phenolic acids
and flavonoids (Herndndez-Carranza et al., 2016). Currently, the extraction of these compounds
with bioactive activity from the orange juice byproducts has had considerable scientific interest
to use them as natural source of antioxidants speciality for food formulation to prevent the lipids
oxidation (Herndndez-Carranza et al., 2016). In recent years, a lot of studys has based on plants
and their by-products to extract natural and inexpensive antioxidants that can replace synthetic
antioxidants such as butylated hydroxyanisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT),
which might be carcinogenic, liver-damaging and more generally toxic (Shahidi &

Ambigaipalan, 2015).

Scientists have studied various processes for extracting compounds with bioactive
activity from citrus peels. These processes include conventional solvent extraction, supercritical
CO; extraction, pressurized fluid extraction, extraction assisted by microwave and extraction

assisted by enzyme (Routray & Orsat, 2012). In the last decades, intensive study in this area of
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knowledge has managed to develop of more friendly to the environment and efficient extraction
methods. Among the main characteristics of the ultrasound assisted extraction (UAE) it is worth
to mention the lower extraction times and temperatures, and higher extraction yields (Ahmad-
Qasem et al., 2013), in comparison to conventional extraction. The benefist effect of ultrasonic
application can be attributed to the cavitation bubbles in the propagation of the ultrasonic waves
(Mason et al., 2011). Collapse of bubbles can cause chemical, physical and mechanical effects,
which can produce biological cell walls disruption to improve mass transport of solvent into
vegetal cells and facilitate the extraction of bioactive compounds (Vinatoru, 2001).
Optimization of ultrasonic-assisted extraction has been described to extract total phenolic
content from olives leaves (var. Serrana) (Ahmad-Qasem et al., 2013), mineral elements and
sugars, carotenoids from apple juice (Abid et al., 2014), and total phenolic content and total
monomeric anthocyanin from eggplant peel (Salanum melongena L.) (Dranca and Oroian,
2016). In these studies, methanol was a suitable extraction solvent to obtain good yields of the
bioactive compounds. Nevertheless, non-toxic food grade and environmentally benign organic
solvents are recommended for bioactive compounds extraction by both the directive
2009/32/EC of the European Parliament and the US Food and Drug Administration (Bartnick,
D.D., Mohler, C.M., Houlihan, 2006).

In all cases, extraction yields of the bioactive compounds depend on the different
operating experimental conditions, there being a recentinterest in optimizing all these operating
variables to the best utilization of time, energy, solvent and/or raw material (Gonzélez-Centeno,
Comas-Serra, Femenia, Rosselld, & Simal, 2015). From a food technology point of view, in the
last decades mathematical modeling has been widely used for this aim, since it provides a low-
cost and quick determination of the effects of the experimental parameters on the extraction
process. A better explanation of the mass transfer mechanisms was achieved by determinated
of the kinetics parameters and their interaction with the conditions of process, facilitating the
control, optimization and design of industrial processes (Ahmad-Qasem et al., 2013; Gonzalez-
Centeno et al., 2015). Extraction kinetics can be based empirical or phenomenological
equations. The empirical equations, which are formulated from experimental results, tried to
determine the important parameters of the process and the interaction between them. However,
they do not explain the physical parameters of extraccion process, these models can be useful
for simplifying the study of difficult systems, complex to formulate and/or solve and for
industril applications by phenomenological models (Rodriguez et al., 2014). As is the case of
the extraction of bioactive compounds from plant materials, due to and multicomponent

complexity of the mass transfer mechanisms and the heterogeneity of the samples.
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A bibliography research did not yield any reference of earlier studies on the modeling
of the UAE of phenolic compounds using mathematical equations and food grade solvent like
water. After all, the main aim of the present study was to evaluate the effects of two temperature
and application or not of power ultrasound on the extraction rate of polyphenolics compounds
and antioxidant activity from orange juice byproducts. Also, this study had as aim proposing
an empirical model to simulate both extraction process, using mechanical agitation or
ultrasound power, which properly relates changes in antioxidant compounds and antioxidant
activity of the aqueous extracts with the ultrasonic power density, time and extraction

temperature.
2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Plant material

Oranges (var. Navelina) purchased from a local supermarket whose juice had a soluble
solid content of 11.0 + 0.5 °Brix were selected. After the juice extraction, the byproducts,
composed of both flavedo and albedo, was separated as raw material for the study. In order to
obtain a homogeneous and stable byproducts, the raw material was subjected to 5 min steamed,;
drying in a freeze-dryer (Telstar LyoQuest, Barcelona) operating at a temperature of -50 °C and
a vaccum pressure of 30 Pa until a final moisture content of 6.93 = 0.07 kg H,O/100 kg dm;
grounding (0.355-0.710 mm screen) with a blade mixer (A10, Analysenmiihle, IKA, Germany)
and storage at 4 °C until use. This final byproduct was analized to determine its TPC (Total
Polyphenol Content), TFC (Total Flavonoid Content), AA (Antioxidant Activity) (by using the
ABTS, FRAP, and CUPRAC assays) and antioxidant compounds by HPLC method.

2.2. Convencional and acoustic extraction process

Extraction process was carried out following the extraction method reported by
Gonzalez-Centeno et al., (2015). Extraction solvent used was water and a solid/solvent ratio

was of 1:60 (w/v, g/mL) with a total extraction volume of 200 mL.

Both conventional and ultrasound-assisted extraction processes at three different
temperatures (5.0 £ 0.3 °C, 15 + 1 °C and 25 £ 2 °C) were carried out. Conventional extraction
process (CE) was conducted with mechanical agitation (80 rpm) by using a stirrer (RZR 2021,
Heidolph, Germany) with a 4-blade propeller (50 mm diameter), puted at the central point of
the extraction vessel. In the ultrasonic-assisted extractions (UAE), the stirrer was replaced by
an ultrasonic probe system (UP400S, Hielscher Ultrasound Technology, Germany) immersed

into the extraction solution and working in cycles of 0.5 s. Thus, UAE was carried out by using
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two different probes, of 40 mm (UAE1) and 14 mm (UAE2), in order to test different acoustic

power densities. Three replicates were carried out of each experiment.

At different times of extraction process (1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 and 30 min) were taken
extract aliquots (2 mL), filtered (RC-membrane, 0.45 pm, Sartorius Stedim Biotech GmbH,
Germany) and stored at -20 °C until they were analyzed. These aliquots were determined their
TPC, TFC, AA (by using the ABTS, FRAP, and CUPRAC assays) and antioxidant compounds
by HPLC method.

2.3. Characterization of the ultrasonic power density

Before a ultrasonic-assisted extraction processes, a calorimetric method was used to
determine the real ultranonic power density transfered into the volum of solid-liquid extraction,

following the method reported by Kimura et al (1996).

2.4. Total polyphenol content (TPC), total flavonoid content (TFC) and antioxidant
activity (AA)

Total polyphenol content (TPC) was determined by method of the Folin-Ciocalteu in
accordance with Eim et al. (2013) and the total flavonoid content (TFC) by by method of the
Aluminum chloride in accordance with Leontowicz et al. (2003). According to Gonzalez-
Centeno et al. (2012), the antioxidant activity (AA) was analyzed using the ABTS, CUPRAC
and FRAP methods. The TPC was expressed as mg gallic acid equivalent (GAE)/100 g dm.
The TFC was expressed as mg catechin/100 g dm. The AA was expressed as mg Trolox/100 g
dm. All analyses were performed in triplicate. The extraction yield (Y) of TPC, TFC, and AA
(using the ABTS, CUPRAC and FRAP assays) at each extraction time, was expressed as

indicated in equation 1.

Y =

-100 (1)

max

where Cmax is the concentration in the initial byproduct and C is the concentration of the

extract at each extraction time referred to the initial dry matter of the sample
2.5. Mathematical modeling

For establish a method to evaluate the mass transfer proceding during the mecanic and
acoustic-assistend experiments of antioxidants compounds from orange juice byproduct, a

Weibull model was proposed (Eq. 2).
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t\B
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In this model (Eq. 2), Ceq is the equilibrium concentration which was equal to the
experimental value after 30 min of extraction (Gonzélez-Centeno et al., 2015), and C, is the
initial concentration in the extract (equal to zero). The o parameter of the Weibull model can
be related to the inverse of the extraction rate. Therefore, a lower o means faster rate of
extraction. In general, the parameter a is observed to be dependent on the temperature according

to an Arrhenius type equation (Eq. 3) (Gonzalez-Centeno et al., 2015):

R ®

The B parameter represent a shape parameter, which explain a behavior of material
during the extraction process (Sturzoiu et al., 2011). The B parameter equal to 1with a constant
release velocity corresponds to a first order kinetic (Eim et al., 2013). Nevertheless, when
parameter B3 is above 1, the release velocity increases with time, and when f is below 1 the

release velocity decreases with time. (Odriozola-Serrano et al., 2008).

Taking into account equations 1, 2 and 3, the proposed model could be written as follows

(Eq. 4):
|
4)

For each determination (TPC, TFC and AA), all the experimental data obtained at

t

)

Y =Yeq|1- el Lo-e(’”

different extraction temperatures and times were used to carry out the identification of
parameters of the Weibull model (ko, E2 and B of Eq. 4) for each set of experiments (CE, UAE1
and UAE2). The ‘fitnlm’ function of the optimization toolbox of Matlab R2014a (The
MathWorks Inc., USA) was used to indentificate the model parameters. The covariance matrix
and the ‘coefCI’ functionwere used to determine the standard error of the estimated parameters

(SE) and the 95% confidence intervals (CI), respectively.
2.6. High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) analysis

The polyphenol compounds were determined by HPLC as described by M’hiri et al.
(M’hiri et al., 2015) with some modifications. Sinapic acid, ferulic acid and p-coumaric acid

(phenolic acids) and herperidin, naringin and neohesperidin (flavanones) were determined at
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320 and 280 nm, respectively. The external standars method was used to quantification and the

concentrations were calculated in mg/100 g dm. All analyses were carried out in triplicate.
2.7. Statistical analysis

Results are presented as mean values with their corresponding standard deviations.
Statistical analyses were carried out following the procedure described by Dalmau et al. (2017).

Differences at p < 0.05 were considered significant.

The mean relative error (MRE, Eq. 5), calculed by the similarity of experimental and
simulated results, was estimated to evaluate the precision of the proposed mathematical

equation to simulate the extraction kinetics.

n
100
MRE=—'Z
n

i=1 texp

Yiexp - Yical

)

3. RESULTS AND DISCUSSION

A calorimetric method described before was used to determine the acoustic power
density (W/L) in the system used in this study, for the UAE] and UAE 2 experiments. By
dividing the ultrasonic power by the total extraction volume, the obtained acoustic densities
were of 520 + 16 W/L for the 40 mm probe (UAE1) and of 790 &+ 19 W/L for the 14 mm (UAE2)
probe.

Table 1: Total polyphenol (TPC) and flavonoid (TFC) contents, antioxidant activity (AA) (ABTS,

CUPRAC and FRAP assays) and contents of main flavonoids and phenolic acids of initial orange byproduct
before extraction. Means and deviations.

mean =+ deviation

TPC (mg GAE/100 g dm) 1674 + 15
TFC (mg catechin/100 g dm) 2849 + 8§
ABTS assay 2810 + 20
AA (mg trolox/100 g dm) CUPRAC assay 2760 + 50
FRAP assay 1820 + 70

Naringin 1100 + 40

Flavonoids (mg/100 g dm) Neohesperidin 660 + 50
Hesperidin 660 =+ 11

) . Acid coumaric 25 £ 2
dmI)’henohc acids (mg/100 g Acid ferulic 158 + 13
Acid sinapic 95 + 3
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The initial TPC, TFC and the AA of the byproduct are shown in table 1. These results
are in agreement with the findings of Wang et al. (2016) for TPC (1650 = 50 mg GAE/100 g
dm), with Sade-Omaba et al. (2015) for TFC (4.2 = 0.02 mg QE/g dm), with Zhang et al. (2014)
and Gironés-Vilaplana et al. (2014) for AA by ABTS and FRAP, respectively (2670 + 200 and
1480 £ 300 mg Trolox/100 g dm, respectively).

3.1. Kinetics of biocompounds extraction

The TPC, TFC and AA (by using the ABTS, FRAP, and CUPRAC assays) of extracts
takenat 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10 and 30 min of extraction were determined to evaluate the kinetics
of extraction. Results of the AA obtained by the three proposed methods (ABTS, FRAC and
CUPRAC) were highly, significantly and positively correlated (r> > 0.86; p < 0.05)

Therefore, the results of the AA extraction obtained by only one of the three methods
(ABTS assay) are presented.

Table 2 shows the equilibrium yields in the extracts, calculated from the extracts
concentrations after 30 min of extraction, of total polyphenol (TPC) and total flavonoid (TFC)
contents, and antioxidant activity (AA) (ABTS assay) for mechanical agitation (CE at 80 rpm)
and acoustically assisted (UAEI at 520 W/L; UAE2 at 790 W/L) extraction and the observed
temperature dependence within the 5-25°C temperature range. The equilibrium extraction yield
of TPC was constant with the temperature but increased when ultrasound were applied ca 11 %
(UAE1) and 23 % (UAE2). However, the equilibrium extraction yield of TFC and AA linearly
(r? >0.98) increased with the temperature in all cases, but also with the acoustic power density
(except at 25°C for TFC extraction under UAE1 and UAE2 conditions). In the case of the AA
equilibrium yield, the effect of the ultrasound was more intense than that of the temperature,
increasing from ca 37 % in CE experiments to 68 % in UAE1 and 92 % in UAE2 as average.
These important increases in the AA yield may be due to the enhanced solubility of analytes
within the extraction solvent and to the positive sum of analytes that previously did not have
original antioxidant activity and those that lost their original antioxidant activity (Ghafoor et

al., 2009).

The experimental curves of extraction yield of the total phenolic and total flavonoid
contents, and antioxidant activity (ABTS assay) from orange byproduct at different
temperatures (5, 15 and 25°C), with mechanical agitation (CE at 80 rpm) and with acoustic
assistance (UAE1 at 520 W/L; and UAE2 at 790 W/L), are shown (dots) in Figures 1a (TPC),
1b (TFC) and 1c (AA). It can be observed in figure la that most of the TPC extraction took
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place during the first 200 s of the process, the yields increasing sharply from 0 to 60 s and less
pronouncedly from 60 s onwards, except for the experiment at 5°C under mechanical agitation
(CE), in which the yield kept increasing during the 600 s of the experiment. The effect of the
temperature was observed mainly in the first part of the curves (from 0 to 200 s). This effect of
temperature was probably due to the enhanced diffusion velocity from the matrix and change
of solubility of analytes with the extraction solvent (Liu and Tsai, 2012). This influence was
more evident in the experiments carried out under mechanical agitation. These results are in
accordance with the results of Jeong et al. (2004), for mecanic phenolic and antioxidant activity
extraction from citrus unshiu peel in temperature range from 50 to 150 °C. However, usually,
when temperature isn't too high (lower than 60-70°C) her effect is positive, because the
antioxidants compounds are degradables at higher temperatures, thus reducing the extraction

rate (Hojnik et al., 2008).

Table 2. Equilibrium extraction yields (%) of total polyphenol (TPC) and total flavonoid (TFC) contents,
and antioxidant activity (AA) (ABTS assay) for mechanical agitation (CE at 80 rpm) and acoustically assisted
(UAE1 at 520 W/L; UAE2 at 790 W/L) extraction and their observed temperature dependence within the 5-
25°C temperature range.

Yeq (%)
CE UAE1 UAE2
67.3+1.1 747+ 1.8 83.0+0.4
TPC T dependence not T dependence not T dependence not
observed observed observed
Y= 0.302 T(°C) + Ye= 1.398 T(°C) + Y= 0.977 T(°C) +
TFC 48.74 46.28 55.64
’=0.993 ’=0.988 ’=0.989
AA Y= 0.063 T(°C) + Yeq=0.153 T(°C) + Y= 0317 T(°C) +
(ABTS 36.17 65.35 86.92
assay) ’=0.982 ’=0.989 ’=0.990

An important effect of ultrasound was observed at all studied temperatures, the TPC
extraction yield significatively (p<0.05) increasing by applying ultrasound, i.e. 22, 19 and 13
% increases at 5, 15 and 25°C, respectively, when comparing yields in UAEI experiments to
those of CE experiments after 600 s of extraction. The increase of acoustic power density from
520 (UAE1) to 790 W/L (UAE2) also promoted increases in the extraction yield of 162 %
within the 5-25°C temperature range. By comparing results in table 2 and figure 1a, it can be
seen that TPC yields after 5 min of extraction when ultrasound were used, were very similar to
those at the considered equilibrium (maximum observed figures). However, more time was

needed, even to reach lower figures, when extraction was carried out by using agitation.

With regard to the experimental results, even the extraction yield curve of TPC at 25 °C

with agitation located under the corresponding curves at 5 and 15°C with ultrasound assistance
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(Figure 1a). These results show that ultrasonic assistance to extraction enabled carrying out at
lower temperatures than the mechanical extraction keeping up the extraction velocity or even
increasing it. Similar phenomenus were previously indicated by other authors; Cho et al. (2006)
indicated that only 1 min of extraction with ultrasonic assistence at 25 °C got the same amounts
of resveratrol from grape stems that 30 min of mechanical extraction at 60 °C; Gonzélez-
Centeno et al. (2015) showed that mechanical extraction of total polyphenol content at 35 and
50 °C from grape pomace did not have significant differences with acoustic extractions carried

out at 20 and 35 °C, respectively.

The effects of both temperature and ultrasound on the TFC extraction yield curves
(Figure 1b) were different to those observed for the TPC extraction, although also in this case,
most of the TFC extraction took place during the first 200 s slightly increasing from this time
onwards. The effect of temperature was important, the TFC extraction yield increasing 18 and
27 % in CE experiments; 29 and 42 % in UAEI experiments; and 16 and 33 % in UAE2
experiments; when temperature increased from 5 to 15 and 25°C, respectively, after 600 s of
process. The effect of the ultrasound application was also important, although the extraction
yield curves at 520 and 790 W/L at each temperature were almost coincident, specially at 15
and 25°C, indicating that the increase of the acoustic power density did not promote increases
in the TFC yield extraction within this acoustic power density range. Again, the TFC yield
curves at any temperature obtained by using agitation located under those obtained by acoustic

assistance extraction.

With regard to the antioxidant activity extraction (Figure 1c), most of the AA extraction
took place during the first moments of the process, the curves being almost flat after 100-200 s
of extraction, depending on the temperature. The extraction yield curves at every temperature
were very similar among them, within each group of experiments (CE, UAE1 and UAE2), thus,
the effect of the extraction temperature was low; however, an important effect of the ultrasound
application on the curves was observed, both the initial rate of extraction and the final extraction
yield after 600 s significantly (p<0.05) increasing when ultrasound were applied at 520 and 790
W/L. The equilibrium extraction yields (Table 2) only increased by 3.5 %, 4.6 % and 7.2 %
from 5 to 25°C in CE, UAE1 and UEA2 experiments , respectively; however, they increased
ca. 82+1 % at 520 W/L of acoustic power density, and 147+4 % at 790 W/L of acoustic power

density, as average within the 5-25°C temperature range.

142



Resultados y Discusion

100 100
g -4-%---8---3 80 - _g-t-A-e------9 80 1 o - —}—Q—é—-}--_—i'_‘_‘_‘g
IR S G YIRS
’ R o s IE LA & s
-1 5| -x- S |2
x--¥-"" a 1 % Q ¢
¥%- Cao0 4y /,'% S0 )/
RS W
20 {v 20 {
5eC y 15eC ' 252C
T T O T T T Oi T T T
400 600 0 200 400 600 0 200 400 600
time (s) time (s) time (s)
100 100 100
80 80 80 A { % §_ %
§ 60 £ 60 %—? += % %““i""i £60 - %“E i 8 iy
] s S , P
£ 2 E{ ¥ e R BT T o i
> 40 > 40 ‘,, % > v,
e :’/
20 20 ::',i 20 4y
"
i 152C 252C
0 ¥ 0 T T T 0 T T T
0 200 400 600 0 200 400 600
time (s) time (s)
100 100 100
PR e
.o | €
80 80 { 7 80 4,
1 1
_ ol 1.6 R--fong 3-9-8-3-0----3---0
T 60 g60 1| ’§—§ g60 1, ,
7 7 I8 z |
= 40 40 !/ 5 5.3 3w P
3 ER R TS e S s fpEEr A
S22 20 . a0
3 152C 1 252C
O O T T T 0 T T T
0 200 400 600 0 200 400 600
time (s)

time (s) time (s)

Figure 1: Experimental (average + deviation) and simulated extraction yield curves of TPC(a), TFC(b)
and antioxidant activity (c) (AA, ABTS assay) from orange byproduct at different temperatures (5, 15 and
25°C) under mechanical agitation (CE at 80 rpm) and acoustically assisted (UAE1 at 520 W/L; UAE2 at 790

W/L) conditions.

Similar results were obtained by Um et al. (2018) in the acoustic extraction (30 °C, 30
min, and 50% ethanol) of TPC, TFC and ABTS from rugose rose fruit (50.7-96.7, 15.9-31.9,
and 3.1-6.1 mg/g, respectively). Khan et al., (2010) observed that TPC obtained by UAE (40
°C, 150 W, 80% ethanol) from orange peel (Citrus sinesis L.) during 30 min was 1.4-folds

higher than by conventional extraction.

Accordingly, the yields of total polyphenol and flavonoid contents and antioxidant

activity of the extracts obtained from the conventional extraction process carried outat 5 C,
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were the lowest between all the experimental conditions proved (p < 0.05). Expressly,
polyphenolic content after 5 min of process at this temperature was 750 + 30 mg GAE/100 g
dm; flavonoid content was 90 + 8 mg cathequin/100 g dm and antioxidant activity, 810 + 80
mg Trolox/100 g dm (ABTS assay), 760 + 60 mg trolox/100 g dm (CUPRAC assay) and 910 +
90 mg Trolox/100 g dm (FRAP assay).

Moreover, as showed in Figures 1 and 2, ultrasonic assintance promoted a significant
decrease of the extraction time required to obtain aqueous extracts with similar phenolic,
flavonoid and antioxidant contents. Particularly, the UAE] ultrasonic process was ca 10 times
shorter than the CE process to show similar total polyphenolic recovery (~1120 mg GAE/100
g dm). Similar behaviors were observed for flavonoids and antioxidant activity extraction. In
line with the present research, Khan et al. (2010) indicated that the ultrasound-assisted
extraction (25 kHz, 90 W, with an ultrasonic transducer plate) of phenolics compounds from
orange peels during 10 min, obtained extracts with the same characteristics as the Soxhlet
process in 60 min. Ma et al. (2008) reported that the total phenolic content of extracts from
Satsuma Mandarin peel after 10 min of ultrasonic extraction (8 W at 30 °C) was six times higher
that that obtained with conventional extraction (without shaking at 40 °C) during 1 h. Gonzalez-
Centeno et al. 2015 concluded that the acoustic extraction process (435 W/L) of polyphenolic
content from grape pomace needed about 3, 4 and 8 times less of time than the mechanical

process (60 min) to show the same total phenolic yields at 20, 35 and 50 °C, respectively.

Finally, in this study, the highest extraction yields after 10 min of extraction of phenolic
(1389 = 72 mg GAE/100 g dm) and flavonoid (200 + 19 mg cathequin/100 g dm) contents and
antioxidant activity (2672 + 89 mg Trolox/100 g dm (ABTS assay), 2145 + 55 mg Trolox/100
g dm (CUPRAC assay) and 1687 = 72 mg Trolox/100 g dm (FRAP assay)) were obtained at
25°C by UAE at 790 W/L.

The Weibull model was used to mathematically describe the aqueous conventional
(mechanical agitation) and ultrasonically assisted extraction of phenolic and flavonoid
compounds and antioxidant activity (ABTS assay) from orange byproduct taking into account

the effect of the temperature (from 5 to 25°C) according to equation 5.

By using the experimental results of total polyphenol (TPC) and total flavonoid (TFC)
contents, and antioxidant activity (AA) (ABTS assay) obtained at different extraction times and
temperatures by mechanical agitation (CE) and ultrasound (UAE1 at 520 W/L; UAE2 at 790
W/L) together with the equilibrium extraction yields shown Table 2, and considering the initial

extraction yield equal to zero, the o, Ea and P parameters were identified for each set of
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experiments (CE, UAE1 and UAE2). Results obtained in these identifications are shown in
Table 3 together with the confidence intervals and standard errors (SE) associated to each

parameter.

Table 3: Identified parameters (oo, Ea and ) for the proposed Weibull model to simulate the extraction
yield curves of total polyphenol (TPC) and total flavonoid (TFC) contents, and antioxidant activity (AA)
(ABTS assay) for mechanical agitation (CE at 80 rpm) and acoustically assisted (UAEIL at 520 W/L; UAE2
at 790 W/L) extraction; together with the confidence interval and standard error associated to each parameter.
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As it can be seen from the figures shown in Table 3, a exhibited the effects of both the
temperature and the ultrasound application on the extraction rate. In general, o decreased with
the increase of the temperature and the acoustic power density. Thus, a values for mechanical
extraction (CE) ranged, for temperatures between 5 and 25 °C, from 279 to 45 s™! for TPC; and
from 199 to 49 s’! for TFC; and from 154 to 23 s! for AA (ABTS assay), thus indicating that
the extraction rate increased as temperature increased in all cases. Similar effect of temperature
was previously observed in extraction modeling of saponins from quinoa seeds (Quispe-
Fuentes et al., 2013), B-carotene from rose hip (Sturzoiu et al., 2011), and total polyphenol
content and antioxidant activity from grape pomace (Gonzalez-Centeno et al., 2015), by using
the Weibull model within the temperature ranges of 20-60 °C, 25-55 °C and 20-50 °C,

respectively.

However, the effect of the temperature was smaller in acustically assisted extractions,
a descreasing from 63 to 18 s! in UAE1 and from 37 to 19 s! in UAE2 for TPC extraction;
from 48 to 30 s”! in UAE1 and UAE2 for TFC extraction; and from 57 to 15 s™! in UAE1 and
from 26 to 8 s™! in UAE2 for AA extraction. Same figure of a at each temperature was obtained
for extraction of TFC at both acoustic power densities. In overall, o decreased ca 85-95 % by
increasing temperature from 5 to 25 and applying ultrasound at 790 W/L instead of mechanical

agitation at 80 rpm.

According to the literature, when temperature and ultrasonic power are too high, the
extracted compounds might degrade and the global rate of extraction may exhibit a decrease
(Dey and Rathod, 2013; Lou et al., 2010). However, extraction rate in UAE1 and UAE2
experiments at 5 °C was higher than that of the CE experiments at the same temperature,
therefore the global extraction was more efficient when applying ultrasound at every

temperature (between 5 and 25°C) but specially at 5°C.

The activation energy (Ea) for the extraction procedures, which can be explained as the
energy barrier that bioactive compounds need to overcome in order to be release from the food
matrix, was estimated considering o parameter depend with temperature according to the
Arrhenius equation. The Ea value can depend on various agents in the extraction procedure,
such as type of biocompounds, the food microstructure, the solvent used and the processed
sample. (Sant’Anna et al., 2012). The estimated E, for CE extractions of TPC, TFC and AA
were of 62900, 48100 and 66300 J/mol, respectively. As it was expected, acoustic assistance
significantly reduced the E. of biocompounds extraction kinetics. By applying 520 W/L
(UAE1) and 790 W/L (UEA2) of acoustic power density, the E, decreased ca 32 and 63 %,
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respectively, for the extraction of TPC; ca 68 % for the extraction of TFC; and ca 31 and 38 %,
respectively, for the AA extraction, in comparison to the mechanical assisted extraction (CE).
Similar behavior was observed by Khan et al. (Khan et al., 2010) for extraction of total phenolic
content by UAE (40 °C, 150 W, 80% ethanol) from orange peel (Citrus sinesis L.) during 30

min.

As it was commented before, 3, the shape parameter of the Weibull model, is equal to
1 when the kinetic is of first order (constant extraction rate), or lower or higher than 1 when the
extraction rate decreases or increases over the time. The shape of the extraction kinetic is much
more pronounced as 3 value move away from the unit. In all sets of experiments (CE, UAEI
and UAE2), 3 remained constant within the 5-25°C temperature range and lower than 1 (Table
4), indicating that in all cases, the extraction rate decreased over extraction time. In the case of
the TPC and AA extraction, 3 figures were similar for CE, UAE1 and UAE2 sets. However,
for the TFC extraction, [ significantly (p<0.05) decreased when ultrasound were applied,
indicating that after the first moments of extraction, the extraction was almost ended up. These
experimental results were similar to those reported for saponin water extraction with agitation
during different times and temperatures from quinoa seeds (= 0.206-0.305) (AuicTe—
duvevteo et ai., 2013), and for f—carotene extraction with ethylic ether, petroleum ether and
n-hexane as solvents, with solid liquid ratio of 1/ 10, 1/20 and 1/40 and different temperatures

(25, 35,45 and 55 C°) from rose hip (B = 0.424-0.644) (Xtvplowo €t aA., 2011).

The simulation of the TPC, TFC and AA (ABTS assay) extraction kinetics from orange
byproduct at different temperatures (from 5 to 25°C) for the three sets of experiments (CE,
UAE]1 and UAE2) by using the Weibull model together with the equilibrium yields (Table 2)
and the identified parameters (Table 3) are also shown in figures la (TPC), 1b (TFC) and lc
(AA by ABTS assay) by dashed lines. A satisfactory concordance between experimental and

simulated curves can be observed in these figures.

Furthermore, the mean relative error (MRE, Eq 5) was estimated for all the extraction
conditions by comparing experimental and calculated data. According to the bibliography, the
lower the MRE, the better the simulation fit provided by the model (Gonzalez-Centeno et al.,
2015). The MRE obtained for the simulation of TPC, TFC and AA extraction kinetics in the
each set of experiments are shown in table 4. As it can be observed in this table (Table 4), the
MRE was equal or lower than 5 % in all cases, the average MRE being of 3.3+1.6 % for TPC
extraction; 2.8+0.6 % for TFC extraction; and of 3.1£1.7 % for the AA extraction.
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Table 4: Mean relative error (MRE) estimated by comparison of experimental and simulated extraction yield
curves of total phenolic (TPC) and total flavonoid (TFC) contents, and antioxidant activity (AA) (ABTS assay)
from orange byproduct by mechanical agitation (CE at 80 rpm) and acoustically assisted (UAEI at 520 W/L;

UAE?2 at 790 W/L) extraction.

MRE (%)
TPC TFC AA (ABTS)
CE 4.6 3.4 5.0
UAE1 3.7 2.6 2.7
UAE2 1.6 2.3 1.8
Average 3.3+1.6 2.8+0.6 3.1£1.7

From figures 1, and the values of the statistical parameter MRE (table 4), it could be
concluded that the proposed mathematical model successfully simulated the extraction of
phenolics, flavonoids and antioxidant activity from orange byproduct within the 5-25°C

temperature range, under mechanical stirring and acoustic assistance conditions.
3.2. Phenolic composition of orange byproduct

Initial contents of flavonoids and phenolic acids compounds of orange byproduct are
also shown in table 1. Naringin content was the highest (41 % of the six measured compounds),
followed by neohesperidin and hesperidin (25 and 24 % respectively). The sum of the contents
of the three flavonoids was more than eight times higher than the content of the three phenolic
acids. The phenolic acid contents represented only the 6 % (ferulic acid), 4 % (sinapic acid)
and less than 1 % (coumaric acid) of the six measured compounds. The sum of the contents of
phenolics acids and flavonoid componend was lower than total polyphenol content (TPC) and
than total flavonoid content (TFC), respectively. These results may be due to the use of the
quercetin standard. This could react differently with the reagent respect to the flavonoids
present in the samples. Similar results can be found in the studies of M’hiri et al. (M hiri et al.,

2015) and Herranz et al. (2019).

Figure 2 show the extraction yields of flavonoid compounds (naringin, hesperidin and
neohesperidin) (figure 2a) and phenolic acids (coumaric acid, ferulic acid and sinapic acid)
(figure 2b) at 1, 3 and 10 min, from orange byproduct obtained by conventional extraction (CE)
and ultrasound-assisted extraction with two ultrasonic power (UAE1 at 520 W/L; UAE2 at 790
W/L). For all detected phenolic compounds under study, the extraction yields increased with
both the extraction time and temperature. In agreement with our results, Ma et al. (Ma et al.,
2009) reported similar percentatges of extraction of coumaric acid (7.5-17.5 pg/g dm), sinapic
acid (7.5-20.0 pg/g dm) and ferulic acid (50-220 pg/g dm) in Satsuma mandarin peel by

ultrasound-assisted extraction (56 W) at 15 °C from 10 to 60 min. Moreover, Rodrigues and
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Pinto (2007) observed that the extraction yields of polyphenolic compounds from coconut shell

were affected by the extraction time.

Important increases in the extraction yields of each phenolic compound were observed
with increasing temperature in both conventional and ultrasound assisted extractions, between
10 % in cumaric acid and 1533 % in hesperidin in conventional extractions, and between 102
% in neohesperidin and 820 % in narangin in ultrasound assisted extraction, when temperature
increased from 5 to 25°C. The yield increase with the temperature was higher in neohesperidin,
hesperidin and ferulic acid extracted by the convetional method of agitation, but higher in
naringin, courmic acid and sinapic acid when extraction was assisted by ultrasound. Herrera
and Luque de Castro (2015) and Pinelo et al. (2005) also indicated that the extraction time and
temperature signicantly affected the extraction yields of polyphenolic compounds from milled

berries and grape pomace, respectively.

According to figure 1a, the maximum yields of TPC at 25°C were of 56 % in CE and 80
% in UAE2. It can be observed in figures 2 that the yields were very different among the
different compounds. Maximum extraction yields of naringin and ferulic acid at 25°C were of
3.5and 12.6 % in CE, and 0f 10.9 and 16.3 % in UAE2, respectively. Thus, the use of ultrasound
at 25°C increased the yields of extraction of naringin by 216 % and in ferulic acid by 29 %.
However, the extraction of these two components was low probably due to the dissolvent used
to carry out the extraction (water), because both naringin and ferulic acid are low polar

compounds respect to the other analyzed compounds.

The maximum yields of neohesperidin and hesperidin at 25 °C were of 60 and 44 % in
CE and of 67 and 57 % in UAE2, respectively, thus, ultrasound promoted increases of 11.4 and
32 %, respectively in the extraction of these components at 25°C. The maximum extraction
yields of coumaric acid and sinapic acid at 25 °C were of 28 and 17 % in CE; and of 92 and 51
% in UAE2, respectively, thus, the effect of ultrasound being very high in the extraction of

these components at 25 °C, increasing 224 and 192 %, respectively.
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Figure 2. Extraction yields of flavonoid compounds (a) (naringin, neohesperidin and hesperidin) and
phenolic acids (b) (p-coumaric ac, ferulic acid and sinapic acid) extracted during 1, 3 and 10 min from orange
byproduct by conventional extraction (CE) and ultrasound-assisted extraction with two ultrasonic power
(UAE1 at 520 W/1; UAE2 at 790 W/1). Different lowercase letters for the same extraction process and same
temperature indicates significant differences in time.
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The extration yields after UAE1 and UAE2 at 25 °C for 3 min, were significantly higher
than those by conventional extraction at 25 °C for 10 min. These results showed that UAE
promoted higher extraction efficiencies compared to convencional extraction. However, the
extraction yields of phenolic compounds by UAE at 5 °C for 1 min were lower than those by
conventional extraction at 25 °C for 1 min, indicating, in these cases, that UAE at low
temperature is not enough to increase the yields of phenolic compounds compared to
conventional extraction. In line with the present research, Ma et al., (2009) also showed that

UAE at low temperature enhanced the extract yields of from Citrus unshiu peels.

When the density power ultrasound increase was observed a increase on the extraction
yields of polyphenolic compounds. The yields of some of polyphenolic compounds increased
significantly (p<0.05) when density power ultrasound increased from 520 to 790 W/L. For
example, the yields of naringin, neohesperidin, hesperidin, coumaric acid, ferulic acid and
sinapic acid after 3 min at 15 °C increased 81, 8, 67, 125, 22 and 194 %, respectively, when
untrasonic power density increased from 520 to 790 W/L. The extraction yields of
neohesperidin was much higher than those of the other compounds and exhibited a low increase
from 520 to 790 W/L, probably due to the fact that neohesperidin, among all detected phenolic
compounds, is the most unstable molecule and could suffer from degradation reactions.
However, the extraction yield of the sinapic acid did not exhibited significant increase with the
application of ultrasounds with a power density of 520 W/L respect to the CE extraction but a
considerable increase when ultrasonic power density increased from 520 to 790 W/L, indicating
probably that the extraction of sinapic acid requires a higher activation energy for its release. It
has been indicated that the effect of ultrasound conditions on the extraction of multibioactive
compounds from Hypericum perforatum L. and from Satsuma mandarin peel veried from one
compound to another (Ma et al., 2009). Different physic-chemical properties of phenolic
compounds may be responsible for the different extraction efficiencies under the same

extraction conditions.

4. CONCLUSIONS

The experimental data discussed above clearly suggest that orange byproduct constitutes
an important source of biocompounds which could be extracted in water at low/moderate
temperature (5-25°C) with high yields when extraction is carried out assisted by ultrasound.
The process is affected by both the temperature and the acoustic power density. The percentages
of extracted compounds from the initial orange byproduct were of 83 % of TPC, 75 % of TFC
and 95 % of AA (ABTS assay) after 10 min of extraction at 25°C and 790 W/L of acoustic
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power density, 28 %, 44 % and 157 % higher than the yields obtained at the same temperature
by mechanical extraction. Moreover, if extraction time at 25°C and ultrasound at 790 W/L was
reduced to 3 min, the TPC, TFC and AA yields were also high (80 %, 64 % and 95 %
respectively), 29 %, 39 % and 197 % higher than the yields obtained after 3 min of extraction
at the same temperature by mechanical extraction. Thus, the ultrasound-assisted extraction
needed less extraction time and lower temperatures to obtain extracts with similar or even
higher total phenol content and antioxidant activity than those obtained from mechanical

extraction.

The proposed Weibull model satisfactorily described both the mechanical and ultrasonic
aqueous extraction kinetics of total phenol content, flavonoid total content and antioxidant
activity within temperature range from 5 to 25 °C, the mean relative error of the simulation
being of 3.1£1.2 %. The mathematical model allowed to conclude that the change extraction
rate increased with both the temperature and the acoustic power density, the activation energy
decreased with the application of ultrasound and the extraction rate decreased over extraction

time in all cases but sharplier when ultrasound were applied in the extraction of TFC.

Finally, by analyzing the phenolic composition of extracts, it was observed that different
compounds were extracted in different yields. The neohesperidin, hesperidin, coumaric acid
and sinapic acid those with the highest yields specially when extraction was assisted by
ultrasound (maximum yields of 67 %, 58 %, 92 % and 50 % respectively after 10 min extraction
at 25°C and 790 W/L of acoustic power density). Extration yields of naringin and ferulic acid
were lower probably due to their lipophilic character (maximum yields of 11 % and 16 %

respectively after 10 min extraction at 25°C and 790 W/L of acoustic power density).
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The influence of processing (freezing at —196 °C in liquid N,, FN sample; freeze-drying at —50 °C and
30 Pa, FD sample; and convective drying at 60 °C and 2 m/s, CD sample) on apple (var. Granny Smith)
behavior during in vitro gastric digestion was investigated. Dried apples (FD and CD samples) were rehy-
drated prior to digestion. Changes in carbohydrate composition, moisture, soluble solids, acidity, total
polyphenol content (TPC), and antioxidant activity (AA) of apple samples were measured at different
times during digestion. Processing resulted in disruption of the cellular structure during digestion, as
observed by scanning electron microscopy, light microscopy, and changes in carbohydrate composition.
Moisture content increased (6-11% dm,), while soluble solids (55-78% dm,), acidity (44-72% dm,), total
polyphenol content (30-61% dm,), and antioxidant activity (41-87%) decreased in all samples after diges-
tion. Mathematical models (Weibull and exponential models) were used to better evaluate the influence
of processing on apple behavior during gastric digestion.

Microstructure

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Food processing results in modifications of food properties.
These properties include initial chemical and nutritional composi-
tion, physical properties and structure, stability of nutrients during
storage, as well as release and absorption of beneficial compounds
(MacEvilly & Peltola, 2008). Commonly used processing operations
for fruits and vegetables include freezing, freeze drying, and con-
vective drying.

Previous studies have shown that freezing modifies fruit initial
properties and composition of fruits. For example, freezing of apples
(var. Granny Smith and Golden) and mangos (var. Kent) has been
shown to modify the fruit texture, color, and physico-chemical
(water content, soluble solids content, and pH) parameters
(Chassagne-Berces, Fonseca, Citeau, & Marin, 2010; Chassagne-
Bercesetal.,2009). Mazzeo et al. (2015) observed different color val-
ues between frozen asparagus, green beans, and zucchini compared
to their fresh counterparts. In contrast, phytochemicals, in particular
lutein and flavonoids, were similar in fresh and frozen asparagus,
green beans, and zucchini.

In addition to freezing, freeze and convective drying may also
influence initial food properties and composition. Freeze drying
of apples has been shown to cause a reduction in the reducing
sugar content, total sugar content, and total phenol content

* Corresponding author.
E-mail address: susana.simal@uib.es (S. Simal).

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.07.134
0308-8146/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

(Huang, Zhang, Wang, Mujumdar, & Sun, 2012). Both freeze drying
(=50 °C, 5 Pa) and convective drying (2 h at 80 °C followed by 6 h
at 60 °C) have been shown to increase the antioxidant activity of
tomatoes (Lycopersicon esculentum Mill) (Chang, Lin, Chang, & Liu,
2006). Convective drying at different temperatures (from 50 °C to
70 °C) has also been shown to cause increases in antioxidant activ-
ity in dried orange peel (Citrus aurantium v. Canoneta) compared to
fresh samples (Garau, Simal, Rossell6, & Femenia, 2007).

The influence of processing on initial food properties might be
the result of cellular and structural changes that occur during pro-
cessing. For example, Delgado and Rubiolo (2005) observed that
slow freezing rates (<1.5 °C/min) greatly influenced tissue structure
and caused water loss in strawberries (Fragaria x ananassa). Addi-
tionally, Chassagne-Berces et al. (2009) observed that freezing
caused cell membrane breakage, which resulted in cell wall collapse
and tissue breakage in Granny Smith apples. Freeze drying and con-
vective drying of apples have also been shown to cause cellular
changes in the food matrix. Huang et al. (2012) found that freeze
drying (—40 °C, 100 Pa) in a microwave vacuum dryer (75-300 W,
5 kPa) resulted in cell wall shrinkage in apples (var. Red Fuji). Also,
Rodriguez, Santacatalina, et al. (2014 ) observed cell collapse and cell
disruption in apple slices (var. Granny Smith) dried with hot air, with
more cellular changes occurring at higher (>70 °C) drying tempera-
tures compared to lower drying temperatures (30-60 °C).

In addition to initial composition and quality parameters, pro-
cessing that results in changes in food nutrient content and cellular
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Nomenclature
AA antioxidant activity, mg trolox/g dm, GAE gallic acid equivalent
AIR alcohol insoluble residues, g/100 g dm, LM light microscopy
C extraction yield, g/g dm, or g/100 g dm, MRE mean relative error (%)
Co initial extraction yield, g/g dm, or g/100 g dm, r? coefficient of determination
Cealc calculated value Scale standard deviation of the calculated values
Ceq equilibrium extraction yield, g/g dm, or g/100 g dm, Sexp standard deviation of the experimental values
Cexp experimental value SE standard error of the estimated parameters
CD convective drying SEM scanning electron microscopy
Cl confidence intervals SSE summed square of residuals statistics
dm dry matter TPC total polyphenol content mg GAE/g dm,
dm, initial dry matter VAR percentage of explained variance (%)
FD freeze-drying o kinetic reaction constant of the Weibull model s
FN frozen with liquid nitrogen B shape parameter of the Weibull model

structure may also influence the release, bioaccessibility, and
bioavailability of nutrients from the food matrix (Parada &
Aguilera, 2007). Previous studies have shown that both processing
conditions and cellular structure of foods influence the release and
absorption of their constituent nutrients. Ellis et al. (2004) showed
(in vivo) the role of cell walls on the bioavailability of lipids in
almond seeds and concluded that intact cell walls prevented the
release of intracellular lipids. Furthermore, a theoretical model
has been developed relating the bioaccessibility of lipids in
almonds to the rupture properties of almond cell walls. This model
has been related to the breakdown and size reduction of almond
particles during digestion (Grassby et al., 2014).

In fruit and vegetable products, Netzel et al. (2011) found that
the liberation of carotenoids, evaluated using an in vitro gastric
and intestinal digestion model, was higher in a puree of cooked
(100 °C, 10 min) or blanched (80 °C, 10 min) carrots compared to
fresh carrot puree. Similarly, blanching of carrots (in both water
and acidified water (45 g/l citric acid, pH 1.3 at 100 °C for 4 min))
has been shown to promote the release of p-carotene, most likely
as a result of cell wall breakdown (Jabbar et al., 2014). Bioaccessi-
bility and bioavailability of B-carotene in carrots has been shown
to be influenced by the degree of particle size reduction, heat treat-
ment, and cell wall rupture. Of these factors, cell wall rupture was
found to be necessary, prior to release and absorption of B-carotene
in carrots. This indicates that cell wall rupture may play a crucial
role in nutrient release and absorption in other fruit and vegetable
products as well (Tydeman, Parker, Faulks et al., 2010; Tydeman,
Parker, Wickham, et al., 2010).Previous studies have shown that
processing (freezing, freeze drying and convective drying) may
influence both the initial properties and composition as well as
the cellular structure of food products. Consequently, modifica-
tions in cellular structure of food matrices may result in modifica-
tion of the release, bioaccessibility, and bioavailability of nutrients
from foods. As such, the objective of this study was to evaluate the
effects of different processing techniques (freezing, (FN), freeze
drying, (FD), and convective drying, (CD)) on the microstructure,
chemical characteristics, and release of bioactive compounds from
Granny Smith apples during in vitro gastric digestion.

2. Materials and methods
2.1. Samples

Apples (Malus domestica var. Granny Smith) were purchased
from a local supermarket (initial moisture content of
6.81 £0.04 g/g dm and total soluble solids of 12.1+0.5 °Brix).
Apples were stored at 4 °C for a maximum of one week. Cubes were
cut (0.01 m edge) from the center regions of the apple tissue, not

including the peel or core, and immediately processed after
cutting.

2.2. Freezing, freeze drying and convective drying processes

Apple cubes were frozen by immersion in liquid nitrogen (FN)
(boiling point = —196 °C) until the core temperature reached equi-
librium with the freezing temperature (~30 s). Once frozen, sam-
ples were thawed in a cold chamber at 4 + 1 °C for aprox. 45 min
prior to in vitro digestion.

Freeze drying (FD) was completed using a freeze-drier (Telstar
LyoQuest, Barcelona, Spain) operating at —50 °C and (vacuum pres-
sure of 30 Pa) until a final moisture content of 0.05 + 0.01 kg water/
kg dm.

Convective drying (CD) was completed in a laboratory-scale hot
air dryer operating at 60 °C with an air velocity of 2 m/s (Garau
et al., 2007). Samples were dried until they reached a final mois-
ture content of 0.20 + 0.03 kg water/kg dm (136.0 + 0.8 min).

Before in vitro digestion, FD and CD samples were rehydrated by
immersion in distilled water at 37 °C until they reached a final
moisture content similar to raw samples (6.81 +0.04 g/gdm).
Distilled water was used to rehydrate the apple samples, as this
is similar to what may be done prior to consumption of certain
dried products.

2.3. In vitro digestion procedure

Apple samples were digested following the in vitro gastric
digestion method reported by Bornhorst and Singh (2013). Briefly,
simulated saliva was prepared by dissolving 1 g/l mucin, 2 g/l
o-amylase, 0.117 g/l NaCl, 0.149 g/ KCl, and 2.10 g/l NaHCO3 in
deionized water at pH 7.0. Simulated gastric juice was prepared
by dissolving 1 g/I pepsin, 1.50 g/l mucin, 8.78 g/l NaCl in deionized
water at pH 1.8-2.0. All solutions were prepared daily.

For all processed and raw apples cubes, samples (10-15 g) were
mixed with 10 ml of simulated saliva for 30 s, followed by immer-
sion in 100 ml of simulated gastric juice pre-heated to 37 °C. The
mixture was incubated in a shaking water bath (Unitronic 320
OR, Barcelona, Spain) at 37 °C and 100 rpm for up to 3 h. Samples
were taken initially (no digestion), after mixing with saliva, and
after 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, and 180 min of gastric digestion
for moisture, acidity, and soluble solid analyses. Samples were
taken initially (no digestion), and after 60, 120, and 180 min of gas-
tric digestion for total polyphenol content, and antioxidant activity
analyses. Samples were taken initially (no digestion) and after
180 min of gastric digestion for carbohydrate composition and
microstructural analyses. All digestion experiments were per-
formed at least in triplicate, and results were expressed in initial
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dry matter basis to facilitate comparison between the different
treatments.

2.4. Cell walls

Cell walls were observed by scanning electron microscopy
(SEM) and light microscopy (LM). Alcohol insoluble residues (AIRs)
were prepared to analyze the carbohydrate composition of raw and
processed apple samples before and after digestion.

2.4.1. Scanning electron microscopy (SEM)

Apple cubes were soaked in liquid nitrogen in order to be frac-
tured with a sharp razor blade, and freeze dried for observation in a
scanning electron microscope (SEM): HITACHI S-3400N (Sysmex,
Krefeld, Germany), accelerated at 15 kV and under vacuum pres-
sure of 40 Pa.

2.4.2. Light microscopy (LM)

Apple samples were prepared for light microscopy as described
by Eim, Garcia-Pérez, Rossell6, Femenia, and Simal (2012) with
minor modifications. Samples were fixed in formaldehyde (10%),
followed by dehydration, embedding in paraffin (60 °C for 3 h),
and sectioning into 4-5pum slices with a microtome (model
Finesse 325, Thermo Shandon, Cheshire, UK). The slices were
stained with acid Schiff and haematoxylin to visualize cell walls
(Paciulli et al., 2014). Images were obtained using a light micro-
scope (Olympus BX60FS, Japan) at 100x magnification.

2.4.3. Alcohol insoluble residues (AIRs)

AIRs were obtained by immersing apple samples in boiling
ethanol (85% (v/v) aq.) as described by Garau et al. (2007). Prior
to further analysis, the AIRs were milled using a laboratory grain
mill and passed through a 0.5 mm sieve. Results were expressed
in gram of AIR per 100 g of initial dry matter (dm,).

2.4.4. Analysis of carbohydrate composition

Sugars were released from cell wall polysaccharides by acid
hydrolysis as described by Garau et al. (2007). AIR samples
(~5 mg) were dispersed in 72% H,SO, for 3 h followed by dilution
to 1 M and hydrolyzed at 100 °C for 2.5 h (Saeman hydrolysis con-
ditions). A 1M H,SO4 hydrolysis (100°C for 2.5h) was also
included to determine the cellulose content by difference. Neutral
sugars were derivatized as their alditol acetates and isothermally
separated by gas chromatography at 220 °C on a 3% OV225 Chro-
mosorb WHP 100/120 mesh column (Hewlett-Packard 5890A,
Waldbronn, Germany) with Argon as the carrier gas flowing at
20 ml/min. Injector and FID detector temperatures were 230 °C
and 240 °C, respectively. Uronic acids were colorimetrically deter-
mined as total uronic acid using AIR samples hydrolyzed for 1 h at
100 °Cin 1 M H,SO,4 as described Blumenkrantz and Asboe-Hansen
(1973). Briefly, after hydrolysis of AIR samples, 1.2 ml/g sulfuric
acid/tetraborate was added and the tubes were cooled in crushed
ice. The cooled mixture was agitated using a Vortex mixer followed
by heating at 100 °C for 5 min. After heating, samples were cooled
in a water-ice bath and 20 pl of m-hydroxydiphenyl reagent was
added. The tubes were shaken and absorbance measurements were
made at 520 nm in a Cary Bio 300 (Varian, California, USA) spec-
trophotometer within 5 min. Galacturonic acid dissolved in satu-
rated benzoic acid was used as standard (0-80 pg/ml). Results
were expressed in mg of sugar per 100 g of initial dry matter (dm,,).

2.5. Chemical characteristics: moisture content, soluble solids content,
and titratable acidity

Moisture content (method no. 934.06, AOAC, 1997) and soluble
solid content (method no. 932.14C, AOAC, 1990) of all samples

were determined according to AOAC official methods and
expressed in gram of water or saccharose/g initial dry matter
(dmy,), respectively.

Prior to measurement of titratable acidity, a known mass of
apple sample (~5 g) was mixed with 20 ml of distilled water with
an Ultra-turrax (T25 Digital IKA, Staufen, Germany). Titratable
acidity was measured via titration of this sample with 0.1 NaOH
to an end point of pH 8.1 using a pH meter (Crison, pH 25, Barce-
lona, Spain). Results were expressed as gram-equivalents of malic
acid per 100 g of initial dry matter (dm,).

2.6. Release of bioactive compounds: total polyphenol content (TPC)
and antioxidant activity (AA)

Methanol extracts from all samples were prepared according to
the methodology described by Eim et al. (2013) with minor modi-
fications. Samples were weighed (~1.0 g), and 20 ml of methanol
(MeOH) extraction solvent was added. Mixtures were homoge-
nized using an Ultra-Turrax T25 Digital (IKA, Staufen, Germany)
at 13,000 rpm for 1 min at 4 °C, and these solutions were refriger-
ated overnight. The mixtures were then centrifuged at 4000 rpm
for 10 min followed by filtration to obtain the methanol extract.
The extracts were refrigerated at 4 °C until analysis.

Total polyphenol content (TPC) was determined using the Folin-
Ciocalteu assay as described by Eim et al. (2013). The antioxidant
activity (AA) was determined using the ABTS, FRAP, and CUPRAC
assays as described by Gonzalez-Centeno et al. (2012). In all assays,
absorbance measurements were carried out at 25 °C in an UV/Vis/
NIR spectrophotometer (Thermo Scientific MultiSkan Spectrum,
Vantaa, Finland). Absorbance measurements for all the assays were
correlated with standard curves. The TPC was expressed as mg
gallic acid equivalent (GAE)/g initial dry matter (dm,). The AA
was expressed as mg Trolox/g initial dry matter (dm,).

2.7. Mathematical model

The kinetics of moisture content, soluble solid content, titrat-
able acidity, total polyphenol content, and antioxidant activity
(ABTS, FRAP, and CUPRAC assays) in raw and processed apples dur-
ing in vitro digestion were described using the Weibull model (Eq.
(1)). This model has previously been used to describe microbial,
enzymatic, and chemical degradation, as well as hydration/dehy-
dration kinetics (Eim et al., 2013; Gonzalez-Centeno, Comas-
Serra, Femenia, Rosselld, & Simal, 2015; Rodriguez, Ortuiio, et al.,
2014; Zura-Bravo, Vega-Galvez, Lemus-Mondaca, Ah-Hen, & Di
Scala, 2013).

C-C. )
cgfch:e[ ®'] (1)

where a is related to the inverse of the change/input rate (s), B is a
characteristic shape parameter, and Ceq is the equilibrium concen-
tration (g/100 gdm,) (Gonzalez-Centeno et al, 2015). When B
equals 1, the equation corresponds to first order kinetics. The terms
o, B and Ceq were identified for each experimental treatment.

2.8. Data and statistical analysis

Results are presented as mean values with their corresponding
standard deviations. Statistical analyses were performed using R
3.1.0 software. Parametric ANOVA and Tukey tests were used to
evaluate the existence and the degree of significant differences,
respectively. The statistical analyses were replaced by Kruskal-
Wallis and pairwise-Wilcox (BH corrected) when data were not
normally distributed and/or showed heterogeneity of variances.
Significance was assessed at a level of p < 0.05.
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The identification of the Weibull model parameters o,  and Ceq,
was carried out using the ‘nlinfit’ function of the optimization tool-
box of Matlab 7.5 (The MathWorks Inc., Natick, USA) which esti-
mates the coefficients of a nonlinear regression function and the
residuals using least squares. To determine the 95% confidence
intervals (CI) and the standard error of the estimated parameters
(SE), the ‘nlparci’ function and the covariance matrix were used,
respectively.

Linear regression analyses were carried out by using “Curve Fit-
ting” Toolbox of Matlab 7.5 (The MathWorks Inc., Natick, USA), to
determine the coefficient of determination (square of the correla-
tion between the response values and the predicted response val-
ues, r?) and the summed square of residuals (sum of squares due to
error of the fit, SSE) statistics.

The mean relative error (MRE) (Eq. (2)), estimated by the
comparison of experimental and simulated data, was calculated
to statistically evaluate the accuracy of the proposed mathematical
model to simulate change kinetics.

} :“ |Cexp—Ceac|
=1\ Cew
n

MRE = ) -100 )

3. Results and discussion
3.1. Cell walls

3.1.1. Microstructural changes (SEM and LM)

Scanning electron microscopy (SEM) and light microscopy (LM)
were used to assess the microstructural changes in apple samples
as a result of processing and after 180 min of in vitro gastric diges-
tion (Fig. 1). Microstructural differences were observed both as a

result of processing and as a result of in vitro gastric digestion
when compared to raw, undigested apple samples. Compared to
raw apples, freeze dried and convective dried apples exhibited
the greatest changes, both before and after digestion. This trend
can be observed in both surface (SEM) and cellular (LM) structures.

Fig. 1a; and a, shows the microstructure of raw apples. Raw
apples are composed of many well-arranged pores in a heteroge-
neous and anisotropic pattern, as was previously observed by
Rodriguez, Santacatalina, et al. (2014). After 180 min of digestion
(Fig. Tas and a4) a significant cell lysis was observed, resulting in
a smaller number of cells per unit area, along with increases in
the intercellular space between remaining cells. Carnachan,
Bootten, Mishra, Monro, and Sims (2012) studied the microstruc-
ture of kiwi pulp after 30 min in vitro gastric digestion (adjusting
the pH to 2.5 and adding pepsin), followed by 120 min in vitro
intestinal digestion (adding pancreatin solution (5% in maleate
buffer pH 6.5, 20 mL followed by amyloglucosidase)). Similar to
the current study, these authors observed an increase in the inter-
cellular spaces after in vitro digestion.

Fig. 1b; and b, shows the microstructure of frozen apple sam-
ples before in vitro digestion. These micrographs indicate that
freezing by immersion in liquid nitrogen caused irregular shapes,
cellular damage, and more intercellular spaces. Similar effects were
observed in frozen strawberries by Delgado and Rubiolo (2005).
After in vitro gastric digestion of frozen apples (Fig. 1bs and by), cell
collapse was evident. The structure became less porous, resulting
in an irregular surface where cell walls were less visible, and larger,
more irregular shapes were present (Fig. 1b,). In addition, cell wall
fragments resulting from cell lysis could be observed (Fig. 1b,).

Fig. 1¢; and ¢, shows the microstructure of freeze dried samples
before in vitro digestion. The heterogeneity of the pore structure
was similar to that of the raw apples. However, a collapse of cell

Fig. 1. Microphotographs of the samples of apple: a-Raw, b-FN, c-FD and d-CD. 1-SEM and 2-LM of initial apple samples (prior to in vitro digestion). 3-SEM and 4-LM after

180 min of in vitro gastric digestion.
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membranes was observed. A similar effect was observed in freeze-
dried Red Fuji apples by Huang et al. (2012) and in freeze-dried
Idared apples by Lewicki and Pawlak (2003). An additional increase
in cell collapse and destruction of cell wall material can be
observed as a result of in vitro gastric digestion (Fig. 1c3 and cy).
The changes during digestion eliminated a majority of the pore
structure observed in undigested, raw apples.

Cells exhibited shrinkage during convective drying, as can be
observed in Fig. 1d; and d,. In addition, there was a reduction in
the number and size of pores as well as cellular collapse that
was observed in convective dried apples when compared to raw
apples. The influence of convective drying on the microstructure
of Granny Smith apple have been previously studied by several
authors (Rodriguez, Santacatalina, et al., 2014; Vega-Galvez et al.,
2012). These authors agreed that during drying, one of the most
important phenomena is cell shrinkage, which leads to a major
modification of the apple structure and allows the release of water.
In addition to the changes that occurring during convective drying,
additional cell collapse was visible in CD samples after in vitro gas-
tric digestion (Fig. 1ds and d4). Structural modifications that
occurred during digestion eliminated the open pores present on
the surface and ruptured many of the interior cell walls.

3.1.2. Alcohol insoluble residues (AIRs)

The alcohol insoluble residue (AIR) values from raw and pro-
cessed apples before (initial) and after 180 min of in vitro gastric
digestion are shown in Table 1. The initial AIR content of raw
apples (17.5+0.1g AIR/100g dm,) was similar to previously
reported values (17.0 g AIR/100 g dm, (Christensen, 2009)). All pro-
cessing methods resulted in a significant decrease in AIR (p < 0.05),
with raw apples having the greatest AIR, followed by frozen
(16.8+0.5 g AIR/100 g dm,), freeze dried (15.2+0.1 g AIR/100 g
dm,), and convective dried (13.1 + 0.6 g AIR/100 g dm,) apple sam-
ples. Convective dried apples had the greatest decrease in AIR of all
processing treatments (~25%). This finding is similar to previous
studies that have also observed significant decreases in AIR after
convective drying (60 °C, 2 m/s), with up to 15 or 20% AIR losses
being reported in orange pulp or skin, respectively (Garau et al.,
2007).

Apple samples from all processing methods had significant
decreases in AIR content after 180 min of in vitro gastric digestion
(p <0.05), compared to their initial values. After 180 min of in vitro
gastric digestion, the AIR content of the raw, FN, FD and CD sam-
ples decreased to 16.7 £0.1, 15.9+0.1, 12.6 £ 0.1 and 10.8 £ 0.7%
dm,, respectively. FD and CD samples had similar decreases in
AIR as a result of digestion (~17% decrease); these decreases were
greater than those observed in Raw or FN samples (~5% decrease).
The greater changes in AIRs in FD and CD apple samples might be
due to the breakdown of cell walls in the FD and CD samples that

Table 1

was observed in the microstructural analysis, allowing the compo-
nents to be more accessible to hydrolysis by gastric acid and
enzymes during in vitro digestion. Yuliarti et al. (2008) also
reported decreases in AIR content (32% decrease) as a result of
in vitro digestion (with commercial enzyme preparations (Cellu-
lyve, NS33048, Celluclast, and Cytolase) at 25 °C for 30 min) of
golden kiwifruit.

3.1.3. Analysis of carbohydrate composition

Cell wall polysaccharides of raw and processed apples before
and after 180 min of in vitro gastric digestion are shown in Table 1.
The most abundant neutral sugar of the AIRs in all the samples was
glucose, both before and after in vitro gastric digestion. Glucose
was followed by arabinose, xylose, and galactose; rhamnose,
fucose and mannose were minority sugars. The results obtained
for the raw apples in this study were in the range of those previ-
ously described for Granny Smith apples by Chassagne-Berces
et al. (2009).

Processed apple samples (before digestion) had significantly
lower (p < 0.05) total cell wall polysaccharides compared to raw
apples. Frozen samples showed the least change from raw apples,
with only ~5% decrease in total sugars compared to raw apples.
Chassagne-Berces et al. (2009) also reported a significant decrease
of total cell wall polysaccharides in Granny Smith apples (~9%)
after freezing in liquid nitrogen. However, freeze dried and convec-
tive dried apples showed much greater decreases in total sugars
compared to raw apples (17 and 45% decrease from the raw value,
for freeze and convective dried, respectively). Frozen apples
showed a significant increase (p < 0.05) in glucose and decrease
(p <0.05) in uronic acids from raw apples. Freeze dried apples also
had a statistically significant decrease in uronic acids, as well as
arabinose and xylose. Convective dried apples had significantly
lower values for all individual neutral sugars and uronic acids com-
pared to raw apples (p < 0.05). Significant decreases in cell wall
carbohydrate composition due to convective drying (60 °C at
2 m/s) of kiwifruit were also reported by Femenia et al. (2009).

No significant differences were observed between the specific
carbohydrate composition of the raw apples before and after diges-
tion, except a slight significant (p < 0.05) increase in both mannose
and glucose. In addition, total sugars did not change (p > 0.05) in
raw apples as a result of in vitro gastric digestion. Similar results
were reported by Carnachan et al. (2012), who also observed no
significant differences between the carbohydrate composition of
fresh kiwifruit before and after in vitro digestion.

The carbohydrate composition of all processed apples signifi-
cantly (p <0.05) changed after digestion for most neutral sugars,
expect mannose. Additionally, the total sugars significantly
decreased after digestion for all processed apples. Frozen and
freeze dried apples had similar decreases in total sugars (13-17%

Composition of the cell wall polysaccharides of raw and processed apple samples before and after 180 min of in vitro gastric digestion. Different lowercase letters indicate
significant differences (p < 0.05) for each sugar in a sample before (initial) and after (180 min) in vitro gastric digestion. Different capital letters indicate significant differences

between the different method of processing (Tukey's test, p < 0.05).

Carbohydrate analysis (mg/100 g dm,)

AIRs Neutral sugars Uronic Acids Total
(g/100g Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc

dm,)
Raw Initial 175+0.1aA 190+50a A 190+30a A 1400+200a A 1300+200a A 200+20a A 1180+40aA 4100+70aA 2900+500a A 11,500 +200a A
Raw 180 min 16.7+0.1b 181+ 4a 170+ 10a 1300 + 20a 1100 + 90a 241+7b 1140 + 40a 4400 + 200b 3190 + 80a 11,700 + 200a
FN initial 16.8+0.5a B 200+40aA 160+7aA 1200+100a A 1200+ 100a A 240+20a A 1300+200a A 4700+200a B 1960+40a B 11,000 +200a B
FN 180 min 159+0.1b 140+30a 140 10b 990 +20b 900 + 50b 220+20a 1200+200a 3900 * 300b 1640 + 30b 9100 + 300b
FD Initial 152+0.1aC 140+20aA 150+10aA 1020+70aB 940+90aB 220+30aA 1120+90a A 4200+400a AB 1700+ 100a C 9490 +40a C
FD 180 min 12.6 £0.1b 100+ 10b 130+ 10a 810 + 60b 740 + 50b 200 +20a 1150 £ 90a 3700 + 200b 1300 + 100b 8100 + 700b
CD Initial 13.1+0.6aD 50+5aB 53+7aB 360+20aC 450+25aC 130+30aB 560+40aB 2600+ 100a C 2000 +300a BC 6200 +400a D
CD 180 min 10.8+0.7b 21+2b 28 +4b 260 +30b 310 £ 40b 120+ 50a 360 + 50b 1600 + 90b 1100 + 200b 3800 + 200b

163



Tesis Doctoral — M.E. Dalmau Estelrich

12 M.E. Dalmau et al./Food Chemistry 215 (2017) 7-16

of initial value), and convective dried apples had the greatest
decrease in total sugars (38% decrease from initial value) during
180 min of in vitro gastric digestion. These decreases in total sugars
follow a similar trend as the magnitude of microstructural damage
observed in the SEM and LM analyses (Fig. 1), where convective
drying resulted in the largest changes in microstructure, and freez-
ing and freeze drying both resulted in significant, but similar,
microstructural modifications.

3.2. Chemical characteristics

Fig. 2 shows the changes of chemical characteristics (moisture
content, soluble solid content, and titratable acidity) of raw and
processed apples during in vitro gastric digestion. The initial mois-
ture content (Fig. 2a) of raw apples was of 6.81 +0.04 g water/
g dm. This is similar to previously reported values for Granny Smith
apples (6.8-7.7 g water/g dm (Chassagne-Berces et al., 2010)).

The moisture content (Fig. 2a) increased in all samples during
in vitro gastric digestion, with raw and processed apples following
a similar trend. The percentage of moisture content increase of
raw, FN, FD and CD samples after 3 h of in vitro digestion were of
6+1, 10+1, 11+2 and 8 +1% dm,, respectively. All processed
apples had a greater capacity to absorb water compared to raw
apples. This was most likely due to the damage of the cellular
structure caused by processing, which facilitated water transport
within the food matrix. Previous in vitro and in vivo studies have
reported increases in food moisture content during gastric
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Fig. 2. Evolution of chemical characteristics of raw and processed apple samples
during in vitro digestion: a-moisture content, b-soluble solids content and c-acidity.

digestion. For example, Bornhorst, Chang, Rutherfurd, Moughan,
and Singh (2013) observed moisture content increases of 75 and
23% dm, in white and brown rice after 180 min of in vivo digestion
in pigs, and Bornhorst, Roman, Dreschler, and Singh (2014)
observed moisture content increases of 79 and 95% dm, in raw
and roasted almonds after 120 min of in vitro digestion.

Fig. 2b shows the evolution of the soluble solid content of raw
and processed apples during in vitro gastric digestion. The initial
soluble solid content of raw apples in this study (0.94 + 0.04 g/g
dm,) was similar but slightly higher than previously reported val-
ues for Granny Smith apples (0.88-0.90 g/g dm, (Chassagne-Berces
et al., 2010). No significant differences were observed between the
soluble solid content of raw and FN samples before in vitro diges-
tion. In contrast, FD and CD samples exhibited significant
(p < 0.05) soluble solid losses (6 and 40% dm,, respectively) in com-
parison to raw apples, most likely due to the rehydration step
before digestion. These trends are similar to previously reported
studies. Chassagne-Berces et al. (2010) also observed no significant
effect of freezing on the soluble solid content of Granny Smith
apples. Schulze, Hubbermann, and Schwarz (2014) reported sol-
uble solid losses (19% dm,) due to freeze-drying of Granny Smith
apples. Maldonado, Arnau, and Bertuzzi (2010) reported that the
soluble solid content of dried mango decreased by 70% after
100 min of rehydration in water.

As can be observed in Fig. 2b, significant decreases in soluble
solid content were observed in all samples after 3 h of in vitro
digestion (55+4, 70+ 1, 78 5, and 66 + 1% dm, in raw, FN, FD
and CD apples, respectively). Soluble solid losses were higher in
processed samples than in raw samples, the opposite trend as seen
in the moisture absorption curves (Fig. 2a).

Fig. 2c shows the evolution of the titratable acidity in raw and
processed samples during in vitro gastric digestion. The acidity of
raw apples (5.1+0.2g/100gdm) was similar to previously
reported values for Granny Smith apples (4.2-5.4g/100 gdm
(Chassagne-Berces et al., 2010)). Frozen samples did not have sig-
nificantly different titratable acidity compared to raw apples. How-
ever, the titratable acidity of FD and CD samples was significantly
lower (p < 0.05; 9.5 and 37.5% dm,, respectively) compared to raw
and frozen apples. This decrease was mostly likely due to acid
losses during the rehydration step of the dried apples prior to
digestion.

The titratable acidity of all samples significantly decreased dur-
ing in vitro digestion (Fig. 2c), with the greatest decreases occur-
ring during the first 90 min. After 180 min of digestion, the
acidity losses were of 44+3, 67+5, 72+4 and 70 +3% dm,, in
raw, FN, FD and CD samples, respectively. Similar to the trend
observed in soluble solid content decrease during digestion, all
processed samples showed significantly (p < 0.05) greater acidity
losses during digestion compared to raw samples. The trends
observed in titratable acidity and soluble solid loss were the same
as the decreases observed in total cell wall polysaccharides
(Table 1) and the microstructural analysis, where raw < frozen <
freeze dried < convective dried in terms of total changes from the
initial state. These results suggest that microstructural changes
during processing and digestion that prompt damage of cell walls
result in losses of intercellular material, such as soluble solids and
acid.

The Weibull model was used to mathematically describe the
kinetics of moisture, soluble solid, and titratable acidity content
in raw and processed apples during in vitro digestion. Table 2
shows the Weibull model parameters (o, B, Ceq) with the corre-
sponding confidence intervals and the standard error associated
with each estimated parameter. As can be observed, some
confidence intervals and standard errors were high as a result of
the simultaneous identification of a high number of parameters.
Simulations obtained by disregarding any of the parameters were
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Parameters of the Weibull model and the corresponding confidence interval (CI) and standard error (SE) associated with each parameter. Change kinetics of moisture content,
soluble solid content and titratable acidity for raw and processed apples during in vitro digestion.

o (s) Cl(s) SE B cl SE Ceg® cr SE MRE
Moisture Raw 112253  [-33258.1, 55708.7] 127114 0595  [0.240,0950]  0.101 745  [6.52,8.37] 026 0.1
EN 2779.8 [~106.3, 5665.9] 824.7 0505  [0.348,0663] 0045  7.51 [7.30, 7.71] 006 0.1
FD 2990.2 [-5146.5, 12516.9] 2523.7 0594  [0.214,0730] 0074 754  [7.08,8.17] 016 02
D 3871.6 [2300.9, 5442.2] 4488 0.864  [0.676,1.051] 0054 746  [7.36,7.55] 003 0.1
Soluble solids ~ Raw  2269.7 [-4592.3, 9131.7] 1960.9 0364  [0.148,0581] 0062  0.31 [-0.07,068]  0.11 26
FN 2300.8 [333.6, 4268.0] 562.1 0444  [0.342,0546] 0029 015  [0.00,031] 004 16
FD 2990.2 [1636.6, 2922.5] 1978 0505  [0.204,0.740] 0093 0.1 [0.00, 0.23] 052 53
D 20433 [1175.8, 2910.8] 247.9 0920  [0515 1325 0116 017  [0.11,0.23] 002 31
Acidity Raw 31159 [~3699.1, 9930.8] 1947.4 0.646  [0.063,1228] 0166 246  [0.56,4.37] 054 26
EN 2859.1 [~1345.8, 7064.1] 12016 0535  [0.280,0791] 0073 115  [-047,276] 046 2.7
FD 2556.8 [255.7, 4858.0] 657.6 0.885  [0.233,1537] 0186 117  [-004,237] 034 45
D 4805.9 [~2633.7, 12245.5] 12016 0744  [0.336,1.152] 0073 045  [-122,212] 046 41

The bold values correspond to the parameters identified with the Weibull model.
? g/g dm, for moisture and soluble solids contents and g/100 g dm, for acidit.

not satisfactory; therefore, all parameters were retained in the
model.

To statistically evaluate the accuracy of the proposed mathe-
matical models and their capacity to simulate the experimental
results and predict variation within the system, the mean relative
error (MRE, Eq. (2)) was calculated for all samples by comparing
experimental and predicted values. If the MRE is lower, the model
provides a better fit to the experimental data (Gonzalez-Centeno
et al,, 2015). The MRE (Table 2), was lower than 5.3% for all param-
eters of each model with average values of 0.1 +0.1%, 3.2 £ 1.5%
and 3.5 +0.9% for the simulation of the moisture, soluble solid,
and titratable acidity kinetics, respectively. From these results, it
can be seen that the proposed model successfully simulated the
changes in moisture, soluble solid, and acidity during in vitro gas-
tric digestion in raw and processed apples. The simulated curves of
moisture (Fig.2a), soluble solids (Fig.2b) and titratable acidity
(Fig. 2c) contents are shown with the observed values for all apple
samples.

The o parameter of the Weibull model is related to the inverse
of the change rate. As such, a lower o indicates a faster rate of
change of a given quantity. As can be seen in Table 2, o decreased
from 11225.3 s in raw sample to ~3000 s in processed apples for
moisture content. This indicates that all of the processed samples
had a faster rate of change in moisture content compared to the
raw apple samples. Differences in o values for soluble solids and
acidity kinetics between apple processing treatments were less
evident, indicating all apples had similar rates of change of soluble
solids and acidity. In the case of the acidity change kinetics, the CD
sample had a greater o value, which was nearly 50% higher than
that of the raw sample.

The shape parameter §§ represents a behavior index of the mate-
rial during the process (Gonzalez-Centeno et al., 2015). When B is
equal to 1, the model corresponds to first order kinetics; with a
constant input rate (Eim et al., 2013). However, when f has a value
above or below 1, this parameter denotes the concavity (increasing
change rate over time) or convexity (decreasing change rate over
time) of the curve, respectively (Gonzalez-Centeno et al., 2015).
For all treatments and response variables, B was less than 1, indi-
cating convexity in all of the curves and thus, decreasing change
rate over time. For moisture content, convective dried apples had
a higher B value (0.864) compared to the raw, frozen and freeze
dried samples (B values of 0.595, 0.505 and 0.594, respectively).
This may indicate that convective drying hampers hydration dur-
ing in vitro digestion. Similar trends were observed in the soluble
solid kinetics, with all samples exhibiting low but similar B values
(0.364, 0.444 and 0.505 in raw, FN and FD samples, respectively)
except the CD sample, with a B value of 0.920. A similar trend

was not observed in the B values of the acidity kinetics, which
may indicate that although graphical trends are similar between
acidity and soluble solid losses, their fundamental mechanisms of
mass transport may be different.

The equilibrium concentration (Ceq) was similar in all samples
for the moisture content change (7.49 + 0.04 g/g dm,). However,
in soluble solid and acidity kinetics, raw samples had almost dou-
ble the Ceq values compared to all of the processed samples,
although not statistically significant. This trend may indicate that
all processing treatments altered the cellular structure such that
the processed apples lost a greater amount of soluble solids or
acidity during digestion.

3.3. Release of bioactive compounds

The total polyphenol content and antioxidant activity (ABTS,
CUPRAC, and FRAP methods) in raw and processed samples before
(0 min) and after 60, 120 and 180 min of in vitro gastric digestion
are given in Table 3. The TPC of raw apples (4.4 + 0.2 mg GAE/
g dm) was similar to previously reported values for Granny Smith
apples by Francini and Sebastiani (2013) (4.9 £ 0.5 mg GAE/g dm).
Prior to in vitro digestion, TPC in CD apples significantly increased
(p<0.05)~16% dm, while the TPC significantly decreased
(p<0.05) in FN and FD samples (45 and 34% dm,, respectively)
compared to raw apples.

The decrease in TPC in frozen and freeze dried apples was sim-
ilar to previously reported values. Loncaric, Dugalic, Mihaljevic,
Jakobek, and Pilizota (2014) observed decreases in the TPC of Fuji
apples due to freezing and freeze-drying (~48% dm). However,
both increases and decreases in TPC have been seen as a result of
convective drying. Some authors have reported TPC losses due to
convective drying (Garau et al., 2007), concluding that the long
drying times necessary with low process temperatures may pro-
mote the degradation of antioxidant compounds. However, in
other cases, the TPC of samples dried by hot air increased, exhibit-
ing a similar behavior to that observed in this study. Chang et al.
(2006) reported TPC increases of 13-29% dm after convective dry-
ing of tomatoes compared to raw samples. The increase in TPC was
most likely due to the release of polyphenolic compounds from the
food matrix during drying.

As can be seen in Table 3, after 3 h of in vitro digestion, the TPC
of the raw and FN, FD and CD samples significantly decreased by
32%3, 58+4, 55+4 and 47 £3% dm,, respectively. Similar
decreases in TPC (from 44.6 to 62.7%) were reported by Bouayed,
Hoffmann, and Bohn (2011) in Jonaprinz, Jonagold, Golden and
Mutza apples during in vitro gastric digestion. After 180 min of
digestion, raw apples retained the greatest amount of polyphenols,
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Table 3
Total polyphenol content® and antioxidant activity? (ABTS, CUPRAC and FRAP
methods) of raw and processed apple samples during in vitro digestion.

TPC ABTS CUPRAC FRAP
Raw
0 min 44+02a A 7.6+03aA 12.5+0.6a A 4.7+02a A
60 min 3.7+£02b 7.4+03a 10.7+0.2b 44+0.1b
120 min 34+0.1c 73+£0.1a 10.1+0.3b 4.3+0.1b
180 min 3.0£0.1d 7.1+0.2a 9.1+03b 4.2+0.1b
EN
0 min 24+02aB 3.5+0.1aB 54+0.2aB 28+02aB
60 min 1.9+0.1b 2.5+0.2b 49+0.2b 2.1£0.1b
120 min 1.4+0.1c 1.7 £0.1c 3.7+0.1c 1.3£0.1c
180 min 1.0+ 0.1d 0.9+0.1d 23+0.1d 0.6 £0.1d
FD
0 min 29+02aB 40+03aC 6.9+0.2a C 25+0.1a B
60 min 24+0.2a 33+03b 6.4+0.2b 1.3+0.1b
120 min 1.9+0.1b 22+02c 49+0.3c 0.7 £0.1c
180 min 1.3+0.1c 1.1+0.1d 41+0.2d 04+0.1d
cD
0 min 51+04aC 9.4+04aD 145+09a A 53+04aA
60 min 3.8+£0.2b 8.7 £0.4a 11.5+0.5b 43+0.2b
120 min 32+02c 6.5+0.3b 8.6 +0.8¢c 3.1+£03c
180 min 2.7+02d 5.5+0.3b 6.3+0.2d 23+£0.1d

2 Results expressed in mg GAE/g dm,,.

P Results expressed in mg trolox/g dm,. For each analytical method and sample,
different lowercase letters indicate significant differences (p < 0.05) between dif-
ferent digestion times, and different capital letters indicate significant differences
between different processing methods according to pairwise-Wilcox test (p < 0.05).

with the highest TPC (3.0 mg GAE/g dm,). Interestingly, although
CD samples had the highest initial TPC value (5.1 mg GAE/g dm,),
they did not have the highest TPC value after 180 min of gastric
digestion (2.7 mg GAE/g dm,). These results indicate that not only
the initial TPC value, but also the structure of the food matrix, may
be important in the release of nutrients from food matrices during
digestion. Although bioaccessibility was not directly measured in
the current study, these results highlight the influence of process-
ing on nutrient release during in vitro gastric digestion, and may
lead us to hypothesize that differences in bioaccessibility would
be obtained as well. However, bioaccessibility determinations
were outside the scope of this work, but are an area that merits
future investigation.

In order to provide a more complete view of the antioxidant
activity (AA) of the samples, three methods were used to evaluate
the AA: ABTS, CUPRAC, and FRAP analyses. Due to the fact that each
method is based on a different chemical system and/or reaction,
different AA results could be expected depending on the specific
analysis performed (Gonzalez-Centeno et al., 2012). The selection
of different methods allows a better understanding of the wide
variety and range of action of antioxidant compounds present in
apples (Gonzalez-Centeno et al., 2012). The average values for
the AA of raw apples were of 7.6 £ 0.3, 12.5 £ 0.6 and 4.7 £ 0.2 mg
trolox/g dm, from the ABTS, CUPRAC and FRAP methods,
respectively.

As can be observed in Table 3, raw and CD apples had the high-
est AA values before digestion (0 min), from the CUPRAC and FRAP
assays, with no significant differences between them. However, by
using the ABTS method, the AA of CD sample was 24% dm higher
than that of the raw apples. FN and FD samples exhibited signifi-
cant decreases (p < 0.05) in AA of 57 and 45% dm (CUPRAC assay)
and 54 and 47% dm (ABTS assay), respectively, compared to raw
apples. However, by using the FRAP method, no significant differ-
ences were observed between FN and FD samples, although both
FN and FD samples exhibited significant decreases (p < 0.05;
~44% dm) compared to raw apples.

The results obtained for the AA of FN and FD samples prior to
digestion were similar to those previously described by Loncaric

et al. (2014) for frozen (60% dm loss) and freeze-dried (64% dm
loss) Fuji apples. However, antioxidant activity of CD samples did
not follow the same trend. In the current study, CD samples had
an increase in AA compared to the raw samples. This is different
from several previous studies that have reported that convective
drying processes may promote a decrease in antioxidant activity
(Eim et al., 2013; Rodriguez, Santacatalina, et al., 2014). The differ-
ences observed in CD samples in this study are most likely related
to the generation and accumulation of different antioxidant com-
pounds having a varying degree of antioxidant activity and devel-
oping antagonistic or synergistic effects with themselves or with
other constituents of the apple extract. Although a different AA
method was used, a similar increase in AA after convective drying
was observed by Vega-Galvez et al. (2012). They found that the AA
(using the DPPH method) of Granny Smith apples dried at 60 °C and
1.5 m/s in a convective drier increased by 87% after convective dry-
ing compared to raw apples. Other authors have also reported that
processing either caused no change in the antioxidant activity of
fruit and vegetables or enhanced it due to the improvement of
antioxidant properties of naturally occurring compounds or forma-
tion of novel compounds such as Maillard reaction products with
antioxidant activity (Amarowicz, 2009). Maillard-derived melanoi-
dins, responsible for color change during the drying process, may
be associated with increased antioxidant activity of the dried
apples observed in the current study.

Raw apples had the least decrease in AA during in vitro gastric
digestion (Table 3). The AA, as measured by the ABTS method,
did not significantly change over 180 min in raw apples
(p < 0.05). However, the AA, as measured by the CUPRAC and FRAP
methods, significantly decreased between 0 and 60 min of diges-
tion, but did not decrease significantly after longer digestion times
(p <0.05). These results indicate that although slight decreases in
AA of raw apples might occur in the initial stages of digestion,
the raw apple AA remained relatively stable throughout the gastric
digestion process. These results are similar to those previously
described by Bouayed et al. (2011) for the in vitro digestion of
Jonaprinz, Golden and Mutza apples.

However, similar behavior was not observed in any of the pro-
cessed apples. Both frozen and freeze dried apples showed signifi-
cant decreases (p < 0.05) in AA across the entire in vitro digestion
period for all measurement methods. Frozen apples had decreases
of 7416, 57+4 and 76 +4% dm, in AA after 180 min of gastric
digestion as measured by the ABTS, CUPRAC, and FRAP methods,
respectively. Similarly, freeze dried apples had decreases of
73+7,41+3 and 88 +3% dm, after 180 min of gastric digestion
as measured by the ABTS, CUPRAC and FRAP assays, respectively.
Convective dried apples had similar results with AA measured by
the CUPRAC and FRAP assays, where values significantly decreased
(p < 0.05) with each increasing digestion time. However, in the AA
measurements from the ABTS method, convective dried apples did
not show a significant decrease in AA after 60 min of digestion
compared to the initial value, but showed a decrease after
120 min of digestion that then stayed constant to 180 min of diges-
tion. These results indicate that processing promoted the release of
antioxidant compounds from the apple matrix during in vitro gas-
tric digestion, most likely due to structural changes induced by
processing. Future studies may be completed to determine if the
release of antioxidant compounds during gastric digestion pro-
motes or decreases their bioaccessibility and bioavailability.

With the aim of better evaluating the influence of the process-
ing method on the TPC and AA changes in samples during in vitro
digestion, the inverse of the input rate was estimated from the
slope of the natural logarithm of the ratio of concentration/initial
concentration vs the gastric digestion time (assuming a first order
reaction with equilibrium concentration equal to zero). Table 4
shows the results obtained from these fittings together with the
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Kinetic reaction constants (exponential model), coefficient of determinations (r2) and summed square of residuals (SSE) for TPC and AA (ABTS, CUPRAC and FRAP methods)

changes during in vitro digestion of raw and processed apple samples.

TPC AA (ABTS) AA (CUPRAC) AA (FRAP)

o (s) r? SSE o (s) r? SSE o (s) r? SSE o (s) r? SSE
Raw 161,800 0.98 0.004 161,900 0.98 0.004 32,750 0.96 0.002 86,700 0.90 0.001
FN 12,090 0.99 0.006 8608 0.97 0.030 14,760 0.91 0.048 7918 0.94 0.083
FD 14,870 0.98 0.008 9580 0.91 0.084 21,710 0.95 0.009 5761 0.97 0.067
cD 16,020 0.96 0.008 20,800 0.95 0.010 13,340 0.99 0.002 13,310 0.99 0.004

coefficients of determination (r?) and the summed square of resid-
uals (SSE). As can be seen in Table 4, r? and SSE had average values
of 0.96 + 0.03 and 0.02 + 0.03, respectively; as such, the model was
considered satisfactory to describe the data. In general, it can be
seen that o decreased with processing, indicating increases in the
rate of change of TPC or AA during digestion. For example, o
decreased 93, 91 and 90% for TPC in FN, FD and CD apples com-
pared to raw apples. Similarly, o decreased in frozen, freeze dried,
and convective dried apples ~87-95%, 34-59% and 85-93% for AA
measured by ABTS, CUPRAC and FRAP methods, respectively. These
results further confirm the finding that processing of apples pro-
moted the release of polyphenols and antioxidant compounds from
the apple matrix during in vitro gastric digestion.

4. Conclusions

Processing (freezing, freeze drying, and convective drying)
modified the microstructure and initial composition of Granny
smith apples compared to raw apples. Microstructural analyses,
both SEM, LM, and carbohydrate composition indicated significant
cellular destruction and changes in cell wall composition both as a
result of processing and during 180 min of in vitro gastric digestion.
These structural modifications resulted in behavioral changes in
apples during in vitro gastric digestion. Processed apples showed
faster decreases in soluble solids and titratable acidity compared
to raw apples, while moisture content increases were greatest in
processed samples during in vitro gastric digestion. Freezing and
freeze drying resulted in decreases in total polyphenol content
and antioxidant activity in apples, both before and during in vitro
gastric digestion. Convective drying increased initial total polyphe-
nol content and antioxidant activity of apples, but these values
decreased during in vitro gastric digestion. In contrast, raw apples
showed minor decreases in total polyphenol content and antioxi-
dant activity during in vitro gastric digestion, and exhibited the
greatest retention of polyphenolic and antioxidant compounds.
Given the limited knowledge that is available on this subject at
present, it would be interesting to deeply investigate in this area
to better understand how processing can modify the structural
characteristics of the ingested food to modulate the bioaccessibil-
ity and bioavailability of active compounds in food matrices.
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beetroot (Beta vulgaris) bioactive compounds
during in vitro gastric digestion
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ABSTRACT

BACKGROUND: The effect of freezing (in liquid nitrogen at —196 °C, at —80 °C and at —20 °C) on the food matrix structure
and the consequent effect on the bioaccessibility of total polyphenol content (TPC) and antioxidant activity (AA) of beetroot
was investigated by an in vitro digestion method. The in vitro digestion involved incubation in simulated saliva followed by
incubation in simulated gastric juice. Bioaccessibility of bioactive compounds was evaluated by measuring the TPC and the AA
during in vitro digestion in both the beetroot matrix and the gastric juice.

RESULTS: Release of TPC and AA of beetroot was higher in frozen samples (55 + 5% for TPC and 68 + 5% for AA) than in the fresh
beetroot sample (~46% for TPC and ~53% for AA). The mass transfer kinetics were described by using a Weibull model with
mean relative errors lower than 8.5% contributing to a better understanding of the influence of freezing on the bioaccessibility
of bioactive compounds.

CONCLUSIONS: From the treatments tested in this study, freezing with liquid nitrogen resulted in the greatest increase in

bioaccessibility of the antioxidant and phenolic compounds of beetroots.

© 2018 Society of Chemical Industry

Keywords: food freezing; bioaccessibility; microstructure; polyphenol content; antioxidant activity; Weibull model
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INTRODUCTION

Beetroot (Beta vulgaris) is rich in bioactive compounds, such
as carotenoids,' folates,? betanin, polyphenols and flavonoids.?
Therefore, beetroot ingestion can be considered a factor in can-
cer prevention.* Today, consumers are aware of the need to con-
sume vegetables to get the most complete antioxidant support;
however, many people do not have the opportunity to eat fresh
vegetables every day; thus, frozen vegetables are used instead.®

Estimations of the nutritional value of plant foods are usually
based on native concentrations of nutrients and phytochemicals,
their profile, and biological activity, such as their total antioxi-
dant activity (AA). These data are commonly obtained by direct
extraction using aqueous-organic solvents,® being substantially
different from extraction conditions in the digestive tract. In addi-
tion, cooking and processing of plant materials (e.g. freezing) to
break down plant cell structure have been shown to enhance bio-
compound bioavailability.”® To predict bioavailability of nutrients,
human studies are the most appropriate methodology, but they
have technical and ethical limitations. To overcome these limita-
tions, in vitro methods are used to mimic the digestion and absorp-
tion processes. In vitro digestion models that mimic gastric and
small-intestinal digestion are used to measure bioaccessibility of
nutrients and are considered cost-effective and rapid.® Bioaccessi-
bility is defined as the fraction of a nutrient that is released from a
food matrix and potentially available for intestinal absorption. This
term is typically used for in vitro procedures only.”

Freezing is used to preserve food, but in the case of vegetables
this technique can provoke changes in composition and texture,
leading to biocompounds loss and food softening.’~'" The quality
of a frozen/thawed vegetable depends on a large number of fac-
tors, including the type of vegetable, the variety, raw quality and
ripeness or time elapsed between harvesting and processing.”'2
Once the raw material and the harvesting conditions have been
defined, the optimal freezing protocol for composition and texture
preservation has to be determined.

There have been several studies on the effect of freezing on
the food composition. Ninfali and Bacchiocca® studied the phe-
nolic and AA values in fresh and frozen vegetables by the oxy-
gen radical absorbance capacity (ORAC) method and observed
that four (beet green, spinach, broccoli and carrot) of six frozen
vegetables showed lower phenolic and AA values than the fresh
vegetables, whereas in the other two cases (onion and celery)
the values were significantly higher than in fresh samples. On the
other hand, there are also several studies on the bioaccessibility of
phenolic compounds from different food matrixes. For example,
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Kamiloglu and Capanoglu'® evaluated the in vitro bioaccessibility
of active compounds measuring the AA, total proanthocyanidin
content and the major phenolic content of gastric juice after differ-
ent phases of simulated gastrointestinal (Gl) digestion of fresh and
sun-dried ‘Sarilop’ (yellow) and ‘Bursa siyahi’ (purple) fig cultivars.
The results of in vitro Gl digestion revealed that AA in the gastric
juice of the whole-fresh yellow and purple figs digestion increased
by 9-26% and 1-22% respectively. Moreover, drying caused an
increase of total antioxidant capacity, total proanthocyanidin con-
tent and chlorogenic acid content in the gastric juice during Gl
digestion of yellow (38%, 140%, and 50% respectively) and purple
figs (18%, 60% and 5% respectively).

According to Bourne,' the texture of foods is derived from their
structure. Many studies have focused on the effects of freezing on
textural quality of vegetables —including green asparagus stems,
zucchini and green beans'' and carrots' - through mechan-
ical and/or sensorial measurements of frozen/thawed vegeta-
bles or through microscopic measurements.'® Some workers'%'”
have investigated chemical modifications during freezing that are
responsible for pH, soluble solid, water content or color changes
of frozen/thawed fruits and vegetables. In general, it is accepted
that local structure is preserved better with fast freezing than
slow freezing. Fast freezing induces the formation of an amount
of small ice crystals; these cause less breakage of cell walls and
less migration of water, and consequently the texture has a lower
deterioration.'® However, the kinetics of too fast freezing can pro-
mote breakage of cell walls due to the differences of ice density
with water, which leads to texture modification. In any case, the
changes in the vegetable microstructure due to freezing, besides
modifying the food texture, could also contribute to increasing
the bioavailability ofimportant biocompounds that could be easily
released during digestion.

A Weibull model was previously used to describe enzymatic,
chemical and microbial degradations, release extractions and
hydration-dehydration kinetics.'® From a food engineering point
of view, mathematical modeling has been used to understand the
mass transfer mechanism, since it provides a quick and inexpen-
sive determination of the effects of the conditions on the outcome
of the digestion process.

Within this context, the main aim of this work was to evaluate
the influence of different freezing methods on the bioaccessibility
of bioactive compounds of beetroots (B. vulgaris) using an in vitro
gastric digestion method.

MATERIALS AND METHODS

Samples

Beetroot (B.vulgaris var. conditiva) was purchased from a local
supermarket (initial moisture content of 6670 +40g kg~' dry
matter (DM) and total soluble solids of 10.8 + 0.4 °Brix), and stored
at 4 °C for a maximum of 1 week. Cubes were cut (0.01 m edge)
from the center regions of the beetroot tissue, not including the
peel, and they were immediately processed.

Freezing processes

Three freezing protocols were used: immersion in liquid nitrogen
(boiling point —196 °C; FN sample), at —80°C in an ultra-freezer
(CVF 525/86 Ing. Climas, Barcelona Spain) (F80 sample) and at
—20°C in a cold chamber (ACCV-125-2, Coreco, Barcelona Spain;
F20 sample). For each treatment, samples were frozen until the
sample core temperature reached the equilibrium with the freez-
ing temperature (432°Cmin~"', 2.5 °Cmin~" and 1.33 °Cmin~" for

FN, F80 and F20 samples respectively). Once frozen, samples were
thawed in a cold chamber at 4 + 1 °C for ca 100 min, 60 min and
40 min for FN, F80 and F20 samples respectively. After thawing,
samples were immediately subjected to in vitro digestion. More-
over, fresh beetroots (RAW) were used as a control.

In vitro digestion procedure
Beetroot samples (RAW, FN, F80 and F20) were digested fol-
lowing the in vitro gastric digestion method reported by Born-
horst et al.’ Briefly, simulated saliva was prepared with 1gL™’
mucin, 2gL~" a-amylase, 0.117 g L~" sodium chloride, 0.149g L™’
potassium chloride and 2.10 g L™ sodium bicarbonate solution at
pH 7.0. Simulated gastric juice was prepared with 1 gL~ pepsin,
1.50gL~" mucin and 8.78 gL~ sodium chloride, mixed in deion-
ized water with a pH of 1.8-2.0. All solutions were prepared daily.
Beetroot cubes (ca 200 g) were mixed with 80 mL of simulated
saliva for 305, followed by immersion in 800 mL of simulated gas-
tric juice previously heated to 37 °C. The mixture was incubated
in a shaking water bath (Unitronic 320 OR, Selecta, Spain) at 37 °C
and 100 rpm for up to 3 h. Beetroot samples were taken initially
(no digestion), after mixing with saliva, and after 10, 20, 30, 45,
60, 90, 120, 180 min and 24 h of gastric digestion for moisture,
acidity, total polyphenol content (TPC) and AA analyses; and
initially (no digestion) and after 180 min of gastric digestion for
microstructural analyses. Samples of gastric juice were taken after
10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180 min and 24 h of in vitro gastric
digestion for TPC and AA analyses. All digestion experiments
were performed at least in triplicate, and results were expressed
in initial DM (DM,) to better compare among the different
samples.

Microstructural analyses

Cell walls were observed by scanning electron microscopy (SEM)
of raw and frozen beetroot samples before and after digestion.
For SEM observation, beetroot cubes were soaked in liquid
nitrogen, in order to be fractured with a sharp razor blade, and
freeze-dried. Gold coating was performed using E-5400 equip-
ment (Polaron, UK; 10~ mbar, 20 mA, 80s). Samples were then
observed in an S-3400 N Hitachi scanning electron microscope
(Germany), accelerated at 15kV and with vacuum pressure
of 40 Pa.

Chemical analyses

Moisture of all beetroot samples was determined according to
the AOAC official method no. 934.06%° and expressed in grams
water per gram DM,. Acidity of beetroot samples was determined
according to the AOAC official method no. 942.152" and expressed
in malic acid equivalent per kilogram DM,

To determine the TPC and AA, methanol extracts from beetroot
samples were prepared according to the methodology described
by Eim etal.'® Samples were accurately weighed (~2.0g), and
20 mL of methanol extraction solvent was added. Mixtures were
homogenized using an Ultra-Turrax T25 Digital (IKA, Staufen, Ger-
many) at 13000 rpm for 1 min at 4 °C, and the solutions were
refrigerated overnight. Mixtures were centrifuged at 4000 rpm for
10 min, followed by filtration. The extracts were further refriger-
ated at 4 °C until analysis. Gastric juice samples were analyzed
directly without further extraction.

The TPC was determined by means of the Folin-Ciocalteu
assay according to Eim etal.'® The AA was determined by using
the 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS;
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radical cation scavenging activity) assay, FRAP (ferric reduc-
ing antioxidant power) assay, and CUPRAC (cupric reducing
antioxidant capacity) assay according to Gonzalez-Centeno et al.?
The TPC was expressed as grams of gallic acid equivalent (GAE)
per kilogram DM, for beetroots and grams of GAE per liter for
gastric juice. The AA was expressed as grams of Trolox per kilo-
gram DM, for beetroots and grams of Trolox per liter for gastric
juice. The TPC and AA of the beetroot cubes will be represented
as bioaccessibility:

bioaccessibility = C£ % 100 (1)

o

All the analyses were performed in triplicate on samples from
each digestion.

Mathematical model
Changes in the TPC and the AA (ABTS, FRAP, and CUPRAC assays)
at different times during in vitro gastric digestion in both the
beetroot matrix and the gastric juice were evaluated. The bioac-
cessibility kinetics were mathematically described by a Weibull
model:

C—Cq

¢, —C

o eq

= e—(f/a)/’ 2)

where C, is the equilibrium concentration. The shape param-
eter f represents a behavior index of the material during the
process.”> =1 corresponds to a model with first-order kinet-
ics, which has a constant input rate.'® §>1 or f <1 indicates
the concavity (increasing change rate over time) or convexity
(decreasing change rate over time) of the curve respectively.?*
The a parameter can be related to the inverse of the change rate.
The fitting parameters of the model were a and f. The C,, was
assumed to be equal to the experimental value after 24 h of in vitro
digestion.?®

Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using R 3.1.0 software. All
data, averages of three replicates, are presented as mean val-
ues with their standard deviations. Results were analyzed by
parametric analysis of variance and Tukey's tests at P <0.05
to evaluate the existence of significant differences among
samples.

The identification of the Weibull model parameters @ and g
was carried out by using the ‘fitnlm’ function of the optimiza-
tion toolbox of Matlab R2014a (The MathWorks Inc., Natick, MA,
USA) which estimates the coefficients of a nonlinear regression
function and the residuals using least squares. To determine the
confidence intervals (Cls, 95%) of the parameters and the standard
error of the estimated parameters (SE), the ‘coefCl’ function and
the covariance matrix were used respectively. The mean relative
error (MRE), given in Eqn (3), estimated the capacity to simulate
the experimental values.”> The lower the MRE, the better the fit
provided by the model.?

Z;7:1 (lcexp - Ccalcl/cexp)
n

MRE = x 100 (3)

where C,,; and C,. are the experimental and calculated average
concentration respectively and n is the number of experimen-

tal data.

RESULTS AND DISCUSSION

Changes in food matrix structure during in vitro digestion
Microstructural changes (SEM)

The images of raw and freezing samples before and after 180 min
of in vitro gastric digestion are shown in Fig. 1. Figure 1(a;) shows
the microstructure of RAW samples prior to in vitro gastric diges-
tion. RAW samples were composed almost of isodiametrical and
polyhedral cells with few intercellular spaces, as was previously
observed by Nayak et al.?” Significant cell lysis was observed after
180 min of invitro gastric digestion (Fig. 1(a,)), resultingin anincre-
ment in the intercellular space with a smaller number of cells per
unit area, which may be due to the hydration of cells. Similar to the
present study, Carnachan et al.?® observed cell lysis and an increase
in the intercellular space after in vitro digestion of kiwi pulp. Also,
Dalmau et al.?® observed a significant cell lysis after 180 min of gas-
tric digestion in raw ‘Granny Smith’ apples.

Figure 1(b,) shows the microstructure of FN samples before in
vitro digestion. This image indicates that freezing by immersion
in liquid nitrogen resulted in cracks in the sample matrix com-
pared with the RAW samples. Similar effects were observed by
Chassagne-Berces et al.’ in apples that were frozen by immersion
in liquid nitrogen. Otero et al.>® observed fruit freeze-cracking dur-
ing the freezing of both peach and mango with liquid nitrogen,
which resulted in irreversible macroscopic damage. Less porous
structure and cell collapse was evident after 180 min of in vitro
gastric digestion (Fig. 1(b,)) of FN samples. Similar effects were
observed in apples frozen by immersion in liquid nitrogen by Dal-
mau et al.?®

The cellular structure of F80 samples did not differ much from
the RAW samples (Fig. 1(c,)). Chassagne-Berces et al.® observed
that the cellular structure of apple after freezing at —80 °C was not
affected by the process, similar to the present study. After 180 min
of in vitro gastric digestion, cellular collapse was more visible
compared with RAW beetroot samples after digestion (Fig. 1(c,)).

Figure 1(d;) shows the microstructure of beetroot samples
frozen at —20 °C (F20 samples). Freezing at —20 °C induced larger
changes of the cellular structure than in the other freezing meth-
ods; significant cell wall collapse was observed in addition to more
and larger intercellular spaces. These effects were also observed in
frozen strawberries and apples.”'® These authors observed more
and larger intercellular spaces, and cell walls collapsed, resulting
in large changes in the cellular structure induced by freezing at
—20°C. After 180 min of in vitro gastric digestion (Fig. 1(d,)), less
porous structure and cell collapse were evident, resulting in cell
walls less visible compared with other samples. The F20 samples
exhibited the greatest changes compared with F80 and FN sam-
ples (faster freezing), probably caused by the osmotic imbalance
due to ice crystal formation.®3'

Overall, microstructural changes were observed as a result of
both freezing and in vitro gastric digestion compared with the
undigested RAW beetroot samples. Compared with the RAW beet-
roots, F20 beetroots exhibited the greatest changes, both before
and after digestion; however, FN and F80 beetroots exhibited less
changes, both before and after digestion.

Moisture and acidity content

Table 1 shows the changes in moisture and acidity contents of raw
and frozen beetroot during in vitro gastric digestion. The initial
moisture content (6670 + 40 g water per kilogram DM) of RAW
beetroot samples was similar to the previously reported value
for beetroot by the United States Department of Agriculture3?
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Figure 1. SEM images of beetroot samples: (a;, a,) fresh beetroot, (b;, b,) frozen at —196 °C by immersion in liquid nitrogen, (c;, ¢,) frozen at —80°C
and (d,, d,) frozen at —20 °C; subscripts 1 and 2 indicate initial beetroot samples (prior to in vitro digestion) and after 180 min of in vitro gastric digestion

respectively.

wileyonlinelibrary.com/jsfa © 2018 Society of Chemical Industry J Sci Food Agric 2019; 99: 1055-1065

174



Resultados y Discusion

Influence of freezing on the bioaccessibility of beetroot

@)
SCI

WWW.SOCi.org

Table 1. Changes in moisture and acidity content of raw and frozen beetroots during in vitro digestion

Moisture content (g water/kg DM,) Acidity (g malic acid/kg DM,)
Digestion
time (min) RAW FN F80 F20 RAW FN F80 F20
0 6670 + 40c 6660 + 70c 6850 + 20b 6930 + 70a 790 + 20b 980 + 30a 550 + 60c 480 + 50c
0.5 6750 + 10 6790 + 40 6900 + 20 6950 + 30 760 + 10 1020 + 30 640 + 10 580+ 10
10 6860 + 20 6990 + 40 7100 + 30 7120 + 20 820 + 20 1090 + 10 680 + 20 730+ 90
20 6910 + 30 7060 + 80 7130+ 20 7150+ 10 940 + 30 1150 + 20 860 + 30 900 + 50
30 6920 + 30 7120 + 80 7170 + 30 7190 + 10 1030+ 10 1300 + 90 1170+ 10 1220 + 50
45 6950 + 40 7160 + 80 7190 + 10 7240 + 20 1220+ 10 1500 + 80 1320 + 60 1540 + 10
60 6990 + 40 7180 + 60 7240 + 20 7260 + 10 1430+ 10 1640 + 40 1500 + 30 1830 + 50
920 7030+ 10 7230 + 50 7250 + 20 7280+ 10 1500 + 10 1650 + 90 1620 + 30 1990 + 90
120 7040 + 20 7240 + 50 7280+ 10 7290 + 20 1450 + 20 1690 + 90 1740 + 90 2000 + 60
180 7080 + 30 7290 + 20 7300+ 10 7310+ 10 1440 + 20 1550 + 60 1720 + 50 1980 + 90
Different lowercase letters for the same parameter indicate significant differences between samples.
RAW, fresh beetroot; FN, frozen at —196 °C by immersion in liquid nitrogen; F80, frozen at —80 °C; F20, frozen at —20 °C.

(7100 + 700g water per gram DM). No significant differences
(P < 0.05) were observed among the initial moisture contents of
RAW and FN samples; the same behavior was observed by Dalmau
etal?® in frozen apples by immersion in liquid nitrogen. However,
initial moisture contents of F80 and F20 samples were significantly
higher (P < 0.05; 3.2 + 0.9% DM,) than that of the RAW beetroot.
This may be because the slower freezing at —20 and —80°C
causes the formation of large ice crystals. These ice crystals grow
at an extracellular level by drawing water from cells, resulting in
cellular dehydration and irreversible damage to cell structure and
texture.”> Marin et al.'’” observed that the moisture of mango sam-
ples frozen at —40 °C depended on the variety. For example, the
moisture of Palmer variety mangoes increased 1.5% in fresh weight
after freezing, whereas the moisture content of Davis-Haden
variety mangoes decreased 1.1% in fresh weight after freezing.

The moisture content increased in all samples after 180 min in
vitro gastric digestion by 6.1%, 9.1%, 9.3% and 9.4% DM, for RAW,
FN, F80 and F20 samples respectively. All of the frozen samples
after digestion had a similar moisture content without significant
differences between them. The largest changes in moisture took
place during the first 20 min of digestion (3.5%, 6.0%, 4.1% and
3.1% DM, for RAW, FN, F80 and F20 samples respectively). Frozen
samples exhibited a higher capacity to absorb water than the RAW
samples did. This could be due to water transport within the food
matrix being facilitated by the damage of the cellular structure
caused by freezing.?* Previous in vitro digestion studies have
also reported increases in food moisture content. For example,
Bornhorst et al.’ observed an increase of moisture content of 79
and 95% DM, in raw and roasted almonds after 120 min of in vitro
digestion. Dalmau et al.?° observed a moisture content increase of
10 = 1% DM, in frozen Granny Smith apples by immersion in liquid
nitrogen after 180 min of in vitro gastric digestion.

The initial acidity of RAW beetroots (790 + 2 gkg™' DM) was
similar to the values (700-900g malic acid/kg DM) previously
reported by Chandra et al3* for beetroot. Acidity of FN samples
was significantly higher (P < 0.05; 25% DM, increase), whereas it
was significantly lower (P < 0.05; 35 + 7% DM, decrease) in F80
and F20 samples, compared with RAW sample. This was probably
due to the damage of the cellular structure promoted by the
low freezing rates, promoting lixiviation of acids during thawing.
Similarincreases were observed in frozen mango (—40 °C) by Marin
etal”

The acidity of all samples significantly increased during in vitro
digestion, with the highest increases taking place during the first
60 min and values remaining almost constant from 60 to 180 min.
After 180 min of digestion, the acidity gains were of 83 + 1%,
97 +2%, 119 + 1% and 153 4% DM, in the RAW, FN, F80 and
F20 samples respectively. All frozen samples showed significantly
(P < 0.05) higher acidity gains during digestion compared with the
RAW samples. These results suggest that microstructural changes
during freezing, thawing and digestion promoted the damage
of cell walls, resulting in different rates of acid uptake. The F20
samples had the largest increase in acidity during in vitro gastric
digestion compared with the other beetroot samples. This could
be due to the slower freezing rate, which promoted the formation
of larger crystals. These crystals may have caused more damage
to the cellular structure and facilitated the solute-water transport.
The results obtained in this study are contrary to those obtained by
Dalmau et al.,*® who observed that the acidity of raw and ‘Granny
Smith’ apples frozen by liquid nitrogen decreased significantly
during in vitro digestion. The decreases in acidity during digestion
observed in this previous study were hypothesized to be caused by
the greater acidity of raw apples before digestion (510 + 20 g kg™’
malic acid), which may have been higher than the acidity of
the gastric juice. However, the acidity of raw beetroots before
digestion only was of 790 + 20 g kg~' malic acid (DM), which was
significantly lower than the acidity of gastric juice, resulting in acid
uptake into the beetroot sample when immersed in gastric juice.
However, Mennah-Govela and Bornhorst3 saw increases in acidity,
like in this study, of gastric juice from digestion on sweet potatoes.

Bioaccessibility of bioactive compounds

In order to evaluate the bioaccessibility of bioactive compounds
during in vitro gastric digestion of beetroot samples, TPC and AA
were measured at different times during the experiments in both
the food and the gastric juice.

Figure 2 shows the bioaccessibility of TPC (Fig.2(A)) and AA
(ABTS method in Fig. 2(B), CUPRAC method in Fig. 2(C), and FRAP
method in Fig. 2(D)) of RAW and frozen beetroots matrix during
180 min of in vitro gastric digestion. The equilibrium values (after
24 h of in vitro gastric digestion) for each sample are shown in
Table 2.

The same initial TPC in RAW samples (4.2 + 0.2 g GAE/kg DM)
was previously reported for B. vulgaris beetroots by Kujala et al.>®
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Figure 2. Bioaccessibility. Release of (A) total polyphenol content (TPC) and (B-D) antioxidant activity (AA) from the raw and frozen beetroot samples
during in vitro gastric digestion. ABTS, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); FRAP, ferric reducing antioxidant power; CUPRAC, cupric

reducing antioxidant capacity.

The frozen samples had, on average, a 38 + 6% decrease in initial
TPC compared with the RAW samples (P < 0.05). Similar decreases
in TPC in other frozen agricultural products have been observed
in previous studies. A 48% decrease in TPC was observed in
frozen ‘Fuji’ apples by Loncaric etal® Similarly, Dalmau et al.?®
observed TPC losses (46%) in ‘Granny Smith’ apples frozen by
immersion in liquid nitrogen. However, Ninfali and Bacchiocca®
observed higher TPC losses (69%) in frozen (—18°C) beetroot
greens than those observed in the present study for frozen
beetroot.

Not only was the initial TPC of frozen beetroot samples lower
than that of the RAW samples, but also the frozen beetroot samples
exhibited greater decreases in TPC (58.3 + 0.4%, 48.9 + 0.6% and
56.3 + 0.8%in FN, F80 and F20 samples respectively) than the RAW
sample (46.6 + 0.2%) after 180 min of in vitro gastric digestion. The
equilibrium (after 24 h) values of TPC (Table 2) were significantly
lower in frozen samples than in the RAW samples. The FN samples
had the lowest value (0.95g GAE/kg DM) compared with raw
beetroots (2.20 g GAE/kg DM). Similar decreases in TPC (of 44.6%)

were reported by Bouayed etal® in ‘Jonaprinz’ apples during
60 min of in vitro gastric digestion. Similarly, Kamiloglu et al.®
observed a 65% TPC decrease in black carrots after 120 min of
in vitro gastric digestion. Chen etal3® observed that the TPC
significantly decreased in 25 of the 33 fruits examined (8-73%
decrease) during in vitro gastric digestion, including apple, orange
and sugar cane. Dalmau et al.?® observed a 32 + 3% and 58 + 4%
decrease in the TPC of ‘Granny Smith’ apples that were raw and
frozen with liquid nitrogen respectively after 180 min of in vitro
gastric digestion.

Three methods were used to evaluate the AA of both the
beetroot samples and the gastric juice: ABTS, CUPRAC and
FRAP analyses. The selection of different methods allows a bet-
ter understanding of the wide variety and range of action of
antioxidant compounds present in beetroots.. The average val-
ues for the AA of RAW beetroot were of 12.4 + 0.9 g Trolox/kg
DM, 255+09g Trolox’kg DM and 12.1+0.8g Trolox/kg
DM as measured by the ABTS, CUPRAC and FRAP methods
respectively.
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Table 2. Bioaccessibility. Release of total polyphenol content and antioxidant activity (ABTS, CUPRAC and FRAP) from raw and frozen beetroot
samples during in vitro gastric digestion. The equilibrium values C.* were measured experimentally as the value after 24 h in vitro gastric digestion.
The identified parameters of the Weibull model and the corresponding confidence interval (Cl) and standard error (SE) associated with each parameter
were determined using Matlab and the mean relative error (MRE) calculated by comparing experimental and predicted values

Ceq® ax 103 (s) Cl(s) SE p a SE MRE
Total polyphenol content
RAW 2.20 +0.02a 1.394 [1.114,1.673] 0.121 0.536 [0.430,0.643] 0.046 1.9
FN 0.95 + 0.08c 1.693 [1.323,2.063] 0.160 0.658 [0.484,0.832] 0.075 2.6
F80 1.24 +0.07b 2.991 [2.693,3.288] 0.129 1.057 [0.886, 1.229] 0.074 1.8
F20 1.19+0.01b 3.099 [2.849,3.349] 0.109 0.934 [0.821,1.048] 0.049 13
Antioxidant activity
ABTS
RAW 4.46 +0.18a 4.340 [3.618,5.063] 0.313 0.351 [0.301,0.402] 0.022 1.5
FN 1.31+0.11d 1.366 [0.964,1.767] 0.174 0.652 [0.429,0.876] 0.097 6.8
F80 1.59+0.11c 3.572 [2.900, 4.244] 0.291 0.565 [0.442,0.688] 0.053 3.7
F20 2.83+0.02b 1.650 [1.117,2.183] 0.231 0.600 [0.383,0.817] 0.094 4.6
CUPRAC
RAW 4.24 +0.18a 7.257 [5.620, 8.894] 0.710 0.561 [0.438,0.684] 0.053 3.9
FN 1.84+0.12d 2.017 [1.660,2.374] 0.155 0.439 [0.365,0.513] 0.032 3.4
F80 2.10+0.01c 5.179 [4.144,6.215] 0.449 0.447 [0.362,0.533] 0.037 2.8
F20 3.12+0.11b 2.870 [2.722,3.018] 0.064 0.965 [0.888,1.042] 0.033 1.4
FRAP
RAW 533+0.21a 2.406 [2.090,2.722] 0.137 0.708 [0.587,0.829] 0.053 2.0
FN 1.06 + 0.08¢ 2.637 [2.094,3.180] 0.236 0.861 [0.602,1.120] 0.112 4.3
F80 2.15+0.11b 1.104 [0.915,1.292] 0.082 0.565 [0.471,0.659] 0.041 2.8
F20 0.76 + 0.03d 4.477 [3.979,4.975] 0.216 0.726 [0.623,0.829] 0.045 3.7
For each analytical method different lowercase letters indicate significant differences between different samples.
RAW, fresh beetroot; FN, frozen at —196°C by immersion in liquid nitrogen; F80, frozen at —80°C; F20, frozen at —20°C; ABTS,
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); FRAP, ferric reducing antioxidant power; CUPRAC, cupric reducing antioxidant capacity.
@ Units: g GAE/kg DM, for total polyphenol content; g Trolox/kg DM, for antioxidant activity.

Figure 2(B-D) shows changes in the antioxidant bioaccessibility
(ABTS, CUPRAC and FRAP assays respectively) in raw and frozen
beetroot samples during in vitro digestion.

Before in vitro digestion, RAW beetroots had the highest AA
values. Owing to freezing, FN samples exhibited higher (P < 0.05)
AA decreases (~40% by the ABTS method, ~72% by the CUPRAC
method and ~66% by the FRAP method), compared with the RAW
samples. FN samples also had a greater decrease than the samples
frozen at higher temperatures (F80 and F20 samples; ~33% by
the ABTS method, ~67% by the CUPRAC method and ~44% by
the FRAP method respectively). Loncaric et al’” obtained similar
results for frozen ‘Fuji’ apples (60% loss according to the ABTS
method). Moreover, Dalmau et al.?° obtained similar results for the
AA for ‘Granny Smith’ apples samples frozen with liquid nitrogen
with the ABTS, CUPRAC and FRAP methods (54%, 57% and 40%
decrease respectively).

The RAW beetroot sample had the smallest decrease in AA
during in vitro gastric digestion (53 + 1%), whereas the FN sample
had the greatest AA decrease (73 + 8%) after 180 min of digestion.
The F20 and F80 samples exhibited similar AA decreases during
in vitro digestion, except when AA was measured by using the
FRAP method (Fig. 2(B-D)). These trends indicate that all freezing
treatments altered the cellular structure such that the freezing
beetroot lost greater amounts of polyphenols and antioxidant
compounds during in vitro gastric digestion. However, the frozen
samples had lower initial antioxidant contents than the RAW
samples, which may have also influenced the rate of release during
digestion.

In order to evaluate whether the losses in bioactive compounds
observed in the beetroot samples during in vitro digestion were
due to their release to the gastric juice or due to their degradation
during in vitro gastric digestion, the TPC and AA (ABTS, CUPRAC
and FRAP methods) were also measured in the gastric juice at
different times during the in vitro gastric digestion of raw and
frozen samples (Fig. 3). Figure 3(A) shows the TPC of the gastric
juice during in vitro digestion of beetroot samples. Although the
final TPC of gastric juice from all of the samples after 3 h was similar,
(average of 0.16 + 0.01 g GAE/L), the release rates were different
(Fig. 3(A)). Gastric juice from RAW, FN and F20 sample digestion
exhibited the lowest increases in TPC during the in vitro gastric
digestion (102 + 5%), whereas the F80 sample had the highest
(111%) among the processed samples. The equilibrium content of
TPC (after 24 h of in vitro gastric digestion) was not significantly
different between all treatments. Figure 3(B-D) shows the AA
(ABTS, CUPRAC and FRAP assays respectively) in the gastric juice
from during in vitro digestion of beetroot samples. Gastric juice of
all samples exhibited a similar increase in AA during the in vitro
gastric digestion (100 + 4%).

By comparing Figs 2 and 3, it can be seen that the percentages
of TPC and AA gain in gastric juice after 180 min of in vitro diges-
tion were higher than the TPC and AA losses from the raw and
frozen samples, especially in the RAW sample. For example, the
gain of TPC in gastric juice from the F80 sample after 180 min
of in vitro digestion was 111%. However, this sample lost 49%
of TPC from beetroot cubes after 180 min of in vitro digestion.
These TPC and AA increases in gastric juice after in vitro digestion
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Figure 3. Uptake of (A) total polyphenol content (TPC) and (B-D) antioxidant activity (AA) in the gastric juice from raw and frozen beetroot samples during
in vitro gastric digestion. ABTS, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); FRAP, ferric reducing antioxidant power; CUPRAC, cupric reducing

antioxidant capacity.

could be due to the degradation of molecules with no original
AA, present in the food matrix, to smaller molecules with AA.
Wootton-Beard and Ryan*® pointed out that the pH of a sub-
stance is known to affect racemization of molecules, possibly cre-
ating two chiral enantiomers with different biological reactivity.
Fazzari etal*' indicated that the moderate increase in the total
phenolics and a slight increase in anthocyanins in frozen sweet
cherries following pepsin digestion were possible because pepsin
released phenolic compounds from the cherry fruit matrix. Fur-
thermore, Rodriguez-Roque et al.*? indicated that the low pH and
the enzyme action of gastric digestion could hydrolyze phenolic
compounds bound to proteins and carbohydrates from orange,
kiwi and pineapple juice, increasing the concentration of pheno-
lic compounds after digestion. There is also the suggestion that,
depending on the structural changes that occur during diges-
tion, the resulting metabolites may react differently across differ-
ent assays. The release of certain antioxidant components from
food constituents with no original AA, such as amino acids, sugars
and uronic acids, may increase the values of certain total antiox-
idant capacity assays, leading to overestimated results if the AA
of a specific compound is compared before and after digestion.*®
Also, it has been previously reported that polyphenols and other
food constituents, such as glucids, amino acids and proteins in

aqueous solutions, may produce a positive result in ORAC and
Trolox equivalent antioxidant capacity assays.**

Mass transfer kinetics

A Weibull model was used to mathematically describe the bioac-
cessibility kinetics for both the release of TPC and AA from the
beetroot matrix and their uptake by the gastric juice during in
vitro digestion. By using the experimental results obtained at dif-
ferent digestion times, the a and f parameters of the Weibull
model were identified for each measured quantity in each sam-
ple, and the corresponding Cls and the SE were estimated. Also,
the MRE (Eqn. (3)) was calculated by comparing experimental and
predicted values. Tables 2 (measurements carried out on the food
matrix) and 3 (measurements carried out on the gastric juice) show
these results. The simulated curves by using the Weibull model are
also presented together with the experimental data for all samples
in Figs 2 and 3 by dashed lines.

The MREs obtained (Tables 2 and 3) were similar or lower than
5% in most of the cases. From these results (Tables 2 and 3), and the
comparison with the experimental results shown in Figs. 2 and 3, it
can be concluded that the proposed model successfully simulated
the bioaccessibility kinetics of the different measured quantities in
raw and frozen beetroots during in vitro gastric digestion. Dalmau
etal?® also simulated satisfactorily the mass transfer kinetics of
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Table 3. Uptake of total polyphenol content and antioxidant activity (ABTS, CUPRAC and FRAP) in the gastric juice during in vitro digestion. The
equilibrium values C.,® were measured experimentally as the value after 24 h in vitro gastric digestion. The identified parameters of the Weibull
model and the corresponding confidence interval (Cl) and standard error (SE) associated with each parameter were determined using Matlab and the
mean relative error (MRE) calculated by comparing experimental and predicted values

Ceq? ax 103 (s) Cl(s) SE p a SE MRE
Total polyphenol content
RAW 0.16 +£0.02a 2.363 [2.213,2.494] 0.061 1.424 [1.246,1.602] 0.077 2.6
FN 0.15 £ 0.02a 0.784 [0.512,1.057] 0.118 0.639 [0.416,0.863] 0.097 4.5
F80 0.16 £ 0.01a 1.233 [0.904,1.561] 0.143 0.867 [0.516,1.218] 0.152 7.0
F20 0.15+0.02a 0.652 [0.484,0.821] 0.073 0.819 [0.550, 1.088] 0.117 37
Antioxidant activity
ABTS
RAW 0.96 + 0.02b 2.510 [2.082,2.937] 0.185 0.913 [0.677,1.150] 0.103 8.6
FN 1.08 +0.09b 0.689 [0.436,0.942] 0.110 0.714 [0.427,1.002] 0.125 5.1
F80 1.32 +0.08a 0.644 [0.396,0.892] 0.108 0.692 [0.417,0.967] 0.119 43
F20 1.35+0.11a 0.696 [0.527,0.865] 0.073 0.865 [0.573,1.157] 0.127 4.2
CUPRAC
RAW 1.69+0.17a 2.702 [2.519,2.885] 0.079 0.861 [0.776,0.946] 0.037 3.7
FN 1.34 +0.08b 1.424 [1.047,1.801] 0.163 0.618 [0.436,0.801] 0.079 5.4
F80 1.40 + 0.04b 1.622 [1.496,1.748] 0.055 0.789 [0.703,0.875] 0.037 1.6
F20 1.67 +0.10a 1.320 [1.162,1.477] 0.068 0.863 [0.707,1.019] 0.068 3.2
FRAP
RAW 1.39+0.07b 1.189 [1.033,1.486] 0.098 1.393 [0.982,1.471] 0.063 4.7
FN 1.58 + 0.04a 0.993 [0.910,1.076] 0.036 1.033 [0.879,1.187] 0.067 2.3
F80 1.66 +0.10a 0.895 [0.733,1.057] 0.070 0.804 [0.607,1.000] 0.085 33
F20 1.43 +0.16ab 1.086 [0.882,1.290] 0.089 0.867 [0.621,1.113] 0.107 49
2 Units: g GAE/L for total polyphenol content; mg Trolox/mL for antioxidant activity.
For each analytical method different lowercase letters indicate significant differences between different samples.
RAW, fresh beetroot; FN, frozen at —196°C by immersion in liquid nitrogen; F80, frozen at —80°C; F20, frozen at —20°C; ABTS,
2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid); FRAP, ferric reducing antioxidant power; CUPRAC, cupric reducing antioxidant capacity.

the different compounds (moisture content, soluble solids content
and acidity) by using the Weibull model for raw and processed
apples during in vitro gastric digestion.

Itcan be seen in Table 2 that the highest C,, figure was observed
in the RAW sample in TPC and AA. Dalmau etal?® observed
similar results in AA, measured using the ABTS, CUPRAC and FRAP
methods, in raw and frozen by liquid nitrogen apple samples after
180 min of in vitro digestion.

It can be seen in Table 2 that the « parameter for TPC release
increased 21%, 115% and 122% in FN, F80 and F20 samples
respectively compared with the value for the RAW sample. This
indicates a decrease in the rate of change of TPC for the F80 and
F20 samples, and a slight decrease in FN samples. The § parameter
was closer to 1 for TPC loss kinetics in the F80 and F20 samples, and
lower for the RAW and FN samples. Two groups of TPC loss kinetics
were observed with no significant differences in the identified
values for & and g, one for the RAW and FN samples, and the other
one for the F80 and F20 samples. In each group, there were only
differences in the C, values for the different treatments.

Although the Weibull model also allowed the satisfactory simula-
tion of the AA change determined according to the three analytical
methods, extracting clear conclusions seems to be difficult. How-
ever, the a parameter clearly decreased in frozen samples, specially
in the FN and F20 samples (~66%), compared with the RAW sam-
ple, when the ABTS and CUPRAC methods were used to evaluate
the AA, which means a faster rate of change in these samples.

The identified § parameter for AA mass transfer kinetics was <1
in all cases, indicating convexity in the change curves and thus a

decreasing rate of change over time. However, the f parameter
was higher when samples were frozen according to the ABTS
method, but only increased in the F20 sample according to the
CUPRAC method. In the rest of the cases, the differences with
those figures for the RAW sample were smaller. These different
values in the f parameter may indicate that, although graphical
trends are similar, the fundamental mechanisms of mass transport
of antioxidant compounds out of beetroot samples may have been
modified during freezing.

With regard to the identified figures for the Weibull model
parameters for kinetics of TPC increases in the gastric juice, a for
the RAW samples was significantly higher than those for extraction
from the frozen samples (FN, F80 and F20 samples), which means
that freezing promoted faster TPC transfer from samples to the
gastric juice. On the other hand, the f parameter was >1 for the
extraction rate of TPC on gastric juice from the RAW sample but
<1 for the rest of the samples. This could be explained by the fact
that the original cellular structure of the RAW sample prevents
TPC extraction; thus, the extent of the effects of the gastric juice
components in modifying the structure to facilitate the release
increased with time. In frozen samples, the TPC extraction rate was
high from the beginning of the gastric digestion probably because
the original structure of the food matrix was already altered.

Results of AA in gastric juice during in vitro digestion fol-
lowed similar trends to those observed for TPC. It can be seen
in Fig. 3(B-D) that antioxidant release from the frozen samples
(FN, F80 and F20) was faster and higher than from the RAW sam-
ples. These trends are also shown by lower « figures and higher
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equilibrium values (Table 3). These results further confirm the
aforementioned finding that freezing of beetroots promoted the
extraction of polyphenols and antioxidant compounds from the
beetroot matrix during in vitro gastric digestion.

CONCLUSIONS

Freezing modified the microstructure and initial composition of
frozen beetroots compared with RAW beetroots. Microstructural
analyses indicated significant cellular damage as a result of freez-
ing and of in vitro gastric digestion. These structural modifications
resulted in behavioral changes in beetroots during in vitro gastric
digestion. In general, frozen beetroots showed higher moisture
and acidity content increases than RAW beetroots did during in
vitro gastric digestion. Although freezing promoted decreases in
total polyphenol content and AA in beetroots before in vitro gas-
tric digestion, frozen beetroots showed higher release and better
bioaccessibility of bioactive compounds (TPC and AA). However,
the TPC and AA increases in gastric juice were higher than the cor-
responding decreases in beetroot during in vitro digestion. More-
over, it was observed that, after freezing by immersion in liquid
nitrogen, samples had a greater loss of phenolic compounds and
a higher gain of these compounds in gastric juice. From the treat-
ments tested in this study, freezing with liquid nitrogen resulted
in the greatest increase in bioavailability of the antioxidant and
phenolic compounds of beetroots. Furthermore, it was found that
the Weibull model was able to describe the mass transfer process
occurring during in vitro digestion, both of the antioxidant com-
pounds leaving the beetroot matrix and of the uptake of these
compounds into the gastric juice. Weibull model parameters were
utilized to compare the rates of release/uptake of antioxidant and
phenolic compounds from beetroots, and it was observed that
freezing increased the bioaccessibility of antioxidant and phenolic
compounds during in vitro gastric digestion.
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Drying may alter the microstructure of vegetables and influence the release of bioactive compounds
during digestion. The effects of convective drying (at 60 °C and 2 m s™; CD) and freeze-drying (at =50 °C
and 30 Pa; FD) on the microstructure (evaluated using scanning electron microscopy (SEM) and image
analyses with ImageJ software) of beetroot and the kinetics of biocompound release (total polyphenol
content (TPC) and antioxidant activity (AA)) during 180 min of in vitro gastric digestion have been studied.
Raw beetroot was used as the control. Drying promoted the collapse of cell walls causing volume shrink-
age that resulted in a greater cell number per area unit; meanwhile in vitro digestion caused cell structure
disruption, which resulted in a lower cell number per area unit. Drying promoted decreases of TPC (42%
in CD and 29% in FD) and AA (66% in CD and 63% in FD) of beetroot. However, release of TPC and AA
from dried samples during digestion was 82% (CD) and 76 (FD) % higher than from the raw sample. The
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DOI: 10.1039/c8fo02421a Weibull model allowed the satisfactory modelling of the TPC and AA release kinetics (mean relative error

Published on 11 April 2019. Downloaded by Llibreria Campus on 6/13/2019 11:18:21 AM.

rsc.li/food-function of simulation lower than 8.5%).

1. Introduction

Beetroot is a cultivated form of Beta vulgaris subsp. vulgaris
(conditiva) and describes a number of varieties of edible tap-
roots that are grown throughout America, Europe, and Asia.!
In recent years, the root vegetable Beta vuligaris L. has attracted
significant attention as a health-promoting functional food
product.” This scientific interest has arisen because of the
composition of its various nutrients. Beetroot is rich in valu-
able active compounds such as carotenoids, betalains, poly-
phenols and flavonoids, and saponins.*” The high concen-
tration of antioxidant substances called betalains has ben-
eficial effects on human health, including stimulation of the
immune and hematopoietic systems, and anti-inflammatory,
antitumor, and hepatoprotective properties.®

Beetroot is a seasonal product; thus, drying is an alternative
for consumption during the off-season. Drying is one of the
most widely used methods for food preservation, its main
objective being to remove water from food in order to prevent
microbial spoilage and deterioration reactions.” Moreover,
smaller spaces are needed for storage and lighter weight for

Department of Chemistry, University of the Balearic Islands, Ctra. Valldemossa km.
7.5, 07122 Palma de Mallorca, Spain. E-mail: susana.simal@uib.es;
Tel: +34 971 172 757

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019

transportation. The drying method applied may affect the
colour, shape, structure, and nutritional and nutraceutical
components in various ways, therefore, it is very important to
find an optimal drying temperature and rational heat dosage.®

Convective and freeze-drying are two methods among the
several that exist. On the one hand, convective drying is the
most common drying method, which consists of removing
water with air, via simultaneous heat, mass and momentum
transfer. The required heat is conducted to the food by a
stream of air. The energy is transferred to the surface of the
product by convection and from there, enters by different
mechanisms, depending on the product structure. This heat
flux causes a product temperature increase and water
evaporation.”'® Convective drying can have a negative impact
on the physico-chemical properties of vegetables. On the
other hand, freeze-drying is one of the most preferred drying
techniques for high-quality products, partially because of its
ability to yield highly porous microstructures that contribute
to the high rehydration capacity of the freeze-dried foods.'" In
freeze-drying, food is initially frozen to induce water crystalliza-
tion and it is subsequently dehydrated by sublimation of the
ice and desorption of the unfrozen water. It is also known that
freeze-drying demands significant energy consumption.

The quality of the dried products is usually characterized by
their flavor, aroma and nutrient retention as well as cellular
structure, texture and reconstitution properties. To see the
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effect of processing on the cellular structure of food generally
requires microscopic examination. The light microscope is the
principal tool, but confocal microscopy, electron microscopy,
atomic force microscopy, magnetic resonance or computer
tomographic imaging, among other methods, can be also used
for different purposes. The image that these techniques gene-
rate is usually digitized and analyzed using computer techno-
logy. Measurement of the image characteristics to obtain
microstructural information can be efficiently carried out
using different analysis techniques. Among the different types
of image texture analysis, that of statistical texture is one of
the most widely used in the food industry for its high accuracy
and shorter computation time. This methodology analyzes the
gray spatial distribution and derives a set of statistics from the
distributions of local characteristics."?

On the other hand, in vitro digestion could be used to
assess the effect of processing on the release of nutrients.
In vitro digestion assays simulate the physiological conditions
of digestion in vivo and are useful tools for studying and
understanding changes, interactions, as well as the bioaccessi-
bility of nutrients."® Paustenbach (2000) defined the bioacces-
sibility of a substance as the fraction that is soluble in the gas-
trointestinal environment and is available for absorption.'* The
application of in vitro simulated digestion has demonstrated
that food components or food matrices have different effects on
bioactive compounds, and, in some cases, only a minor fraction
of the total quantity of these compounds in foods is potentially
bioaccessible.””'® In the present study, the release of com-
pounds during the gastric phase will be evaluated.

Thus, the objective of this study was to evaluate the effects
of two different drying methods (convective and freeze-drying)
on the cellular matrix of beetroot (Beta vulgaris) and on the
release of its bioactive compounds during in vitro gastric
digestion.

2. Materials and methods
2.1. Samples

Beetroot (Beta vulgaris var. conditiva) was purchased from a
local supermarket (initial moisture content of 6.67 + 0.04 g g
dm and total soluble solids of 10.8 + 0.4° Brix). It was stored at
4 °C for a maximum of one week before processing. Cubes
were cut (0.01 m edge) from the central parts of the beetroot
tissue, not including the peel, and immediately processed.

2.2. Convective-drying- and freeze-drying processes

Convective drying (CD) was carried out in a laboratory-scale
hot air dryer previously described,'” operating at 60 °C with an
air velocity of 2 m s™'. Samples were dried to a final moisture
content of 0.17 + 0.03 g water per g dm.

Freeze-drying (FD) of the cubes was carried out in a freeze-
drier (Telstar LyoQuest, Barcelona) operating at —50 °C and a
vacuum pressure of 30 Pa, to a final moisture content of 0.07 +
0.01 g water per g dm.
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Before in vitro digestion, CD and FD samples were rehy-
drated by immersion in distilled water (25 : 100 (g beetroot per
ml water)) at 37 °C until they reached a final moisture content
similar to that of the raw samples (6.67 + 0.04 g g~' dm)
(approx. 90 and 80 min, respectively).

2.3. Invitro digestion procedure

The beetroot samples were digested following the in vitro
gastric digestion method reported by Bornhorst and Singh.'®
Briefly, simulated saliva was prepared with 1.000 g 17" mucin,
2.000 g 17" a-amylase (1500 U ml™"), 0.117 g 1" NaCl, 0.149 g
17" KCl and 2.100 g I"" NaHCOj; solution at pH 7.0. Simulated
gastric juice was prepared with 1.000 g 17" pepsin (25000
U ml™), 1.500 g I"! mucin, and 8.780 g 1" NaCl, mixed in de-
ionized water at a pH of 1.8-2.0. All solutions were prepared
daily.

The beetroot cubes (ca. 200 g) were mixed with 80 ml of
simulated saliva for 30 s, followed by immersion in 800 ml of
simulated gastric juice previously heated to 37 °C.'* The
mixture was incubated in a shaking water bath (Unitronic 320
OR, Selecta, Spain) at 37 °C and 100 rpm for up to 3 h.
Sequential samples were taken initially (no digestion), 30 s
after mixing with saliva, and after 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120,
180 min and then 24 h of gastric digestion, in triplicate,
assessing moisture, acidity, total polyphenol content (TPC)
and antioxidant activity (AA); and also, initially (no digestion)
and after 180 min of gastric digestion, for microstructural ana-
lyses. Sequential samples of gastric juice were taken in tripli-
cate, after 10, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 180 min and 24 h of
gastric digestion for total polyphenol content (TPC) and anti-
oxidant activity (AA) analyses.

All digestion experiments were performed at least in tripli-
cate, and results were expressed on an initial dry matter basis
(dm,) to better compare the different samples.

2.4. Microstructural analyses

2.4.1. Scanning electron microscopy (SEM). Cell walls of
raw and dried beetroot before (CD and FD samples) and after
(raw180, CD180 and FD180) 180 min of in vitro gastric diges-
tion were observed using scanning electron microscopy (SEM).
For SEM observation, samples were soaked in liquid nitrogen
in order to be cut with a sharp razor blade and freeze-dried.
Gold coating was performed using a Bio-Rad E-5400 sputter
coater (Polaron, UK) (10™* mbar, 20 mA, 80 s). Samples were
then observed in an S-3400N Hitachi SEM (Germany), acceler-
ated at 15 kV and under a vacuum pressure of 40 Pa.

2.4.2. Image analysis. Scanning electron microscope photo-
graphs were analyzed using an automatic image processing
method with Image] 2.0.0 software (Creative Commons
license). The images were calibrated by the application “Set
scale” of the same software. Subsequently, the images were
transformed to a binary image. Finally, the images were ana-
lyzed with the application “Analyze particles” of the software."’
To establish a representative structural analysis, fifteen scan-
ning electron microscope photographs of each sample were
analyzed.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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The percentile profile of cell areas and the cell number per
unit of tissue surface of each sample were calculated using the
“pretile” function of Matlab 2017b software (The Mathworks
Inc., USA).

2.5. Chemical analyses

The moisture content of all beetroot samples was determined
according to the AOAC official method no. 934.06 (AOAC, 1997)
and expressed in g water per g initial dry matter (dm,). The
acidity of the samples was determined according to the AOAC
official method no. 942.15 (AOAC, 1998) and expressed in
malic acid equivalent/100 g of initial dry matter (dm,).

To determine the total polyphenol content (TPC) and the
antioxidant activity (AA), methanol extracts from the samples
were prepared according to the methodology described by Eim
et al”*® with minor modifications. Samples were accurately
weighed (~2.0 g), and 20 ml of methanol (MeOH) extraction
solvent was added. The mixtures were homogenized using an
Ultra-Turrax homogenizer (T25 Digital, IKA, Germany) at
13 000 rpm for 1 min at 4 °C, and the solutions were refriger-
ated overnight. They were centrifuged at 2700g for 10 min fol-
lowed by filtration, and then refrigerated at 4 °C until analysis.
Gastric juice samples were analyzed directly without further
extraction.

Total polyphenol content (TPC) was determined by means
of the Folin-Ciocalteu assay according to Eim et al>
Antioxidant activity (AA) was determined using the ABTS
(radical cation scavenging activity), FRAP (ferric reducing anti-
oxidant power assay), and CUPRAC (cupric reducing anti-
oxidant capacity) assays according to Gonzalez-Centeno et al.>'
In all assays, absorbance measurements were carried out at
25 °C in an UV/Vis/NIR spectrophotometer (MultiSkan
Spectrum, Thermo Scientific, Finland) and correlated with
standard curves. TPC was expressed as mg gallic acid equi-
valent (GAE) per g initial dry matter (dm,) and AA was
expressed as mg Trolox per g initial dry matter (dm,) for beet-
root.”” The dimensionless release (y) of TPC and AA from beet-
root cubes has been defined as indicated in eqn (1), and the
dimensionless release measured in gastric juice (6), is indi-
cated in eqn (2); both are presented as a percentage.

Co — Cj
— X

0

100 (1)

9= 9 100 (2)
max
where C, is the initial concentration, C; is the concentration at
time 7 and Cp,ax is the maximum concentration released from
the beetroot to the gastric juice (experimentally measured after
24 h of gastric digestion). All the analyses were performed in
triplicate on samples from each digestion.

2.6. Mathematical model

Changes in total polyphenol content and antioxidant activity
(ABTS, FRAP, and CUPRAC assays) at different times during

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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in vitro digestion in both the beetroot matrix and the gastric
juice were analyzed and fitted to the Weibull model (eqn (3)).

Ci—Cey _ [-&]

3
Co—Ceq (3)

The equilibrium release, represented by C.q,. was assumed
to be equal to the experimental value after 24 h of in vitro
digestion.”" The fitting parameters of the model were a and 4.
The a parameter can be related to the inverse of the change
rate. As such, a lower a indicates a faster rate of change. The
shape parameter f represents a behavior index of the material
during the process.”® When f is equal to 1, the model corres-
ponds to a first-order kinetic with a constant input rate.>°
However, when f has a value above or below 1, this parameter
denotes the concavity (increasing change rate over time) or
convexity (decreasing change rate over time) of the curve,
respectively.

2.7. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using R 3.1.0 software.
Results are presented as mean values with their corresponding
standard deviations. Parametric ANOVA and Tukey’s tests were
used to evaluate the existence of significant differences among
samples (moisture content, TPC and results from image ana-
lysis). These statistical analyses were replaced by the Kruskal-
Wallis and pairwise-Wilcox (BH corrected) tests, when data
were not normally distributed and/or showed heterogeneity of
variances (AA measured using the ABTS, CUPRAC and FRAP
methods). Differences at p < 0.05 were considered significant.

The identification of the Weibull model parameters « and f
was carried out using the ‘fitnlm’ function of the optimization
toolbox of MATLAB R2017 (The MathWorks Inc., USA), which
estimates the coefficients of a nonlinear regression function
and the residuals using the least number of squares. To deter-
mine the 95% confidence intervals (CI) and the standard error
of the estimated parameters (SE), the ‘coefCI’ function and the
covariance matrix were used, respectively. To statistically evalu-
ate the accuracy of the proposed mathematical model and its
capacity to simulate the experimental results and predict vari-
ations within the system, the mean relative error (MRE)
(eqn (4)) was estimated by the comparison of experimental
and simulated data. The lower the MRE, the better the fit pro-
vided by the model.**

MRE =

LNV
n

where Ve, and Vg are the experimental and calculated
values and 7 is the number of experimental data.

% 100 (4)
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3. Results and discussion gastric digestion are shown in Fig. 1. Fig. 1a,; shows the micro-

structure of the raw sample prior to in vitro gastric digestion.
Raw samples are composed of almost isodiametrical and poly-
hedral cells with few intercellular spaces, as was previously

3.1.1. Microstructural images (SEM). The images of raw observed by Nayak et al.>® After 180 min of digestion (Fig. 1a,)
and processed samples before and after 180 min of in vitro a significant cell lysis was observed, resulting in a smaller

3.1. Changes in food matrix structure during in vitro gastric
digestion

i uv.\;» | y
AR <o BBN

UIB 10.0kV x50 SE 7/19/2016 Y ; UIB 10.0kV x50 SE 7/19/2016

UIB 10.0kV x50 SE 7/19/2016

Fig. 1 SEM images of beetroot samples: a-Raw, b-CD and c-FD. 1-Before in vitro gastric digestion. 2-After 180 min of in vitro gastric digestion.
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number of cells per unit area along with increases in the inter-
cellular space between remaining cells. Carnachan et al.*®
studied the microstructure of kiwi pulp after in vitro gastric
digestion for 30 min, followed by in vitro intestinal digestion
by stirring for 120 min. Similar to the current study, these
authors observed an increase in the intercellular space after
in vitro digestion.

Cell walls act as the main natural structural physical bar-
riers governing biocompound release. Pectin composition and
the presence of other polysaccharides in the cell wall influence
the bioaccessibility of biocompounds by interacting differently
with the target compounds.””*® Moreover, a strong correlation
between the physical state of the chromoplast substructures
and the efficiency of biocompound release during digestion
were found in previous studies.>! It has been observed*>~**
that drying may alter the microstructure of fruits and veg-
etables by breaking or/weakening the cell walls, and therefore,
modifying the release of biocompounds during digestion.

Cells exhibited shrinkage after convective drying, as can be
observed in Fig. 1b,, resulting in a disruption of the cellular
structure. Several authors'>'” have agreed that during convec-
tive drying, one of the most important phenomena is cell
shrinkage, which leads to a major modification of the product
structure and allows the release of water. Smith et al’
observed that convective drying caused cell rupture and dis-
location resulting in a denser food porosity. This can be seen
in Fig. 1b,, after in vitro gastric digestion, where the open
pores on the surface of the structure have been eliminated and
many of the interior cell walls ruptured. Fig. 1c; shows the
microstructure of the FD sample before in vitro digestion. A
certain disruption and shrinkage of the cell structure was
observed, although to a lesser extent than in convective drying.
This effect was also observed in freeze-dried Red Fuji apple by
Huang et al.*>® and in freeze-dried Idared apple by Lewicki and
Pawlak.®” Also, Smith et al.>® observed that freeze-dried carrots
shrank very little but had visible surface cracks and loss of
color. An increase in the destruction of cell-wall material can
be observed as a result of the in vitro gastric digestion process
(Fig. 1c,). Changes resulted in an almost complete elimination
of the initial porous structure seen in undigested raw beetroot.
A similar result was observed by Dalmau et al.*® in freeze-dried
Granny Smith apples after 180 min of in vitro gastric digestion,
when changes during digestion eliminated most of the pore
structure observed in undigested raw apple.

Overall, microstructural changes were observed as a result
of both drying and in vitro gastric digestion compared to the
undigested raw beetroot microstructure. Compared to raw
beetroot, CD beetroot exhibited the greatest changes, both
before and after digestion.

3.1.2. Image analysis. Using the previously described
method, the scanning electron microscope photographs were
analyzed and the cell number per unit of tissue surface and
the cell area percentile profiles of untreated and dried beetroot
samples before (raw, CD and FD samples) and after in vitro
gastric digestion (raw180, CD180 and FD180) were estimated.
Results are presented in Table 1 (cell number per unit of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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Table 1 Cell number per unit of tissue surface of raw and dried
(CD and FD) beetroot before and after 180 min of in vitro gastric
digestion. Significant differences (p < 0.05) before and after in vitro
digestion are indicated by different lowercase letters, among raw and
processed samples by different capital letters and among digested
samples by numbers (Tukey's test, p < 0.05)

Sample Cell number/mm”*
Raw 289 +4 aC
Raw180 171 +5b2

CD 425 +1aB

CD180 250 + 18 bl

FD 370 +40 aA
FD180 190 + 20 b2

tissue surface) and Fig. 2 (cell area percentile profiles). In
Fig. 2, the percentiles represent the percentages of cells whose
areas are equal or smaller to the value obtained; thus, they can
help to evaluate changes in the microstructure, reflecting and
quantifying the cell size change observed in SEM images.

As can be seen in Table 1, dried samples (CD and FD)
before digestion exhibited significantly higher cell numbers
per area unit (p < 0.05) than raw beetroot, the CD sample
being the one with the highest cell number (p < 0.05) (47 + 2%
higher than in raw sample). As can be seen in Fig. 2, different
percentile profiles were obtained for each sample. The percen-
tage of larger areas was higher (p < 0.05) in the raw sample
than in CD and FD samples; for example, 80% of areas were
smaller than 0.067 mm?® in the raw sample but smaller than
0.016 mm? and 0.025 mm? in CD and FD samples, respect-
ively. Therefore, 80% of cells were approximately 76% and 63%
smaller (p < 0.05) when samples were dried by convective
drying or freeze-drying, respectively. Although both CD and FD
samples exhibited important cell shrinkage, this effect was
greater when beetroot was dried convectively. From these
results it can be concluded that drying caused a collapse of the
cell walls causing volume shrinkage, which resulted in bigger
cell numbers per area unit and smaller sizes according to the
percentile profiles.***°

All samples after gastric in vitro digestion presented signifi-
cantly (p < 0.05) lower cell numbers per area unit (41-49%
less) than samples before in vitro digestion (Table 1). Ramirez
et al.*" also observed reductions of cell numbers per area unit
between 34 and 66% after different treatments, which can
affect the original microstructure, such as immersion in
boiling water, vacuum impregnation, freezing/thawing and
compression. Also, significantly (p < 0.05) larger cell sizes were
measured after in vitro gastric digestion; for example, 80% of
areas were smaller (p < 0.05) than 0.067 mm?* and 0.310 mm®
in raw samples before and after 180 min of gastric in vitro
digestion, respectively; smaller (p < 0.05) than 0.016 mm® and
0.116 mm” in CD samples before and after 180 min of gastric
in vitro digestion, respectively; and smaller (p < 0.05) than
0.025 mm? and 0.130 mm? in FD samples before and after
180 min of gastric in vitro digestion, respectively. However, the
integrity of the dried samples was higher exhibiting smaller
sizes.
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Fig. 2 Cell area percentile profiles of raw, convectively dried and freeze-dried samples before and after 180 min of gastric in vitro digestion.

Therefore, in vitro gastric digestion caused considerable dis-
ruption of the cell wall structure, which resulted in a notable
decrease of the cell number per area unit and, at the same
time, relevant increase of the measured areas, which could be
attributed not only to hydration and swelling of cells but also
to the holes left by several broken cells or cell walls.

3.1.3. Moisture content and acidity. Table 2 shows the
changes in moisture and acidity contents of raw and dried
beetroot during in vitro gastric digestion. The initial
moisture content (6.67 + 0.04 g water per g dm) of raw beetroot
was similar to the previously reported value for beetroot
by Ng et al** No significant differences (p < 0.05) were

observed among the initial moisture content of raw and dried
samples.

The moisture content increased significantly (p < 0.05) in all
samples after 180 min in vitro gastric digestion by about 73, 153,
and 79% dm in raw, CD and FD samples, respectively. However,
the most important change in moisture took place during the
first 45 min of digestion (48, 119 and 41% dm significant increase
(p < 0.05) for raw, CD and FD samples, respectively). The CD
sample exhibited the highest capacity (p < 0.05) to absorb water
(153% dm) after 180 min of digestion. The equilibrium moisture
content, measured after 24 h of in vitro gastric digestion, corre-
sponded to significant moisture increases (p < 0.05) of 107%

Table 2 Changes in moisture and acidity content of raw and dried beetroots during in vitro digestion. 9 replicates for each sample were done. The

results are expressed as value + standard deviation

Moisture content

Acidity (g malic

(g water per g dm,) acid per g dm,,)
Digestion
time (min) Raw CD FD Raw CD FD
0 6.67 + 0.04Aa 6.64 = 0.02Aa 6.60 = 0.03Aa 0.79 £ 0.02Aa 0.85 £ 0.01Ba 0.77 £ 0.03Aa
0.5 7.16 £ 0.01b 8.65 + 0.02b 6.78 £ 0.02b 0.76 £ 0.01b 1.02 + 0.05b 0.89 + 0.02b
10 8.28 + 0.02¢ 10.39 £ 0.03¢c 6.93 + 0.03c 0.82 + 0.02¢ 0.98 + 0.20b 1.00 £ 0.03¢
20 8.78 £ 0.03d 11.56 + 0.03d 7.09 +0.04d 0.94 + 0.03d 1.21 +0.01c 1.06 £ 0.03¢
30 8.90 + 0.03e 12.03 £ 0.02¢e 7.93 £ 0.02e 1.03 £ 0.01e 1.39 +0.13d 1.13 £ 0.03d
45 9.32 + 0.04f 13.70 + 0.02f 8.42 + 0.02f 1.22 + 0.01f 1.67 £ 0.15e 1.22 £ 0.06e
60 9.89 + 0.04¢g 14.60 £ 0.01g 9.31 +0.02g 1.43 £ 0.01g 1.81 + 0.14f 1.26 + 0.02f
90 10.62 + 0.01h 16.14 + 0.02h 10.23 + 0.01h 1.40 £ 0.01g 1.83 £ 0.01f 1.29 + 0.04g
120 10.80 + 0.02i 16.46 + 0.02i 10.52 + 0.03i 1.45 +0.02g 1.83 + 0.03f 1.34 + 0.06h
180 11.61 + 0.03j 16.82 + 0.01j 11.87 + 0.01j 1.44 +0.02g 1.82 + 0.05f 1.42 + 0.04i
Ceq. 13.82 + 0.02k 18.12 + 0.02k 14.96 + 0.02k 1.43 +0.11g 1.80 + 0.06f 1.58 + 0.09j

Different lowercase letters for the same parameter and same sample indicates significant differences in time. Different capital letters for the same

parameter indicate significant differences between initial samples.
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dm,, 153% dm, and 109% dm for raw, CD and FD samples,
respectively. This could be due to the damage of the cellular struc-
ture caused by drying, which facilitated water transport within the
food matrix.*> Previous in vitro and in vivo studies have also
reported increases in food moisture content during gastric diges-
tion. For example, Bornhorst et al.** observed moisture content
increases of 75 and 23% dm in white and brown rice after
180 min of in vivo digestion in pigs, and Bornhorst et al*®
observed moisture content increases of 79 and 95% dm in raw
and roasted almonds after 120 min of in vitro digestion. Dalmau
et al.*® reported that the moisture content increased after 180 min
of in vitro digestion in raw, freeze-dried and convective-dried
Granny Smith apples by 6 + 1, 8 + 1 and 11 + 2% dm,, respect-
ively, the convectively dried sample being the one with the
highest water content.

The initial acidity of raw beetroot (0.79 + 0.02 g per
100 g dm,) was within the range (0.7-0.9 g malic acid per
100 g dm,,) previously reported by Chandra et al.*® No signifi-
cant differences were observed between the acidity of the raw
and dried samples. The acidity of all samples significantly
increased during in vitro digestion, the highest increases
taking place during the first 60 min (82 + 1, 113 + 1 and 57 +
1% dm,, in raw, CD and FD samples, respectively). After
180 min of digestion, the acidity gains were of 83 + 1, 114 + 1
and 78 + 1% dm,, in raw, CD and FD samples, respectively.

CD samples exhibited acidity gains significantly (p < 0.05)
higher during digestion than the raw sample. The microstruc-
tural changes during drying and digestion promoted the
damage of cell walls resulting in different rates of acid uptake.
The equilibrium acid content in CD and FD samples (1.80 and
1.58 g per 100 g dm,, respectively) was significantly higher (p <
0.05) than that of the raw sample (1.43 g per 100 g dm,). The
results obtained in this study are the opposite to those obtained
by Dalmau et al,”® where they observed that raw, CD and FD
acidity of Granny Smith apples significantly decreased during
in vitro digestion. The decreases in acidity during digestion
observed in this previous study were hypothesized to be caused
by the higher acidity of raw apples before digestion (5.1 + 0.2 g
per 100 g malic acid), which might be higher than the acidity of
the gastric juice. However, the acidity of raw beetroot before
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digestion was 0.79 + 0.02 g per 100 g dm, malic acid, which was
significantly lower than the acidity of the gastric juice, resulting
in acid uptake by beetroot when immersed in gastric juice.
Similarly, Mennah-Govela et al.*” observed acidity increases in
sweet potatoes, during in vitro gastric digestion.

3.2. Release of bioactive compounds

Table 3 shows the TPC and AA (measured using the ABTS,
CUPRAC and FRAP methods) of raw and dried samples. The
same initial TPC in raw samples (4.2 + 0.2 mg GAE per g dm)
was previously reported for Beta vulgaris beetroot by
Kujala et al.*®

Beetroot samples after processing (drying followed by
rehydration, CD and FD samples) exhibited significant
changes (p < 0.05) in their bioactive compound content.
When comparing the results for the dried samples (CD and
FD) to those for the raw one, it can be seen that processing
promoted higher (p < 0.05) TPC losses in the FD sample
(74%) than in the CD sample (41%). Guiné et al.*® reported
no significant TPC changes due to convective drying and
freeze-drying of cucumber, concluding that these processes
do not affect the TPC. In other cases, the TPC of the samples
decreased due to drying, exhibiting similar behavior to that
observed in this study. Vega-Galvez et al°® and Ferreira
et al.” reported TPC decreases of 74% and 68% after convec-
tive drying (60 °C and 2 m s™') of red pepper and sun-drying
of pear, respectively, compared to raw samples. Asami et al.>>
reported TPC decreases of 33% in strawberries after freeze-
drying.

Three methods were used to evaluate the antioxidant
activity (AA) of both the beetroot samples and the gastric juice:
ABTS, CUPRAC and FRAP analyses. Due to the fact that each
method is based on a different chemical system and/or reac-
tion, different results of AA could be expected, depending on
the method used for analysis. The selection of different
methods allows a better understanding of the wide variety and
range of action of antioxidant compounds present in beet-
root.>® The average values for the AA of raw beetroot were
12.4 + 0.9, 25.5 + 0.9 and 12.1 + 0.8 mg Trolox per g dm, as
measured by the ABTS, CUPRAC and FRAP methods, respect-

Table 3 TPC and AA (measured using the ABTS, CUPRAC and FRAP methods) of raw and dried samples. 9 replicates for each sample were done.

The results are expressed as value + standard deviation

Antioxidant activity (mg Trolox per g dm,,)

TPC (mg GAE per g dm,,) ABTS CUPRAC FRAP

C, Beetroot cubes Raw 4.2+0.2a 12.4+09a 25.4+09a 12.1+0.8a
CD 2.5+0.2b 6.3+0.3b 9.7+0.8b 5.8+0.4b
FD 1.1+0.2¢ 83+0.7¢c 9.1+0.8b 5.8+0.4Db

Ceq. Beetroot cubes Raw 2.20 £0.02 a 4.46 £ 0.18 a 4.24 £ 0.18 a 53+0.2a
CD 0.77 £0.03 b 0.12 +0.02 ¢ 0.09 +£0.02 b 0.84 +0.07 b
FD 0.51+0.02 b 0.41 +0.03 b 0.09 +0.02 b 0.37 +£0.02 ¢

Ceq. Gastric juice Raw 5.21 +£0.02 a 31.16 £ 0.09 a 54.63 + 0.06 a 43.78 £ 0.06 a
CD 5.28+0.02 b 17.83 +0.08 b 35.77 +0.06 b 30.21 +0.08 b
FD 2.25+0.02 ¢ 13.46 +0.11 ¢ 16.07 £ 0.06 ¢ 25.63 + 0.06 ¢

Different lowercase letters for the same parameter indicates significant differences between samples.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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ively. The same initial values of ABTS and FRAP in raw
samples was previously reported for Beta vulgaris beetroot by
Sawicki et al.>* and Raikos et al.,”” respectively.

After processing, the AA decreased more (p < 0.05) in the
CD sample (49%) than in the FD sample (33%) according to
the ABTS method, and by approximately the same according to
CUPRAC (62-64% decrease) and FRAP (52% decrease)
methods. Loncaric et al®® measured an AA decrease (ABTS
method) in freeze-dried Fuji apples of ca. 64%.

In order to evaluate the release of bioactive compounds
during the in vitro gastric digestion of beetroot samples
(raw, CD and FD samples), the total polyphenol content (TPC)
and the antioxidant activity (AA) were measured at different
times during the experiments in both the food and gastric
juice.

Fig. 3 shows the release of TPC (Fig. 3a) and AA (measured
using the ABTS method in Fig. 3b, CUPRAC method in Fig. 3c,
and FRAP method in Fig. 3d) of raw and dried beetroot matrix
during 180 min of in vitro gastric digestion. The equilibrium
values (after 24 h of in vitro gastric digestion) used to estimate
the release according to eqn (1) are shown in Table 3. It can be
seen that both TPC and AA initial (before digestion) were lower
in processed samples than raw samples.
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The TPC releases from the raw, CD and FD samples (after
180 min of in vitro gastric digestion) were 1.9 + 0.1, 1.6 + 0.1
and 0.6 £ 0.1 mg gallic acid per g dm,, respectively. Also, the
AA measured using the CUPRAC method was decreased (p <
0.05) by 14.6 + 0.6 mg Trolox per g dm in the raw sample, but
by 6.8 + 0.4 and 6.0 + 0.4 mg Trolox per g dm, in CD and FD
samples, respectively. However, when the AA was measured
using the ABTS and FRAP methods, decreases (p < 0.05) were
less different. These results indicate that although the biocom-
pound contents were significantly (p < 0.05) lower in processed
samples, the total quantity released from these samples was
comparable, probably due to the damaged microstructure
which eased the mass transfer between the solid and the
gastric juice.

Dried beetroot exhibited higher release (p < 0.05) of TPC
(64.1 + 0.6 and 53.6 + 0.9% in CD and FD samples, respect-
ively) than in the raw sample (46.6 = 0.2%) after 180 min of
in vitro gastric digestion. Similar decreases in TPC (of 44.6%)
were reported by Bouayed et al.®” in Jonaprinz apples during
60 min of in vitro gastric digestion. Kamiloglu et al.>® observed
a 65% decrease in the TPC of black carrots after 120 min of
in vitro gastric digestion. Chen et al.*® observed that TPC sig-
nificantly decreased in 25 of the 33 studied fruits (8-73%) and

Fig. 3 Release of TPC (A) and AA (B: ABTS, C: CUPRAC and D: FRAP) from the raw and dried beetroot samples during in vitro digestion.
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increased in the remaining eight, during the gastric stage of
in vitro digestion. These results indicate that not only the
initial TPC value, but also the structure of the food matrix,
may be important in the release of nutrients from food
matrices during digestion.

Although raw beetroot exhibited the highest AA figure
before digestion, this sample had the smallest release (p <
0.05) (53 + 1% as the average of the three ABTS, CUPRAC and
FRAP methods) after 180 min of in vitro gastric digestion. The
AA releases in dried samples after 180 min of digestion were
higher (p < 0.05) (82% in the CD sample and 76% in FD
samples, as averages). Thus, both drying treatments altered
the cellular structure resulting in samples with higher release.

The total polyphenol content (TPC) and antioxidant activity
(ABTS, CUPRAC, and FRAP methods) were also measured in
the gastric juice at different times, including 24 h to estimate
the equilibrium figure, during the in vitro gastric digestion of
raw and dried samples.

To facilitate the interpretation of the results, the TPC and
AA figures measured in the gastric juice, including the equili-
brium figures measured after 24 h of in vitro gastric digestion,
were expressed in mg g~' dm taking into account the mass of
sample/volume of gastric juice ratio used in the experiments
and the moisture content of beetroot samples at each time
during the in vitro gastric digestion experiments. The equili-
brium TPC and AA figures, expressed using this methodology,
are also shown in Table 3.

It can be seen in Table 3 that the equilibrium TPC and AA
were significantly higher than the expected values, taking into
account the initial figures in the solid matrix. After 24 h of
in vitro gastric digestion, the TPC in the gastric juice was 25%,
114% and 104% higher (p < 0.05) than the initial concen-
tration in raw, CD and FD beetroot, respectively. Similarly, the
AA in the gastric juice increased more than was expected, the
equilibrium AA being 61-182% (ABTS method), 76-270%
(CUPRAC method) and 262-420% (FRAP method) higher than
the initial AA in beetroot samples. It is worth mentioning that
the highest increases were observed in CD samples. These TPC
and AA increases in gastric juice after in vitro digestion could
be due to the degradation of molecules with no original anti-
oxidant activity, present in the food matrix, to smaller mole-
cules with antioxidant activity; it may also be that there are
molecules with initial antioxidant activity but then they
degrade and lose that activity. However, the balance between
the two effects is positive and there is a release greater than
100%. Wootton-Beard et al.®® pointed out that the pH of a sub-
stance is known to affect the racemisation of molecules, poss-
ibly creating two chiral enantiomers with different biological
reactivities. In the literature, there is also the suggestion that
depending on the structural changes which occur, the result-
ing metabolites may react differently across different assays.
Fazzari et al.®" indicated that moderate increase in the total
phenolics and a slight increase in anthocyanins for frozen
sweet cherries following pepsin digestion were possible
because pepsin digestion released phenolic compounds from
the cherry fruit matrix. Additionally, further increases in anti-

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019
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oxidant activity could be caused by the acid pH of digestion
(~2), which favors the formation of some anthocyanin deriva-
tives. Similar increases in anthocyanins following pepsin
digestion have been observed for pomegranate juice.®®
Furthermore, Rodriguez-Roque et al.®® indicated that the low
pH and the enzyme action of gastric digestion could hydrolyze
phenolic compounds bound to proteins and carbohydrates
from orange, kiwi and pineapple juice, increasing the concen-
tration of phenolic compounds after digestion. There is also
the suggestion that depending on the structural changes
which occur during digestion, the resulting metabolites may
react differently across different assays. The release of certain
antioxidant components from food constituents with no orig-
inal antioxidant activity such as amino acids, sugars and
uronic acids may increase the values of certain total anti-
oxidant capacity assays, leading to overestimated results if the
antioxidant activity of a specific compound is compared before
and after digestion.®* Also, it has been previously reported that
polyphenols and other food constituents such as glucids,
amino acids and proteins in aqueous solutions may produce a
positive result in ORAC and TEAC antioxidant capacity
assays.®

In order to estimate the release of the biocompounds in the
gastric juice according to eqn (2), the maximum concentration
was considered to be equal to the initial concentration in the
beetroot sample before digestion (Table 3). Results of release
in gastric juice are shown in Fig. 4 (for TPC in Fig. 4a; for AA
according to ABTS, CUPRAC and FRAP methods in Fig. 4b, ¢
and d, respectively).

It can be seen in Fig. 4 that the TPC and AA release
measured in the gastric juice after 180 min of in vitro gastric
digestion was higher than 100% in all cases. TPC release
increased (p < 0.05) by 132%, 188% and 140% in raw, CD and
FD samples, respectively, in comparison with the maximum
estimated quantity (initial TPC in beetroot samples before
digestion). These increments were even higher (p < 0.05) in the
AA release (154-279% according to the ABTS method;
168-331% according to the CUPRAC method; and 369-537%
according to the FRAP method). When comparing among beet-
root samples, it can be observed that the CD sample exhibited
the highest release in all cases.

These trends may indicate that drying treatments altered
the cellular structure such that the dried beetroot released a
higher amount of polyphenols and antioxidant compounds
and provoked the degradation of molecules with no original
antioxidant activity to smaller molecules with antioxidant
activity during in vitro gastric digestion.

3.3. Mass transfer kinetics

The Weibull model was used to mathematically describe the
release kinetics for both the release of the total polyphenol
contents and the antioxidant activity from the beetroot matrix
and their uptake by gastric juice during in vitro digestion.
Using the experimental results obtained at different digestion
times, the a and p parameters of the Weibull model were
identified for each measured quantity in each sample, and the
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Fig. 4 Release of TPC (A) and AA (B: ABTS, C: CUPRAC, and D: FRAP) in the gastric juice from the raw and dried beetroot samples during in vitro

digestion.

Table 4 Release of the TPC (A) and AA (B: ABTS, C: CUPRAC and D: FRAP) from raw and dried beetroot samples during in vitro digestion.
Equilibrium values, identified parameters of the Weibull model and confidence interval (Cl) and standard error (SE) associated with each parameter

Yeq. ax107 (s) CI (s) SE B CI SE MRE
TPC Raw 47.3+0.2 1.219 1.114, 1.673 0.121 0.465 0.430, 0.643 0.046 1.9
CcD 68.1+0.3 3.889 3.538, 4.239 0.152 0.942 0.817, 1.068 0.054 2.2
FD 53.6 + 0.8 0.990 0.974, 2.724 0.379 1.137 0.218, 0.508 0.063 5.9
AA (ABTS) Raw 63.9+1.8 4.340 3.618, 5.063 0.313 0.351 0.301, 0.402 0.022 1.5
CcD 98.0 + 0.1 3.538 2.835, 4.242 0.305 0.904 0.642, 1.165 0.113 7.0
FD 95.1+0.3 1.208 0.890, 1.527 0.138 0.313 0.254, 0.372 0.025 5.6
AA (CUPRAC) Raw 83.4+1.8 7.221 5.620, 8.894 0.710 0.524 0.438, 0.684 0.053 3.9
CcD 99.09 + 0.09 8.035 6.816, 9.254 0.528 0.619 0.527, 0.712 0.040 3.2
FD 98.96 + 0.02 9.092 6.217, 16.54 2.238 0.610 0.336, 0.691 0.077 5.7
AA (FRAP) Raw 56+ 2 2.406 2.090, 2.722 0.137 0.708 0.587, 0.829 0.053 2.0
CcD 85.6 + 0.7 2.277 1.867, 2.687 0.178 0.740 0.562, 0.918 0.077 5.2
FD 93.7 £ 0.2 8.902 3.801, 27.57 5.154 0.482 0.179, 0.410 0.050 6.0

corresponding confidence intervals and the standard error
associated with the parameters were estimated. Also, the mean

relative error (MRE, eqn (4)) was calculated by comparing
experimental and predicted values. Tables 4 (measurements
carried out on the food matrix) and 5 (measurements carried
out on the gastric juice) show these results. The simulated
curves using the Weibull model are also represented together
with the experimental values for all samples in Fig. 3 and 4 by

dashed lines. The release in beetroot cubes and in gastric juice
(eqn (5) and (6), respectively) is calculated taking into account
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the definitions described in eqn (3) and (4), together with the
Weibull model (eqn (3)).

Yeale = (1
Ocale =1 — (

The obtained MREs (Tables 4 and 5) were similar to or
lower than 8.5% in most of the cases. From these results

(5)

(6)
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Table 5 Uptake of TPC (A) and AA (B: ABTS, C: CUPRAC, and D: FRAP) in the gastric juice during in vitro digestion. Equilibrium values, identified
parameters of the Weibull model and corresponding confidence interval (Cl) and standard error (SE) associated with each parameter

Yeq. ax107(s) CI (s) SE Vi CI SE MRE
TPC Raw 125+7 2.451 2.213, 2.501 0.061 1.355 1.246, 1.602 0.077 1.5
CcD 210 + 10 3.387 2.994, 3.984 0.215 0.848 0.622, 0.916 0.064 6.5
FD 204 +7 6.542 2.832, 7.855 1.089 0.285 0.220, 0.510 0.063 3.9
AA (ABTS) Raw 252 +7 2.652 2.082, 2.937 0.185 0.888 0.677, 1.150 0.103 8.4
CD 282 +3 1.890 1.424, 2.002 0.125 0.805 0.625, 1.035 0.089 5.9
FD 161+ 3 2.044 1.687, 2.248 0.122 0.609 0.571, 0.826 0.055 4.0
AA (CUPRAC) Raw 214 + 2 2.812 2.519, 2.901 0.079 0.850 0.776, 0.946 0.037 3.9
CcD 3709 3.583 3.208, 3.937 0.158 0.820 0.659, 0.867 0.045 5.0
FD 176 + 9 2.909 2.266, 3.012 0.162 0.570 0.539, 0.770 0.050 3.5
AA (FRAP) Raw 360 + 10 0.823 0.624, 1.486 0.098 0.777 0.569, 1.471 0.063 5.0
CD 520 + 4 2.097 1.669, 2.112 0.091 0.820 0.698, 0.974 0.060 3.7
FD 443+ 9 2.204 1.844, 2.437 0.060 0.871 0.776, 0.958 0.039 2.3

(Tables 4 and 5), and the comparison with the experimental
results shown in Fig. 2 and 3, it can be concluded that the pro-
posed model successfully simulated the release kinetics of the
different measured quantities in raw and drying beetroots
during in vitro gastric digestion. Dalmau et al.*® also simulated
satisfactorily the mass transfer kinetics of the different com-
pounds using the Weibull model in raw and processed apples
during in vitro gastric digestion.

It can be seen in Table 4 that the a parameter for TPC
release increased 219% in CD samples and decreased 18.5% in
FD samples compared to the value for the raw sample. This
indicates a decrease in the rate of change of TPC of CD
samples, and a slight increase in the FD sample. The f para-
meter for TPC loss kinetics was 0.465 in the raw sample but
close to 1 in CD and FD samples. This indicates that, in dried
samples, the kinetic was close to a first-order kinetic with a
constant input rate.*

Regarding the AA change kinetics measured by the ABTS
method, a decreased by 23 and 72% in CD and FD samples,
compared to the raw sample. The « figure for the AA change
kinetics measured using CUPRAC and FRAP was similar in
both raw and CD samples (only 11% higher and 5% lower in
the CD sample according to the CUPRAC and FRAP assays,
respectively) but was much higher in the FD sample (26% and
270% higher in the FD sample according to CUPRAC and
FRAP assays, respectively). The identified f parameter for AA
change kinetics was lower than 1 in all cases, indicating con-
vexity in the change curves and thus, a decreasing change rate
over time. However, the f figures showed different trends
depending on the method used to measure the AA. It can be
seen that the § parameter for the CD sample according to all
methods was higher than those for the other samples. This
may indicate that convective drying eased the release of pheno-
lic compounds during in vitro digestion. These different ten-
dencies may indicate that although graphical trends are
similar, their fundamental mechanisms of mass transport may
have been modified by the processing method.

With regard to the identified figures for the Weibull model
parameters for the kinetics of TPC increases in the gastric
juice, a values for the raw and CD samples were similar and
significantly lower than those for extraction from the FD

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2019

samples (increased 167% in comparison with that for the raw
sample), reflecting the slower process of TPC release from the
FD sample to the gastric juice. As can be seen in Fig. 4, most
of the TPC release from the FD sample took place during
the first 10 min of the digestion, the release kinetic later on
being slower. On the other hand, the § parameter was higher
than 1 for the extraction rate of TPC for gastric juice from the
raw sample but lower than 1 for the rest of the samples. This
could be explained by the fact that the original cellular struc-
ture of the raw sample prevents the TPC release. Thus, the
extent of the effects of the gastric juice components in modify-
ing the structure to facilitate the release increased with time.
In dried samples, the TPC extraction rate remained high from
the beginning of the gastric digestion probably because the
original structure of the food matrix was already altered.

Results of AA in gastric juice during in vitro digestion fol-
lowed trends similar to those observed for the TPC. The gastric
juice from FD sample digestion exhibited the lowest AA,
together with those for the CD sample, both with higher a
figures and lower equilibrium values (Table 5) than those
obtained for the raw sample. On the other hand, the f para-
meter was lower than 1 for the extraction rate of AA for gastric
juice for all samples with all assays. The f parameters for the
raw and CD samples were similar and significantly higher
than that for extraction from the FD samples with ABTS and
CUPRAC assays (increased 32% in comparison with that for
the raw sample). This could also be explained by the fact that
the original cellular structure of the raw sample prevents AA
release, and in the same way, the extent of the effects of the
gastric juice components in modifying the structure to facili-
tate the release increased with time.

These results further confirm the above-mentioned finding
that drying of beetroot affects the microstructure facilitating
the extraction of polyphenols and antioxidant compounds
from the beetroot matrix during in vitro gastric digestion.

4. Conclusions

Drying modified the microstructure and initial composition of
dried beetroot compared to raw beetroot. Microstructural ana-
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lyses indicated significant cellular damage and changes as a
result of drying and in vitro gastric digestion. These structural
modifications resulted in behavioral changes in beetroot
during in vitro gastric digestion. In general, dried beetroot
showed faster decreases in titratable acidity while moisture
content increases were higher in processed samples, compared
to raw beetroot, during in vitro gastric digestion. Although
drying promoted decreases in total polyphenol content and
antioxidant activity before in vitro gastric digestion, dried beet-
root showed higher release and better release of bioactive com-
pounds (TPC and AA). However, the TPC and AA increases in
gastric juice were higher than the corresponding decreases in
beetroot during in vitro digestion, possibly due to the degra-
dation of molecules with no original antioxidant activity,
present in the food matrix, to smaller molecules with anti-
oxidant activity. Moreover, it was observed that the CD sample
exhibited both a higher loss of phenolic compounds and a
higher gain of these compounds in gastric juice, leading to the
conclusion that this drying process favors the release of the
phenolic compounds of beetroot more than in the FD
samples. Furthermore, the Weibull model allowed the satisfac-
tory description of the mass transfer process occurring during
in vitro digestion, of both the antioxidant compounds leaving
the beetroot matrix, and the uptake of these compounds by
the gastric juice. Weibull model parameters were utilized to
compare the rate of release/uptake of antioxidant and pheno-
lic compounds from beetroot, and it was observed that drying
increased the release of antioxidant and phenolic compounds
during in vitro gastric digestion. Given the limited knowledge
that is available on this subject at present, it would be inter-
esting to investigate further to better understand how proces-
sing can modify the structural characteristics of the ingested
foods to modulate the release of active compounds in food
matrices.

Nomenclature

AA  Antioxidant activity (mg Trolox per g dm,)

Cmax Maximum concentration (g g~ dm, or g per 100 g dm,,)
Co Initial concentration (g g~' dm, or g per 100 g dm,)
Ceale  Calculated concentration (g g~ dm, or g per 100 g dm,))
Ceq  Equilibrium concentration (g g~' dm, or g per 100 g dm,)

Cexp  Experimental concentration (g g~' dm, or g per
100 g dmy,)

CD  Convective drying

C; Concentration at time i (g g~' dm,, or g per 100 g dm,)

CI Confidence intervals

dm  Dry matter (g)

dm, Initial dry matter (g)

FD  Freeze-drying

GAE Gallic acid equivalent

MRE Mean relative error (%)

SE Standard error of the estimated parameters
SEM Scanning electron microscopy

TPC Total polyphenol content (mg GAE per g dm,,)
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a Inverse kinetic reaction constant of the Weibull model (s)
p Shape parameter of the Weibull model
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5. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los objetivos propuestos en el presente estudio, a continuacion, se

detallan las conclusiones mas relevantes que pueden extraerse a partir del trabajo realizado:

- Se ha validado el uso de residuos de naranja como fuente de compuestos
antioxidantes, mejorando ademas el proceso de extraccion mediante la aplicacion de

ultrasonidos de potencia.

- Se ha comprobado que la aplicacion de diferentes tipos de procesado (congelacion,
liofilizacién y secado convectivo) ha contribuido en la mejora de la bioaccesibilidad
de los compuestos con propiedades antioxidantes presentes en la manzana y

remolacha.
Evaluacion del efecto de los ultrasonidos de potencia en el proceso de extraccion

- Los resultados experimentales sugirieron que los residuos de naranja constituyen
una fuente importante de compuestos antioxidantes que pueden ser extraidos con
agua como disolvente de extraccion a una temperatura baja-moderada (5-25 °C) con
altos rendimientos (40-80 %) al realizar la extraccion asistida con ultrasonidos de

potencia (520 y 790 W/L).

- Eluso de ultrasonidos de potencia ha permitido, utilizando agua como disolvente de
extraccion, obtener porcentajes de extraccion (40-80%) similares a los propuestos

en la bibliografia para la extraccion mediante disolventes orgéanicos.

- La temperatura de operacion (5, 15 y 25 °C) condicioné de manera significativa el
rendimiento de extraccion. Cuando el proceso se llevdo a cabo con agitacion
mecanica y tras 10 min de extraccion, el rendimiento en polifenoles totales (TPC),
en flavonoides totales (TFC) y la actividad antioxidante (AA, método ABTS) se
incrementd un 83, 75 y 95%, respectivamente, al elevarse la temperatura de 5 a

25°C.

- La aplicacién de ultrasonidos de potencia mejor6 el proceso de extraccion de
compuestos antioxidantes tanto en la velocidad de extraccion como en los
rendimientos maximos alcanzados. Los rendimientos de extraccion de polifenoles
totales, flavonoides totales y de la actividad antioxidante (método ABTS) después

de 10 min a 25 °C y una densidad acustica de 790 W/L fueron 28, 44 y 157 %,
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respectivamente, mas elevados que los rendimientos obtenidos en las mismas

condiciones, pero con agitacion mecanica.

Mediante el modelo de Weibull se simularon adecuadamente (error relativo medio,
ERM<4.6%) las cinéticas de extraccidon con agitacion mecanica y con asistencia
acustica de compuestos fenolicos y flavonoides, y de la actividad antioxidante
(método ABTS) en un intervalo de temperaturas de 5 a 25 °C. Se pudo concluir que
la energia de activacion del proceso disminuy6 con la aplicacion de ultrasonidos (32
y 63% en contenido total en polifenoles para las densidades acusticas 520 y 790
WI/L, respectivamente; 68% en contenido total en flavonoides para ambas
densidades actsticas; 31 y 38% en la actividad antioxidante para las densidades

acusticas 520 y 790 W/L, respectivamente).

Al analizar la composicion fendlica de los extractos, se observo que su extraccion
tuvo lugar con diferentes rendimientos. La neohesperidina, hesperidina, y los acidos
cumarico y sinapico presentaron los rendimientos mas elevados especialmente en el
caso de la extraccion acustica (rendimientos maximos de 67%, 58%, 92% y 50%
respectivamente después de 10 min de extraccion a 25°C y 790 W/L). Los
rendimientos de la extraccidn de naringina y acido fertlico fueron menores
probablemente debido a su caracter lipofilico (rendimientos maximos de 11%y 16%

respectivamente después de 10 minutos de extraccion a 25°C 'y 790 W/L)

Evaluacion de la aplicacion de distintos métodos de procesado sobre la liberacion

de compuestos con propiedades antioxidantes en diferentes matrices alimentarias

Efecto del procesado sobre la liberacion de compuestos antioxidantes de la manzana Granny

Smith (alimento de porosidad intermedia)

Se evaluaron los efectos de la aplicacion de diferentes métodos de procesado
(congelacion, liofilizacién y secado convectivo) sobre las caracteristicas quimicas,
la microestructura y la bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes de manzana de

la variedad Granny Smith.

Se observd una significativa destruccion celular (evaluada mediante microscopia
SEM vy 6ptica) y cambios en la composicion de la pared celular como consecuencia

del proceso de digestion in vitro realizado durante 180 min. Estas modificaciones
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estructurales dieron lugar a cambios de comportamiento durante el proceso de

digestion géstrica in vitro.

- El procesado mediante la congelacion por inmersion en nitrogeno liquido no indujo
cambios significativos en el contenido en solidos solubles ni acidez titulable. Sin
embargo, el contenido en solidos solubles de las muestras liofilizadas y secadas
convectivamente disminuy6 un 6 y 40%, respectivamente, y su acidez aumentd un

9.5y 37.5%, respectivamente.

- El rendimiento de la extraccion del residuo insoluble en alcohol (AIR) disminuy6
un 4, 13 y 25% en las muestras congeladas, liofilizadas y secadas mediante secado
convectivo, respectivamente, siendo el procesado mediante secado convectivo el

que dio lugar a la disminucion del contenido en carbohidratos mas notoria (45%).

- El contenido total en carbohidratos de la pared celular de la muestra fresca no suftio
cambios significativos después de ser sometida a un proceso de digestion in vitro.
Sin embargo, las muestras procesadas mediante congelacion, liofilizacion y secado
convectivo sufrieron una disminucion significativa (p<0.05) del contenido total en

carbohidratos (13, 17 y 38%, respectivamente) después de la digestion in vitro.

- Respecto al estudio estructural de las muestras mediante microscopia, se pudo
observar que la aplicacion de los tres tipos de procesado estudiados (congelacion,
liofilizacién y secado convectivo) provocd cambios estructurales respecto a la
muestra fresca. El secado convectivo provoco un colapso celular notorio, mientras
que en las muestras liofilizadas dicho colapso celular se observd en menor medida.
La muestra congelada presentd una estructura mas porosa consecuencia de las
oquedades ocasionadas por los cristales de hielo. Todas las muestras, tanto fresca
como procesadas, presentaron dafos estructurales después del proceso de digestion
in vitro, siendo las muestras procesadas las que presentaron dafios estructurales mas

notorios.

- Las muestras procesadas mediante congelacion y liofilizacion presentaron
disminuciones importantes en el contenido de compuestos fenolicos totales (45 y
35% respectivamente) y en su actividad antioxidante (57 y 45%, respectivamente)
respecto a la materia fresca, mientras que las muestras secadas mediante secado

convectivo presentaron aumentos importantes en ambos parametros (16 y 24%,
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respectivamente). Sin embargo, la bioaccesibilidad de dichos compuestos fue mayor
en las muestras procesadas (58, 55y 47% en las muestras congeladas, liofilizadas y

secadas por secado convectivo, respectivamente) que en la muestra fresca (32%).

- Mediante el modelo de Weibull se simularon satisfactoriamente (ERM<5.3%) las
cinéticas de bioaccesibilidad y de cambio en los contenidos en humedad, sé6lidos
solubles y acidez en las muestras fresca y procesadas durante el proceso de digestion

in vitro.

- El parametro o del modelo de Weibull disminuy6 en las muestras procesadas
respecto a la muestra fresca, por tanto, el procesado aument6 la velocidad de
liberacion de los compuestos antioxidantes. En todas las muestras y en todas las
condiciones de operacion, el pardmetro 3 del modelo de Weibull fue inferior a 1 lo
que indica que la velocidad de liberacion de los compuestos antioxidantes

disminuy6 con el tiempo.

Efecto de la velocidad de congelacion sobre la liberacion de compuestos antioxidantes

de la remolacha Beta vulgaris (alimento con estructura compacta)

- Se comprobd el efecto de las condiciones de congelacion (-196 °C por inmersion en
nitrégeno liquido, -80 °C y -20 °C), sobre la composiciéon quimica, la
microestructura y la bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes de remolacha

Beta vulgaris mediante la utilizacion de un método estatico de digestion in vitro.

- Las muestras de remolacha tratadas mediante congelacion lenta (-20 °C, -1.33
°C/min) y moderada (-80 °C, -2.5 °C/min) mostraron un aumento del contenido en
humedad (3.9 y 2.7%, respectivamente) respecto a la muestra fresca durante la
digestion in vitro, mientras que las muestras congeladas a velocidad elevada (=196
°C, -432 °C/min) no presentaron diferencias significativas en el contenido en

humedad respecto a la muestra fresca.

- Durante la digestion in vitro, las muestras de remolacha congeladas a -20y  -80
°C presentaron una disminucion de acidez (30 y 39%, respectivamente) respecto a
la muestra fresca, mientras que las muestras tratadas con N> liquido mostraron un

incremento en el contenido en acidez (24 %) respecto a la muestra fresca.
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- La congelacion disminuy6d el contenido total en polifenoles (38 y 58%,
respectivamente) y la actividad antioxidante (55 y 41%, respectivamente) de las
muestras; sin embargo, la bioaccesibilidad de los compuestos antioxidantes fue

mayor en las muestras procesadas (60%) que en la muestra fresca (47%).

- El incremento en el contenido en compuestos antioxidantes en el jugo gastrico fue
superior a la disminucion observada en la matriz alimentaria. Por ejemplo, el
aumento del contenido en polifenoles totales de la muestra congelada a 80 °C
después de 180 min de digestion in vitro fue del 111%, y, sin embargo, la muestra
solida solo sufrié una pérdida del 49% del contenido total en polifenoles durante el
mismo proceso. Dicho comportamiento, posiblemente, fue debido a la degradacion
de moléculas sin actividad antioxidante original, que han dado lugar a moléculas

con actividad antioxidante.

- La congelacion mediante inmersion en nitrégeno liquido fue el proceso de
congelaciéon que provocd una mayor (~40%) bioaccesibilidad de compuestos

antioxidantes de la remolacha.

- El modelo de Weibull fue capaz de describir el proceso de transferencia de materia
que se produjo durante la digestion in vitro, tanto del proceso de liberacion de los
compuestos antioxidantes desde la matriz (ERM<6.9) como del proceso de

absorcion de dichos compuestos en el jugo géastrico (ERM<8.8).

- El proceso de congelacion de la remolacha incrementdé la velocidad de
liberacién/absorcion de los compuestos antioxidantes durante el proceso de
digestion in vitro respecto a la muestra fresca. Este hecho fue observable también a

través del parametro o del modelo de Weibull.

Efecto de la liofilizacion vy secado convectivo sobre la liberacion de compuestos

antioxidantes de la remolacha Beta vulgaris (alimento con estructura compacta)

- Se comprob¢ el efecto de la liofilizacion y secado convectivo sobre la composicion
quimica, la microestructura y la bioaccesibilidad de compuestos antioxidantes de
remolacha Beta vulgaris mediante la utilizacion de un método estatico de digestion

in vitro.
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El andlisis microestructural realizado indicd la existencia de dafio celular
significativo y cambios estructurales consecuencia de los procesos de secado y
digestion gastrica in vitro. El uso del analisis de imagen permiti6 obtener resultados
cuantitativos del efecto del procesado y la digestion in vitro sobre la microestructura
de la matriz alimentaria. Las muestras secadas presentaron un aumento del nimero
de células por unidad de area respecto a la muestra fresca (22 y 32% en las muestras
secadas mediante liofilizacion y secado convectivo, respectivamente), mientras que
todas las muestras después del proceso de digestion in vitro presentaron una
disminucion del nimero de células por unidad de area (41, 49 y 41% en la muestra
fresca, liofilizada y secada mediante secado convectivo, respectivamente). Dichos
resultados indican que el proceso de secado provoco un colapso en la estructura de

las muestras, mientras que, el proceso de digestion in vitro provocd lisis celular.

El secado provoco disminuciones en el contenido total de polifenoles (74 y 41% en
las muestras secadas por liofilizacién y secado convectivo, respectivamente) y la
actividad antioxidante (33 y 49% en las muestras secadas por liofilizacion y secado

convectivo, respectivamente) antes de la digestion géstrica in vitro.

La remolacha sometida a secado, presentd un aumento mas rapido del contenido en
humedad (80 y 153% en las muestras liofilizadas y secadas mediante secado
convectivo, respectivamente) y la acidez titulable (84 y 114% en las muestras
liofilizadas y secadas mediante secado convectivo respectivamente) durante la
digestion gastrica in vitro, en comparacion con la remolacha fresca (74 y 82% de

contenido en humedad y acidez titulable, respectivamente).

Las muestras secadas mediante liofilizacion y secado convectivo mostraron mayor
liberacién de compuestos bioactivos (contenido en polifenoles totales y actividad
antioxidante) (54 y 76% en contenido en polifenoles totales y actividad antioxidante,
respectivamente, para las muestras liofilizadas; 64 y 82% en contenido en
polifenoles totales y actividad antioxidante, respectivamente, para las muestras
secadas mediante secado convectivo) en comparacion con la muestra fresca (47 y

53% en contenido en polifenoles totales y actividad antioxidante).

Durante la digestion in vitro se produjo la degradacion de moléculas presentes en la
matriz alimentaria sin actividad antioxidante original, a moléculas mas pequefias

con actividad antioxidante. Por ello, el contenido en polifenoles totales y la actividad
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antioxidante fueron superiores en el jugo gastrico a los valores esperables. Por
ejemplo, el aumento del contenido en polifenoles totales en el jugo gastrico después
de 180 min de digestion de la muestra liofilizada fue del 140%, y, sin embargo, la
muestra solida solo sufrid una pérdida del 54% del contenido total en polifenoles

durante el proceso.

- Laaplicacion del modelo de Weibull permitié simular satisfactoriamente el proceso
de transferencia de masa que tiene lugar durante la digestion in vitro, tanto de la
liberacion de los compuestos antioxidantes desde la matriz (ERM<7.1) como la
absorcion de estos compuestos por el jugo gastrico (ERM<S8.5). Los parametros del
modelo de Weibull se utilizaron para comparar la tasa de liberacion/absorcion de

compuestos antioxidantes y fenolicos de la remolacha.
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