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1. Introducciény objetivos

1. Introduccion y objetivos

En la Regidn de Murcia existen numerosas industrias dedicadas a la actividad del
procesado de frutas y vegetales tanto en productos destinados en fresco como en
zumos, purés, conservas, mermeladas, etc. El sector agroalimentario es un importante
motor econdmico en todo el sureste espafol y dentro del mismo los citricos juegan un

papel esencial.

Como consecuencia de esta actividad, en el procesado de frutas y vegetales se
generan diferentes tipos de fracciones de las cuales, algunas de ellas hasta la fecha no
son valorizables o reutilizables. Esto supone un problema medioambiental, que va en
contra del camino marcado hacia el “zero waste” y del aprovechamiento de todas las
corrientes disponibles. Por lo que existe un interés y una preocupacion creciente por
lograr un mejor aprovechamiento, asi como de los productos y subproductos que
contienen, con el fin de obtener un mayor rendimiento de los recursos disponibles vy,

ademas de, minimizar los gastos que suponen la gestién de estos residuos.

A través de la utilizacidén de las tecnologias emergentes, o procesos tecnolégicos

se ha intentado buscar una explotacién nutricional para estos subproductos, dado que
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poseen compuestos de alto valor afiadido, como aceites esenciales, agentes
antioxidantes donde encontramos mas de treinta polifenoles (Abad-Garcia et al., 2014)
rentabilizando asi su valor econémico. Ademas, los flavonoides presentes en los citricos
tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antialérgicas, antivirales,

antimutagénicas y anticarcinogénicas.

En la actualidad, uno de los principales objetivos es la busqueda de soluciones
tecnoldgicas encaminadas a realizar un maximo aprovechamiento de las diferentes
fracciones que se generan en el procesado de la fruta y de los compuestos vegetales.
Estas fracciones presentan un potencial biotecnolégico importante ya que una vez
caracterizadas e identificadas, pueden ser el punto de partida para la formulacién y

preparacién de nuevos productos.

Para conseguir este objetivo, es importante el uso de metodologias que permitan
la identificacion de cada una de las diferentes fracciones que son susceptibles de ser
valorizadas como son los extractos concentrados clarificados del zumo de fruta. Estos
extractos poseen un alto o un bajo contenido en azlcares y extractos ricos en agentes
antioxidantes, donde los procesos convencionales de clarificacidn, tienen por objeto
eliminar los sdlidos insolubles y destruir las sustancias pécticas degradando la pectinay
el almidén con enzimas especificas, floculando la nubosidad con agentes clarificantes
(bentonita, gelatina y / o silicasol) (Grampp, 1977), siendo las pectinas las principales
causantes de la turbidez presente (Dey y Banerjee, 2014). Con la filtracion mediante
membranas se asegura un permeado de excelente calidad con un aumento de la claridad

y por consiguiente una notable eliminacion del color (Jegatheesan et al., 2012).

Una vez identificadas y caracterizadas tanto de forma fisicoquimica, como de
forma microbioldgica las diferentes corrientes, es necesario evaluar la estabilidad de los
productos obtenidos y para ello se deben realizar ensayos o estudios de la vida atil de
los productos, con el fin de asegurar la calidad e inocuidad. Durante este proceso se
determinara la posibilidad de comercializar de forma directa estos nuevos productos, o
su aplicacion en diferentes desarrollos (zumos, smoothies, compound de frutas, bebidas

refrescantes, etc.).

Ademas, debido a los problemas relacionados con la obesidad, en estos ultimos
aflos se estan desarrollando estudios que buscan reducir el consumo de azucares
refinados y desde el Gobierno de Espaia, se grava con impuestos las bebidas que los

contienen. Por lo que encontrar soluciones naturales cobra un gran interés en la
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industria de refrescos y bebidas. La OMS recomienda un maximo de 22 gramos de azucar
para un nifio de 7 afios al dia, por lo que evitar el consumo de estas bebidas debe

reducirse.

Como solucién a estas bebidas con azUcar aifiadido y consideradas problematicas,
se esta prestando especial atencién a las propiedades bioactivas de los ingredientes que
son subproductos en diferentes industrias. Siendo las empresas dedicadas al sector de
zumos y bebidas las que mas ventaja pueden sacar en este sentido, debido al aporte de

fibra y de antioxidantes presentes en las frutas y verduras.

Por todo ello, el trabajo que se ha desarrollado dentro de la Tesis Doctoral queda
perfectamente justificado, al contemplar el desarrollo de nuevos procesos tecnolégicos
que puedan dar solucidén a las diferentes fracciones residuales que contienen (pulpa,
azucares, agentes antioxidantes y aceites vegetales, entre otros), valorizando dichos
compuestos al darle una salida en nuevas formulaciones y preparados, ya que si no fuera

asi tendrian que ser eliminados como un residuo.

La valorizacién de las diferentes fracciones no sélo repercute en mejorar la
rentabilidad de las industrias procesadoras de frutas y vegetales, sino que, ademads, este
tipo de acciones basadas en el aprovechamiento integro de las frutas y vegetales ayuda
a reducir la contaminacién ambiental, mediante la minimizacion de los diferentes

residuos.

Esta accidn pretende proporcionar una vision mas amplia sobre las posibilidades
tecnoldgicas para el aprovechamiento de estos residuos y su posible transformacién en

productos de alto valor afiadido.

El objetivo global es el desarrollo de nuevos procesos tecnoldgicos que puedan
dar solucién al aprovechamiento de estos residuos y la valorizacion de los subproductos.
La consecucién del objetivo global implica, por tanto, alcanzar los siguientes objetivos

parciales:

+ Caracterizar las diferentes corrientes residuales generadas en la industria, con

posibilidad de aprovechamiento

+ Realizar una busqueda bibliografica sobre posibilidades y alternativas desde la
perspectiva ambiental como la sanitaria en la posibilidad de reutilizar estos

residuos
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4+ Desarrollar nuevos procesos tecnoldgicos con membranas para llevar a cabo el

aprovechamiento de estos productos

+ Identificar de forma fisicoquimica y microbioldgica cada una de las fracciones

susceptibles de ser valorizadas

+ Analizar la posibilidad de separar los azlicares mayoritarios presentes en los

citricos para obtener azucares de origen natural

+ Estudiar los nuevos procesos desarrollados desde la perspectiva de su viabilidad

técnica y econdmica mediante la realizacién de estudios de vida util

+ Elaborar un estudio in vivo doble ciego para determinar la existencia de

propiedades bioactivas en los nuevos productos desarrollados

4+ Realizar el seguimiento en la implantacién y desarrollo de estos productos y

procesos.

Para la consecucién de estos objetivos se actualizara la bibliografia disponible en
el equipo de trabajo de investigacion en relacidon con las diferentes alternativas de
valorizacién de estos residuos. A partir de este estudio, se llevaran a cabo la realizacién
de ensayos tanto en laboratorio, como en planta piloto, con el objetivo de obtener un
subproducto a partir del procesado del zumo de frutas. Se realizarad los diferentes
ensayos fisicoquimicos y microbioldgicos del producto. Se llevard a cabo estudios de vida
util. Se optimizard dicho proceso y se estudiard su posible aplicacion a diferentes tipos

de productos como zumos, smoothies y bebidas de zumo de frutas.

Como elemento diferenciador, se llevard a cabo la obtencién de extractos
concentrados clarificados con contenido reducido de azucares, y por tanto bajo
contenido calérico, mediante procesos de nanofiltracion. Ademas, mediante este tipo
de separacion de extractos azucarados se estudiard la obtencién de extractos ricos en
azucares de fruta. Para todos estos procesos se realizard la caracterizacion fisicoquimica
y ensayos microbioldgicos del producto. Ademas, se llevard a cabo estudios de vida util.
Se optimizara dicho proceso y se estudiard su posible aplicacién a diferentes tipos de

productos como zumos, refrescos, bebidas de zumo de frutas, entre otro
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2. Antecedentes

Una vez establecidos los objetivos, es necesario ahondar en la base cientifica y
tecnoldgica, revisando para ello, la literatura especializada. En el presente capitulo, se
centra en dar una visidon global de los citricos desde una perspectiva cientifica e
industrial. Por otro lado, se exponen las diferentes tecnologias de clarificacion aplicables
a zumos y concentrados. Finalmente, se pone de manifiesto la presencia de propiedades
bioactivas presentes en las diferentes corrientes y como realizar estudios de vida util
para determinar el tiempo que un producto conserva sus propiedades microbioldgicas

y organolépticas en unos niveles de maxima seguridad.
2.1. Los citricos

2.1.1. El origen de los citricos

El origen de los citricos procede del sureste asidtico, mas en concreto, en la zona
gue abarca la vertiente meridional del Himalaya hasta China meridional, Indochina,
Tailandia, Malasia e Indonesia (Maroto, 1998). Los primeros datos que se conocen datan
del 4000 a.C. que corresponde con Citrus Medica L. En el siglo XXIIl a.C. el emperador
Ta-Yu incluyd la entrega de dos citricos entre sus impuestos, dado el alto valor que se

atribuia a estas especies (Gonzalez-Sicilia, 1968).
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En la figura 2.1 se puede observar en naranja las areas de origen conocidas para
diferentes especies comerciales de citricos (Zaragoza et al., 2011). La historia de la

expansion de los citricos estd relacionada con la apertura de rutas comerciales y con las

conquistas de las diferentes civilizaciones (Jiménez y Zamora, 2010).

- l':
I AREAS DE ORIGEN l i‘

Figura 2.1. Mapa en el que se representan las diferentes dreas donde se originaron las
principales especies comerciales de citricos. C: cidro, L: limonero, LM: limero, M:

mandarino, NA: naranjo amargo, ND: naranja dulce, P: pomelo.

En los comienzos de la ruta de la seda, hacia el 310 a.C, se introdujo en Europa
los frutos y flores de los citricos por su especial aroma y sabor. A partir de este momento,

se extendid a lo largo y ancho del planeta (Rodriguez, 2008).

Los citricos tienen una larga historia en Espana, los primeros fueron introducidos
al final del Imperio Romano en la peninsula a principios del siglo V procedente de la
peninsula itdlica donde eran bien conocidos. Al principio se utilizaban con fines
medicinales y ornamentales. Mas tarde, entre los siglos XI y XllI los arabes introdujeron
el naranjo amargo y el limonero, a través de Africa procedente de Arabia (Agusti, 2003)
con fin culinario. No fue hasta la aparicién de la naranja dulce en el final del siglo XV
cuando se empezod a comer en fresco, traida por comerciantes italianos y portugueses,
y va al final del siglo XVIII se desarrollaron las plantaciones comerciales y las
exportaciones (Abad, 1984).

10
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El cultivo de mandarino (Citrus reticulata) se inicio a mediados del siglo XIX en
Castellon procedente de Palermo y Génova. Finalmente, a principios del Siglo XX llegé
una variedad de pomelo llamada “Marsh” que se importd desde los Estados Unidos

(Zaragoza, 1993).

En la primera mitad de siglo XX aumentaron las exportaciones de frutas en fresco
al norte de Europa, especialmente a Reino Unido. Este aumento hizo que se
desarrollaran las superficies de regadio y que aumentasen los precios. A nivel industrial,
favorecid la creacion de negocios alrededor de la exportacion: intermediarios, productos
fitosanitarios, maquinaria agricola especializada (Rosauro, 2016). En la actualidad
existen infinidad de citricos, como son la bergamota, yuzu, mano de buda, kumquat,

naranja roja, etc.
2.1.2. Importancia del sector

La industria agroalimentaria es uno de los sectores mas importantes en Espafia.
Representa en torno al 5.8 % del producto interior bruto (PIB) o un 11% si se incluye al
resto de la cadena de alimentacion, dando trabajo a mds de 2.5 millones de personas.
Ademas, es de los que mejor se comportan cuando hay crisis econdmica o pandémica

como las sufridas en 1929, 2009 o la actual debida al SARS-CoV-2.

Dentro del sector agroalimentario, los citricos son los arboles frutales mas
importantes del mundo, con una produccién anual superior a 102 millones de toneladas.
Se cultivan en mas de cien paises y en diferentes zonas climaticas desde la zona
templada, subtropical, tropical y ecuatorial. En una superficie que ronda las 7.5 millones

de hectareas.

Los principales paises productores a nivel mundial son Brasil, China, Estados
Unidos y México con cerca de 35 millones de toneladas producidas (FAO, 2012),
mientras que Espafia se encuentra en quinto lugary es el principal productor en la Unién
Europea (Daifressh, 2017) gracias a la calidad, diversificacidn varietal y una situacion
geografica estratégica (Alvarez, 2017). No todos los paises productores dedican sus
producciones al mismo fin, mientras que paises como Espafia apuesta por la exportacién
en fresco, con unos elevados estandares de calidad, debido principalmente al mejor
precio del producto y situandose como el principal exportador de citricos del mundo

(IVIA, 2015), Brasil utiliza su produccién mayoritariamente para industria de zumos y

11
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concentrados, mientras que Estados Unidos combina la produccién industrial con el

consumo interno en fresco.

En Espafia, el cultivo de citricos se centraliza en toda la cuenca mediterranea,
encontrandose el 60% en la Comunidad Valenciana, seguida de Andalucia con un 24% vy
Murcia con el 13% (Navarro, 2013). Es una fuente de riqueza para los habitantes de las
comarcas o regiones que los explotan comercialmente. A partir de la creacién de la
Estacién Naranjera de Levante que hoy se conoce como el Instituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias (IVIA), comenzé a estudiarse los citricos, profundizando en la
mejora del cultivo. El desarrollo de la citricultura en las ultimas décadas, tanto la
exportacion como la producciéon en Espafia viene dado por el ingreso en la Unién
Europea y el mercado comun. Se estima un aumento del consumo a medio-largo plazo

de entre 700 y 800 mil toneladas (Garcia, 2017).

En la figura 2.2, se muestra la distribucién de la plantacion de citricos para el afio
2018 en Espafia, donde la superficie cultivada supera las 330.000 hectdreas. Destaca las
plantaciones de naranjo dulce y mandarino frente al resto con un 47 y 37%,
respectivamente, aunque la tendencia en las nuevas plantaciones es la disminucién de

la naranja frente a la mandarina (Garcia, 2015).

Pomelo Otros

1% 0%
Naranjo dulce
‘ ' 47%
Mandarino

37% MNaranjo amargo
0%

Limonero
15%

Figura 2.2. Distribucion de la plantacion de citricos en Espafia para el afio 2018 (Fuente:
MAGRAMA).

La razén por la que se encuentra la naranja como principal citrico cultivado es

debido a la gran cantidad de variedades que existen durante casi todo el afio; aunque

12
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aproximadamente el 60% de la produccidn se recolecta entre los meses de diciembre a
abril (Murcia, 2010).

Como se ha comentado anteriormente, Espaiia tiene un gran potencial como
exportador en fresco, donde mas del 50% se destina a tal fin, esto es debido
principalmente a dos factores, el primero de ellos, es la envidiable tecnificacién del
sector logistico en el sureste espafiol que hace posible el envio de los citricos producidos
a cualquier parte de Europa en unos pocos dias y segundo, las cualidades que poseen
los citricos para la conservacion, logrando asi superar el transporte a cualquier parte del
planeta (Nieto et al., 2021). El consumo doméstico supone en torno al 20% y para la
industria se dedica aproximadamente otro 20% y el 10% restante son las pérdidas

ocasionadas por condiciones meteorolégicas o por los bajos precios del mercado.

En la tabla 2.1 se muestra la superficie plantada y la produccién del limén en las
principales comunidades auténomas productoras. Cabe destacar a la Region de Murcia
como maximo exponente del limdén espainol llegando casi a las 26 mil hectareas

plantadas y superando las 664 mil toneladas producidas.

Tabla 2.1. Superficie (hectdreas) y producciéon (toneladas) de limoneros por

comunidades para el afio 2018 (Fuente: MAGRAMA).

Comunidades

Superficie (hectareas) Produccidn (toneladas)

Auténomas
Galicia 182 6859
Cantabria 8 68
Pais Vasco 1 11
Cataluiia 28 129
Baleares 185 2161
C. Valenciana 12773 329020
R. de Murcia 25965 664157
Andalucia 6434 121739
Canarias 256 3200
Espafia 45832 1127509

13
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El cultivo del limonero es fuente de riqueza en la Regién de Murcia, es sindnimo
de calidad y fuente de salud. La importancia socioecondmica justifica cualquier estudio

o publicacién que aborde diferentes aspectos del mismo.

2.2. Clasificacion, composicion y propiedades bioactivas de los

citricos
2.2.1. Caracterizacion botanica y agrondmica de los citricos

La caracterizacidon taxondmica puede llegar a ser una tarea dificil en algunas
ocasiones, debido principalmente a la accion del hombre, que ha ido produciendo
hibridaciones alejando de la morfologia original la especie en cuestion, dando lugar a la
creacion de nuevas especies que no existian en el medio natural (Laguna, 1997; Laguna,
1998) o incluso a la extincidn de algunas variedades. Existen una variedad de tratados o
revisiones como las de Heywood y Zohary (1995), Phillips y Rix (1993) y Vaughan vy
Geissler (1997).

Los citricos pertenecen al orden Geraniales, familia Rutdceas, que contiene mas
de 1500 especies de plantas que crecen en climas templados y calidos. Dentro de la
familia de las Rutdceas, los citricos son las plantas mas conocidas, que se enmarcan en
el género Citrus (Weiss, 1997) aunque comunmente también se denominan con el
género citrus a especies de los géneros Fortunella y Poncirus, a estos tres géneros

conjuntamente se les conoce como agrios (Zaragoza et al., 2011).

Tomando como base la lista de 141 especies de citricos clasificada por Ortiz

(1985), los citricos mas comunes cultivados en el sureste espafol son:

Citrus sinensis (L.) Osbeck-> Naranjo (dulce)
Citrus aurantium L. = Naranjo (amargo)
Citrus limon (L.) Burm. Fil = Limonero
Citrus paradisi > Pomelo

Citrus reticulata=> Mandarino

-+ F £+ F

Citrus aurantifolia=> Limero
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2.2.2. Descripciodn fisica de los citricos

Los citricos se identifican por ser arboles de hoja perenne y una altura que podria
llegar a superar los diez metros. Las caracteristicas mas destacadas entre los citricos son

(Pefiaflores, 2017):

+ Cuentan con espinas como medio de autoprotecciéon, mds numerosas en
limoneros

+ La flor de azahar es la flor de los citricos. Tiene un aroma muy reconocido y su
color es blanco

+ Fruto en forma de baya modificada denominado hesperidio

+ Hojas lanceoladas, difieren en anchura, forma y tamafio. Es facil distinguir cual
es la especie que se esta observando

+ Los frutos pueden presentar mayor o menor cantidad de semillas, incluso

ausencia de éstas

El fruto de los citricos es muy usado en nuestra dieta mediterrdnea se llama

hesperidio, y consta de tres partes principales:

+ Epicarpo, también conocido como flavedo, es la parte mdas externa vy
comunmente se denomina corteza, aunque esta nomenclatura no es del todo
correcta. El epicarpo estd formado por células epidérmicas de color verde
cuando el fruto es inmaduro y amarillo, naranja, rosaceo o verde, segun la
especie, en la madurez

+ Mesocarpo o albedo, se encuentra debajo del epicarpo y antes del endocarpo,
es un tejido blanco esponjoso de células parenquimaticas

+ Endocarpo, es la regién mas interna y estd constituido por los l6culos o gajos. Los

|6culos contienen las vesiculas de zumo

La corteza se constituye por el epicarpo y el mesocarpo (flavedo y albedo).
Dentro del endocarpo se encuentran las semillas, aunque puede ocurrir que el fruto no

contenga semillas, algo cada vez mas demandado entre los consumidores.

En la figura 2.3, se muestra un ejemplo de las diferentes partes de un limén,

desde una visidn externa del fruto, dos secciones (longitudinal y transversal) donde se
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puede observar los carpelos, placenta y tricomas. Por ultimo, se detalla el interior y

exterior de una semilla.

Pediculo

Endocarpo

Mesocarpo

Pediculo —1

¢
“i Semilla
Epicarpio ; Tricomas
ronaceo i llenos de jugo
Glandula
oleosa
Restos del Restos del Placenta
estilo o estilo
VISION EXTERNA DEL SECCION LONGITUDINAL DEL
FRUTO FRUTO
Embrién Semilla
Hilo
|
Cotiledon M
VISTA EXTERIOR Y SECCION DE  SECCION TRANSVERSAL DEL FRUTO

LA SEMILLA

Figura 2.3. Partes del limdn, incluyendo vista externa del fruto, corte transversal y

longitudinal y vista de la semilla (Bedri, 2016).

2.2.3. Composicion quimica y propiedades bioactivas

Los citricos se caracterizan por tener unos compuestos quimicos muy variados:
azucares, acidos orgdnicos, minerales, vitaminas, compuesto fendlicos, fibra y aceites

esenciales entre otros. Se pueden exponer diferenciando entre la composiciéon quimica

y las propiedades bioactivas.

2.2.3.1. Azlcares

Del total de sélidos solubles, aproximadamente el 75% son azlcares. Los
principales azlcares presentes en naranja, limon, pomelo y mandarinas son glucosa,
fructosa y sacarosa. En la figura 2.4, se muestra una molécula de sacarosa formada

mediante enlace glucosidico por una molécula de glucosa y otra de fructosa. Estos
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azucares se van incrementando a lo largo que avanza la maduracion en el fruto y
dependen en gran medida de las condiciones de cultivo y meteoroldgicas. En un mismo
arbol, frutos del interior tendran concentraciones mds bajas de azucares que los
situados en el exterior, de igual modo ocurre con los frutos orientados al norte respecto
a los orientados al sur, incluso dentro de un mismo fruto la concentracion aumenta del

pedunculo al estilo.

CH,OH
CH,OH
O 0
OH HO
OH O CH,OH

Figura 2.4. Molécula de sacarosa compuesta por glucosa y fructosa.

Conocer la relacidon entre la glucosa y la fructosa, cantidad de sacarosa y el
extracto libre de azlcar puede servir de gran utilidad en la deteccién de adulteraciones
en zumos ya que una desviacion de la relaciéon glucosa/fructosa puede indicar indicios
de que se han utilizado otros origenes. Por ejemplo, en Argentina o Brasil valores
elevados en la concentracién de sacarosa pueden indicar adicion de azucar o
proporciones bajas frente al resto de azulcares pueden dar indicios de adiccién de

jarabes de glucosa-fructosa.
2.2.3.2. Acidos orgénicos

Los acidos junto con los azUcares caracterizan organolépticamente a los citricos,
dandoles un matiz caracteristico e incluso ocultando algunos defectos producidos
durante el procesado. Desempefian un importante papel frente a los hongos y pueden
alcanzar en el caso de las limas y limones hasta el 60-70% del total de sélido solubles.
Los acidos mads importantes son el citrico, ascérbico y malico, aunque también existen
en menor proporcidn el oxalico, lactico, tartarico, succinico entre otros. El acido citrico

mostrado en la figura 2.5, supone mas del 75% del total de acidez.
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HO OH
OH

Figura 2.5. Molécula del acido citrico.

En naranja, pomelos y mandarinos, la concentracién de los acidos presentes
aumenta conformen se desarrolla el fruto, manteniéndose constantes hasta la
maduracion que disminuyen. Para las naranjas, la madurez va relacionada intimamente
con la ratio, que es el cociente entre los grados brix y el porcentaje de acidez que

determina el comienzo de recogida de los frutos.

Cabe mencionar la importancia del acido ascérbico, ya que actia como
antioxidante del sabory el color en muchos alimentos y se puede obtener de los citricos.
Comunmente se conoce como Vitamina C y posee propiedades beneficiosas para la
salud, aunque se degrada con facilidad por la acciéon del calor (procesos de
pasteurizacion) y por la accion del tiempo. Dentro del fruto varia segin la zona teniendo
una mayor concentracién en la zona central y peduncular frente a la exterior préxima a
la corteza y al estilar. En cuanto a las diferencias en la distribucién en un mismo arbol,
los frutos situados en la cara sur y en las zonas altas tendran una mayor cantidad de

acido ascoérbico frente a la cara norte y zonas bajas.
2.2.3.3. Compuestos fendlicos

Los flavonoides son los compuestos mayoritarios en los citricos, son uno de los
grupos mas extendidos de metabolitos secundarios de las plantas (Robards et al., 1999)
y poseen un esqueleto que estd compuesto por dos anillos aromaticos. A su vez, los
flavonoides se pueden clasificar en tres grupos: flavanonas, flavonas y flavonoles

(Benavente-Garcia et al., 1997).

Las flavanonas mds abundantes en citricos son: hesperidina, eriocitrina,
naringina, cuyas estructuras se presentan en la figura 2.6. En los ultimos afios, estos
compuestos han sido ampliamente estudiados por sus importantes propiedades, su
potencialidad farmacolégica y como posibles marcadores taxonédmicos. La hesperidina

se presenta en pequefias particulas blancas y suele clasificarse como un defecto visual
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en zumos y concentrados, donde puede aparecer por ciclos largos de procesado en
limones, naranjas y mandarinas. La naringina por su parte, es el flavonoide caracteristico
de los pomelos y le otorga ese amargor propio e inconfundible. Ademas, la medicién y
cuantificacién de estos compuestos puede ser de gran utilidad para determinar la

contaminacién entre especies, o lo que es lo mismo la adulteracion.

"’c oRutinosa 9'"‘:05"'05 Neohesperldosa glicésido

Agliconas
. oc":
HO":c
Ho R oil O Hesperldina oHl
OH o Hesperitina HO Nenhesperidina
R 4 O
OH oHl ono N,
Rutinosa } 0
"o AL
OH
oit ol O Narirutina o 0
llo 0 OH O Naringina (toronja)
o Naringenina 1o nc
l:C
’nﬁ\ OH o
'b-%\?/ oH oM o CH 0 OoH
oH o o ° "o A ol
o 10 22 0,0
Neohesperidosa it ::Ec
HO 10
o o HOI.;:C CH O o Neoeriocitrina
Eriodictiol 0 Eriocitrina (limén)
10 ol
ST Ty :‘:ka:\&' oci,
HO 0 “%SL‘;\A_o PO A 2
ol H,C
ol © Didimina OH O ol oH 0

Isosakuranetina POI'"-‘:‘"“?

Figura 2.6. Formas agliconas y glicésidos de las flavanonas presentes en los citricos (De

la Rosa-Hernandez et al., 2016).
2.2.3.4. Otros compuestos presentes en los citricos

Ademas de los compuestos mencionados en los apartados anteriores, existen

otros en diferentes proporciones:

+ El agua estd presente como el componente mayoritario, oscilando entre el 80-

90%, varia segun el grado de madurez y las condiciones meteoroldgicas
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4+ Las sales minerales estdn presentes en pequefias cantidades destacando las
sales potasicas y calcicas. Ademads, éstas contienen sodio, fésforo, hierro y
magnesio (Kimball, 2002)

4+ Todos los miembros del género Citrus contienen aromas caracteristicos
(Gergensen y Ledn, 1999), presentes como aceites esenciales

4+ Los compuestos nitrogenados estan presentes como proteinas, péptidos,
aminas y aminoacidos y su valor es maximo en la maduracién. Aunque el
contenido en proteinas es bajo en los frutos, son importantes en las estructuras
celulares y en las enzimas implicadas en el metabolismo de los frutos. En cuanto
a los aminoacidos, la arginina y la prolina son los que estdn en mayor
concentraciéon

+ Las pectinas, lignina, hemicelulosa y celulosa componen las fibras presentes en
los citricos, mayoritariamente en la piel de los frutos, de donde en la industria
de obtencién de pectinas se utiliza como materia prima pieles de naranja
principalmente

+ Los pigmentos, son los elementos que producen la coloracion particular de cada
variedad, la clorofila les aporta el verde inmaduro y los carotenoides las

tonalidades amarillas y rojas.

En la tabla 2.2 se muestran las cantidades de los componentes mas relevantes de los

citricos.
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Tabla 2.2. Principales componentes presentes en los citricos (Olmos, 1999).

\ETELIE] Mandarina Pomelo
Agua (g/100g) 87.1 90.1 87.0 88.4
Proteinas (g/100g) 1.0 1.1 0.8 0.7
Lipidos (g/100g) 0.20 0.03 0.20 0.10
Carbohidratos (g/100g) 12.2 8.2 11.6 9.8
Calorias (kcal/100g) 49 27 46 39
Vitamina C (g/100g) 50 45 31 40
Vitamina A (1U) 190-310 20 420 80
Vitamina B1 (mg/100g) 0.10 0.00 0.07 0.04
Vitamina B6 (mg/100g) 0.03 0.04 0.06 0.02
Sodio (mg/100g) 2.9 6.0 2.0 2.0
Potasio (mg/100g) 197 148 110 198
Magnesio (mg/100g) 12.9 9.0 11.0 10.0
Calcio (mg/100g) 45.1 26.0 40.0 17.0
Fosforo (mg/100g) 23.7 8.0 15.0 15.0
Hierro (mg/100g) 0.33 0.40 <0.50 <0.50
Acido Citrico (mg/100g) 980 3840 580 1460

2.2.3.5. Propiedades bioactivas

Actualmente, el binomio alimentacidn-medicina es considerado esencial por
parte de la comunidad cientifica y cada vez mas por el publico en general. El concepto
de alimento funcional que surgié en los afos 80 en Japén, para ahorrar costes en los
seguros médicos, en la actualidad se encuentra ampliamente extendido y queda
demostrado que un mayor nimero de personas se encuentran concienciadas en que
una buena alimentacion es fuente de salud. Por lo tanto, cada vez mas se apuesta por
intentar evitar los alimentos ultraprocesados y sustituirlos por alimentos naturales de
origen vegetal y suplementos prebidticos y probidticos. Aqui entran los diferentes
estudios que presentan los beneficios de los alimentos funcionales como son prevenir o
retardar las enfermedades crénicas, el envejecimiento, las defensas bioldgicas, entre

otras.




2. Antecedentes

Las campanas de publicidad estdn cada vez mas orientadas a explicar las
propiedades fisioldgicas beneficiosas para la salud del alimento en cuestion, en vez del
concepto tradicional de que un alimento es bueno si da energia. Esto esta facilitando la
aparicidon de nuevos productos en el mercado y una expansion del [+D+i en el sector

agroalimentario.

Historicamente a los citricos se les ha atribuido buenas propiedades, en mayor
medida al contenido en vitamina C en la prevencién del escorbuto, debido a numerosos
estudios recientes se puede considerar a los flavonoides como constituyentes de
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antialérgicas, antivirales, antimutagénicas

y anticarcinogénicas (Proteggente et al., 2002; Wilmsen et al., 2005).

De entre sus actuaciones dentro del organismo, destaca la limitacién de la accidn
de los radicales libres, reduciendo el riesgo de cancer y enfermedades cardiacas, pero
como vieron Silberberg et al. (2006), comprender la biodisponibilidad, el transporte y el
metabolismo de los flavonoides es un requisito previo para entender cémo protegeran
o cuales serdn sus efectos protectores sobre el organismo. En la actualidad, pese a que
la produccién de citricos sea para la exportacién, el consumo en fresco o en la industria
de procesado de zumos y concentrados, existen pequeiias plantaciones que por las
peculiaridades del metabolismo secundario del género Citrus y su contenido en

flavonoides se estan orientando al uso farmacoldgico y su aprovechamiento industrial.

En este sentido, los flavonoides son utilizados como aditivos con multiples
funciones en la industria agroalimentaria, ademas de servir como saborizante, actividad
antioxidante y proteccion de la peroxidaciéon. En el fruto o zumo exprimido estos
compuestos protegen de la oxidacidn y de los cambios que puedan verse afectados,

como es el perfil organoléptico, ya que protegen la calidad de los alimentos.
2.3 Productos y subproductos en el procesado de citricos

En la industria en general, no siendo una excepcidn la industria del procesado de
citricos, se intenta obtener el maximo numero de productos a partir de la fruta
manteniendo siempre una alta calidad. Para ello, los productos y subproductos
(Products & By-Products), también llamados productos primarios y productos

secundarios se pueden clasificar en:
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2.3.1. Productos primarios

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisidon General de
Doctorado de fecha 20/01/2022

Fruta en fresco. Entre los tratamientos que recibe destaca: inspeccion visual,
lavado, encerado y empaquetado (packaging)

Zumo. Se puede dividir en dos corrientes FC y NFC. FC son las siglas en inglés de
From Concentrate y NFC proviene de Not From Concentrate. Como ventaja el FC
reduce costes de transporte y almacenamiento otorgando una mayor
durabilidad. En la figura 2.7 y en la figura 2.8 se presentan los esquemas de

obtencién de zumo y concentrado

2.3.2. Productos secundarios

Comminute. Es un producto destacado en Reino Unido. Se obtiene moliendo
fruta entera o por mezcla de zumo concentrado con piel triturada. Se utiliza en
bebidas de frutas puesto que tiene un intenso sabor y una gran cantidad de
aromas y aceites esenciales por ese contenido de corteza presente. Esta
propiedad le ofrece una gran ventaja competitiva frente a otros productos ya
que habitualmente no se utiliza en un 100%, sino que es mezclado en bebidas
refrescantes con jarabes, colorantes, estabilizantes o edulcorantes

Celdillas. También se conoce como pulpa, son vesiculas o pequefios gajos llenos
de zumo presentes en el interior del fruto. Su utilizacién se debe a que al ser
afadida en el producto final da una apariencia de natural y mejora la sensacion
en boca, conocido como “mouthfeel”

Pulp Wash. También conocido como “WESOS” de las siglas en inglés de Water
Extracted Soluble Orange Solids. Se utiliza como un agente enturbiante en
bebidas de frutas proporcionando también cuerpo y sensaciéon en boca. Su
obtencidn es a partir de los residuos pulposos generados en la extraccion
Aceites, esencias y limoneno. Se obtienen a partir de la piel. Se vende
normalmente a empresas que fabrican aromas ya que se puede utilizar en
multitud de industrias como alimentacién y bebidas, cosmética y productos
quimicos. Estos productos se obtienen en diferentes momentos del proceso,

tanto en la extraccion como una posterior recuperacion durante la evaporacién
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#+ Peel extract. Este producto es el objeto de estudio en la presente Tesis y de
busqueda de sus propiedades funcionales, asi como un mayor aprovechamiento
en diferentes tipos de bebidas y preparados. El “Peel extract” se obtiene
mediante una maceracion de las pieles de los citricos en presencia de enzima y
agua (extraccidn enzimatica). Dentro de sus usos actuales, destaca como agente
enturbiante para la industria de refrescos. Ademds, como se puede evaporar el

agua, facilita su transporte y conservacién, ahorrando costes de almacenamiento

En la figura 2.9 se muestra un esquema sobre las cantidades de productos
obtenidos a partir de una tonelada de naranjas. En ella, se observa que por cada
tonelada de fruta se obtienen 553 kg de zumo o 100 kg aproximados de concentrado de
naranja a 65 grados brix. Estos datos difieren seglin la variedad, condiciones
climatolégicas o estado de la fruta. Para otras frutas (limén, pomelo, mandarina) estos

valores también son diferentes.

Y

1000 kg 553 kg

Piel, bagazo y semillas 413 kg Agua evaporada 452 kg

Figura 2.9. Productos obtenidos a partir de una tonelada de naranjas. Fuente: The

Orange Book. Tetrapak.

En la figura anterior se muestra a la izquierda las cantidades que se obtiene a
partir de la extraccion y a la derecha las cantidades obtenidas tras concentrar el zumo.
Si nos fijamos en la parte de la extraccion, el 41.3% son desechos que no se
aprovecharian si lo que buscamos es obtener zumo solamente. Estos residuos
corresponden a piel, bagazo y semillas con algo de zumo impregnado. Por su alto

contenido en materia organica, agua y azucares es facilmente fermentable y representa
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|ll

un problema de gestidn de residuos en la industria. Gracias a la concienciacién del “zero
waste”, en las Ultimas décadas se han desarrollado procesos para poder valorizar estas
corrientes para que se integren en el proceso como un producto mas, disminuyendo el
impacto ambiental de los residuos generados a la par de conseguir un beneficio

econdmico por el uso como ingrediente en la industria alimentaria.

Los residuos generados en la industria citrica poseen un alto valor energético,
dada su elevada concentracion de carbohidratos. El uso mas comun es destinar estos
residuos a la alimentacién animal o fertilizantes. Este uso no es del todo facil, ya que los
animales jévenes son mas reticentes y en general debe estar acostumbrados a un
consumo regular cosa que no es posible en los meses de verano. Ademas, el transporte
se ve condicionado a la lejania entre las granjas y las empresas citricas y al peso en agua
gue contienen. Otra desventaja es el poder corrosivo de los acidos presentes que
pueden deteriorar metales y cemento. Otro uso mas reciente es conseguir que la piel y
pulpa sobrante con alto contenido en fibra (insoluble) pase a estar mas disponible como
soluble mediante extrusiéon para asi, valorizar este subproducto. Por ultimo, otras rutas
de valorizaciéon se ven limitadas por el alto coste de secado que imposibilitan su

desarrollo e inversion.

El fin es conseguir productos con alto valor aifadido, partiendo de subproductos
del procesado de la fruta y la necesidad de elaborar bebidas sin el uso de azlcar de cafia
o de remolacha de acuerdo con las directrices actuales que marca la unién europea. Por
norma general cualquier subproducto de la industria citrica contiene un alto contenido
en fibra dietética, polifenoles, carotenoides y vitamina C. Entre los productos que se
quiere comercializar se encuentra: bebidas a partir de azlcares procedentes de la fruta,
eliminando el uso de otros tipos de azlcar, smoothies, concentrados con propiedades

funcionales, entre otros.

Para la obtencidn de estos productos, en la presente Tesis se utiliza como
tecnologia emergente e innovadora, procesos de clarificacion mediante membranas de
diferentes tamafios de corte molecular como via para la valorizacion de estos
subproductos y para la obtencién de ingredientes funcionales que sean materia prima

en bebidas y formulaciones.
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2.4. Clarificacion de subproductos

La clarificacidon en la industria alimentaria se utilizada con asiduidad y existen
grandes avances en este sentido. En la presente Tesis se quiere dar un paso mas
aplicando esta tecnologia a los residuos, como idea innovadora del aprovechamiento
integro del proceso. Actualmente los dos tipos de clarificacion mas usados son la

clarificacion mediante tratamientos enzimaticos y mediante membranas.
2.4.1. Clarificacion mediante tratamiento enzimatico

Los zumos de frutas y vegetales poseen una gran aceptacion en el mercado
debido a sus propiedades funcionales y a sus beneficios en la salud humana. No
obstante, en el aspecto visual de la aplicacion final se puede diferenciar dos grandes
grupos: productos ‘cloudy’ y productos ‘clear’. En la figura 2.10, se puede observar la
diferencia entre ambos tipos de productos, a la izquierda un zumo de naranja estandar

y a la derecha un zumo de naranja clarificado.

Figura 2.10. Comparativa entre un zumo turbio y otro clarificado.

Para la obtencién de los productos ‘clear existen tres vias principalmente
generalizadas en el mercado: filtracién mediante membranas, utilizacidon de enzimas y
procesos basados en la combinacién de ambas. Por lo general, cuando se aplica la
combinacidén de ambas técnicas, se utilizan primero las enzimas para degradar las
particulas coloidales y a continuacién, la filtracion por membranas por lo que se
disminuye el ensuciamiento producido en la superficie de la membrana y se frena el
descenso del flujo (Maktouf et al., 2014).
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La turbidez de los zumos naturales de frutas es debida a la existencia de
componentes como hemicelulosas, almidén y pectinas. Por ejemplo, las manzanas
inmaduras contienen un 15% de almiddn. La realizacidén de un proceso de centrifugacion
antes de la clarificacion puede eliminar alrededor del 10% de ese almiddn, aunque aun
queda un 5% restante (Utami et al., 2016). Por lo tanto, la degradacién de esos
componentes con una enzima apropiada puede promover su clarificacion, sus
caracteristicas sensoriales y su tiempo de almacenamiento (Shahrestani et al., 2016).
Los tratamientos enzimdticos efectivamente degradan polisacdridos, reducen la
viscosidad, turbidez y valores de absorbancia e incrementan la recuperacién del zumo,

los sdlidos totales disueltos y la luminosidad (Saxena et al., 2014).

Las enzimas son proteinas catalizadoras de las reacciones bioquimicas. Una de
las propiedades fundamentales de las enzimas en relacién con su actividad catalitica es
su especificidad, esta es una consecuencia de la afinidad de la enzima por su sustrato,

que resulta en la acomodacién del mismo en su centro activo (Pefia et al., 2004).

En términos generales, todos los nombres de las enzimas terminan en asa,
llevando como primera parte del nombre el del sustrato sobre el cual actian, y en
algunos casos el del tipo de reaccién que catalizan. Como, por ejemplo, las pectinasas

que actuan sobre las pectinas.
Los principales factores que afectan a la actividad enzimatica son:

+ Efecto de la temperatura
Efecto de las radiaciones

-

+ Efecto de la humedad

+ Efecto del pHy de la fuerza iénica
+

Centro activo y especificidad enzimatica

Las enzimas son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria. De entre sus
usos destaca la industria del vino (Rincén-Torres, 2007). Pero también se utiliza y existen
numerosos estudios en la clarificacion de otro tipo de jugos como: cactus (Padrén y
Moreno, 2010), maracuyd (Santamaria et al., 2000), membrillo (Zegarra, 2000), manzana
(Herrero et al., 2010), limén (Maktouf et al., 2014), kiwi (Cassano et al., 2007), naranja
(Widowati et al., 2017; Utami et al., 2016) y sandia (Saxena et al., 2014).
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Las principales enzimas que intervienen en el procesamiento de frutas vy
vegetales son las enzimas pécticas o pectinasas, siendo el 75% de las ventas globales de
enzimas en la industria alimentaria (Anuradha et al., 2014). Su uso juega un papel
importante en la mejora de la calidad de los productos, aumentando la tasa de
extraccidn y clarificacidn de ciertos zumos de frutas, asi como en la extraccidon de aceites
vegetales como el aceite de oliva, la estabilizacién de los productos y la mejora del sabor

(Dominguez et al., 1994; Sieiro et al., 2012).

El término pectinasas o enzimas pectoliticas concierne sélo a las enzimas que
degradan la parte galacturdnicas de estas sustancias: comprende dos grupos, aquéllas
que desesterifican los residuos metilados del acido galacturénico y aquéllos que
degradan los enlaces (1-4) entre los residuos de dicho acido. La mayor parte de las
preparaciones pectoliticas comerciales son obtenidas a partir de cultivos en superficie o
sumergidos de Aspergillus niger. Estas contienen, en proporcién variable,
endopoligalacturonasa, exopoligalacturonasa, pectinestereasa y endopectinliasa
(Zegarra, 2000). La despectinizacion de zumos de frutas mediante el uso de pectinasas
ha sido descrita como una alternativa eficiente para reducir la turbidez en muchos
estudios (Kashyap et al., 2001; Landbo et al., 2007; Vaillant et al., 1999). Un tipo de
enzima que es capaz de romper el almidén es la amilasa. Esta enzima degrada el almidén

y los polimeros relacionados con el rendimiento del producto (Utami et al., 2016).

Existe un incremento en el interés de la inmovilizaciéon de pectinasas para la
clarificacion y despectinizacién de zumos de frutas aplicando una amplia variedad de
soportes y métodos. (Alkorta et al., 1996). Una exigencia en los procesos de
inmovilizacion es que los soportes utilizados para las aplicaciones deben mantener un
alto nivel de actividad enzimatica y prevenir una posible lixiviacion durante la reaccion

(Lei y Bi, 2007).

En la tabla 2.3, se pueden observar las diferencias de turbidez obtenidas entre
enzimas inmovilizadas y libres estudiadas por Shahrestani et al. (2016) en tres tipos de
zumos de frutas (naranja, pifia y manzana). Ademas, se incluye también la comparativa

entre diferentes tiempos de incubacion (0-300 minutos).
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Tabla 2.3. Comparativa entre la turbidez de diferentes zumos con enzimas libres e

inmovilizadas dependiendo del tiempo de incubacion.

. Turbidez zumo de Turbidez zumo de Turbidez zumo de
Tiempo de

naranja (%) pifia (%) manzana (%)

incubacion

(min)

0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0 100.0
30 94.1 93.6 91.7 94.8 82.5 89.0
60 88.0 83.3 84.3 87.7 74.8 83.0
90 82.6 80.6 79.0 83.0 70.0 78.0
120 73.7 77.4 71.2 76.6 65.0 72.4
180 65.6 69.8 62.6 71.0 60.3 67.5
240 60.0 65.0 54.0 65.2 57.0 63.0
300 52.8 62.2 47.4 60.0 53.3 61.3

F- Enzima libre, |- Enzima inmovilizada

Para determinar el grado de efectividad del tratamiento de clarificacién se
pueden medir diferentes parametros: porcentaje de transmitancia, absorbancia,
reduccidn de azucares (Sassi et al., 2016) y turbidez (NTU). Cabe destacar que una misma
enzima en las mismas condiciones de trabajo de temperatura, tiempo de incubacién o
dosificacién, no se comporta de igual manera en diferentes zumos de frutas, ya que
existen otros factores como el pH, acidos organicos o la cantidad de pectinas presentes

en cada zumo.

2.4.2. Tecnologia de filtracion mediante membranas

Los procesos de filtracion mediante membranas poseen diferentes ventajas:
bajos requerimientos de energia, alta eficiencia de separacion, facil escalado (cambio de
escala), operacion simple, alta produccion en términos de flujos de permeado y ausencia
de fase de transicion. En conjunto, estas ventajas facilitan la recuperacién de productos
de alto valor afadido (Cassano et al., 2014). Por estas razones estos procesos han sido

aplicados en diferentes escalas, desde la escala macroscépica como es el pretratamiento
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de corrientes (microfiltracién) o como técnica de aislamiento y purificacion

(ultrafiltracién y nanofiltracion).

Tradicionalmente los procesos de membrana tales como microfiltracion (MF),
ultrafiltracion (UF) y nanofiltraciéon (NF) utilizan una presién transmembrana como
fuerza impulsora. En la figura 2.11 se muestra una clasificacion de estos procesos y su
capacidad para separar la corriente de alimentacion en dos nuevas corrientes

(permeado y rechazo) usando una barrera (membrana).

Microfiltracion Ultrafiltracion

Particulas en suspensidn Macro y micromoléculas

\\\\/ N\ \

Membrana | [ Membrana |
Macro y micromoléculas \
Agua Agua
Compuestos de alto valor afiadido Compuestos de alto valor afiadido

Nanofiltracion

Alto peso molecular lones multivalentes

\V\/

Membrana |

Microfiltracién: 10 - 10000 nm
Agua Ultrafiltracion: 2 - 100 nm
Nanofiltracién: 0.5 -2 nm

Solutos de bajo peso molecular

Figura 2.11. Esquema de las tecnologias de microfiltracion, ultrafiltraciéon vy

nanofiltracion (Castro-Mufioz et al., 2016).

La eficiencia de separacién de estas metodologias depende de un gran nimero
de factores: composicién fisicoquimica de la disolucién de partida (tipo, peso, polaridad,
carga del soluto), parametros de operacion (velocidad de flujo, presion transmembrana,
flujo de permeado) y de las caracteristicas de la membrana (material de la membrana,

configuracion del médulo de separacion, tamafio de poro).
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De entre las caracteristicas que diferencian a los distintos procesos de MF, UF y
NF, el tamafio de poro de la membrana es el que juega un papel primordial en el proceso
de separacion. En la figura 2.12 se muestra un esquema de la clasificacion de las
membranas en funcién de su tamafio de corte molecular (MWCO) (Castro-Mufioz et al.,
2016).

Microfiltracion Ultrafiltracion Nanofiltracion

Mddulo plano, Mddulo plano, fibra Médulo plano, fibra
fibra hueca hueca, mdédulo en hueca, mdédulo en
espiral, tubular espiral, tubular

Alfa Laval, Membranas PCl, Dow Filmtec, Hydranautics, Koch Membrane Systems,
Mycrodyn-Nadyr, GE Osmonics, Membrane Extraction Technology, SolSep BV

Materiales

Polisulfona, Polietersulfona, Fluoropolimeros, Poliamida, Poliamida compuesta,
Polisulfona compuesta, Polidimetilsiloxano,Ceramica, Celulosa, Capa fina

Figura 2.12. Clasificacidn de los procesos convencionales de membrana en funcién del

tamarfio de corte molecular (Castro-Mufioz et al., 2016).

La tecnologia de membranas se ha aplicado en dos grandes campos: uno para la
clarificacion y concentracion de los zumos procedentes de citricos y, en la actualidad, en
el aprovechamiento de diferentes subproductos procedentes de los citricos para
obtener nuevos productos de alto valor afiadido como son los polifenoles, antocianinas

y flavonoides. En la figura 2.13 se muestra un esquema general del proceso.
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Tecnologia de
membranas

Clarificacion y Obtencién de productos de
concentracidn de zumos alto valor afiadido

|
v y

antocianinas flavonoides

i)

: }
- bergamota

Figura 2.13. Esquema general de la aplicacién de la tecnologia de membranas en el

tratamiento de citricos (Elaboracién propia).

La tecnologia de membranas surge como sustitucion de los procesos
tradicionales de clarificacién y concentracién de zumos, dado que estos procesos
requieren menor potencia (energia), reducen los costes de operacién y operan a
temperatura ambiente. Las ventajas de estos procesos de membrana sobre los métodos
tradicionales son poder trabajar con el producto a menor temperatura, (mejora la
estabilidad térmica), el incremento de la retencién del aroma, su menor consumo de
energia y menor coste de equipamiento. La concentracidén de zumos de citricos no sélo
suministra estabilidad microbiolégica, ademas permite economia en el envasado y
distribucién del producto acabado debido a la reduccién del peso y volumen
aumentando la calidad del zumo debido al efecto del tratamiento de la membrana

(Bhattacharjee et al., 2017).

Las ventajas potenciales de los procesos de MF y UF sobre los procesos
convencionales de filtracién son obvias, dado que obtiene un producto de mejor calidad

con bajo consumo energético (Urosevic et al., 2017).

Diferentes autores han encontrado que los tratamientos de microfiltracién y

ultrafiltracion aplicados sobre el zumo de naranja podian obtener un zumo clarificado
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en el cual se habian eliminado los sélidos en suspensidn, y habian quedado retenidos la
mayoria de los sdlidos solubles y acidos (Pagliero et al., 2011; Toker et al., 2014),
resultados muy parecidos fueron encontrados por Casano (2007) con el afiadido de que
los polifenoles eran bien preservados en el zumo clarificado. Los estudios de Toker et al.
(2014) pusieron de manifiesto que el acido ascérbico y el contenido en fenoles en el
zumo de naranja clarificado fue alto para un tamafo de corte molecular (MWCO) de las
membranas elevado, por lo que se pueden obtener productos con elevada actividad
antioxidante total, siendo éstos muy bien recibidos por el mercado, dado que éstos
compuestos reducen el riesgo relacionado con los radicales libres y el peligro asociado
a un gran numero de enfermedades. Por otro lado, Saura et al. (2012) observaron que
la filtracién tangencial en la produccion de zumo de limén clarificado no reduce la

calidad sensorial del producto.

Galaverna et al. (2008) evaluaron los cambios de algunas propiedades fisico-
guimicas durante los procesos integrados de membrana aplicados a diferentes zumos
entre los que se encontraba el zumo de naranja sanguina (roja), estos autores
encontraron una disminucién del contenido de actividad total antioxidante del 15-20%,
pero tan solo el 15% de la reduccion de la actividad total antioxidante fue encontrada
en el zumo de naranja sanguina, el concentrado retuvo el color rojo brillante y el
agradable aroma. Segun el estudio realizado, el proceso de ésmosis inversa produjo un
concentrado de zumo de naranja con alto porcentaje en sélidos solubles y vitamina C, el
cual mostré una tendencia de aumento de la concentracién con el aumento de la
presioén. El concentrado mediante dsmosis inversa conservd el aroma del zumo de forma
muy diferente, respecto al concentrado obtenido por evaporacién térmica (Jesus et al.,

2007). Estos resultados se muestran en la tabla 2.4.
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Tabla 2.4. Evaluacién de las propiedades fisicoquimicas del zumo de naranja inicial y el

concentrado de zumo obtenido a diferentes presiones (Jesus et al., 2007).

Zumo de la
Zumo concentrado

primera etapa

Parametros Alimentacién 20bar 40bar 60 bar
pH 4.2 4.1 4.3 4.3
Acidez (%) 0.4 1.0 1.4 1.8
Soélidos solubles (grados
8.2 16.0 28.5 35.7
brix)

Contenido en pulpa (% v/v) 3.4 4.9 22.5 28.7
Viscosidad (mPa-s) 1.5 2.3 5.3 10.3
Vitamina C (mg ac.

29.3 53.9 82.7 101.1
Ascérbico/100 g)
Luminosidad 14.4 11.0 7.9 7.7
d Hunter 1.0 3.0 5.2 5.8
b Hunter 9.9 7.0 4.4 4.3

Luminosidad (0 = negro y 100 = blanco)
a (-80 hasta 0 = verde, desde 0 a 100 = rojo); b (-100 hasta 0= azul, desde 0 a +70 = amarillo)

Mirsaeedghazi y Eman-Djomed (2017), obtuvieron de forma exitosa un zumo de
naranja amarga clarificado usando un proceso de microfiltracion, llegando a eliminar

mas de un 98% de turbidez.

La aplicacién de ultrafiltracion al zumo de limén causé una notable reduccién en
la turbidez (99%) y viscosidad (98%), ademas obtuvo un alto nivel de clarificacién

(Maktouf et al., 2014).

Estos autores estudiaron diferentes fracciones voldatiles y encontraron un
rechazo selectivo de hidrocarburos terpénicos, la fraccién mas abundante. Este proceso
de desterpenificacion es de vital importancia debido a las caracteristicas negativas de
los hidrocarburos terpénicos cuando se utilizan en la aromatizacion de los diferentes
tipos de alimentos, por ejemplo, éstos no son solubles en agua y se acumulan en

pequefiias gotas en la superficie de las bebidas del liquido preservado.
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El permeado del zumo de limén clarificado mediante microfiltraciéon presenté
unos valores de acidez, pH y sdlidos totales solubles comparables con los del limén

fresco sin tratar (Espamer et al., 2006; Chornomaz et al., 2013).

Echavarria et al. (2012) estudiaron el proceso de ultrafiltracién del procesado del
zumo de mandarina a través de un médulo de membrana tubular de polisulfona (8 kDa)
y posterior concentrado mediante ésmosis inversa en un médulo tubular de poliamida
de capa fina (del 99% de rechazo de NaCl), con un area de 0.9 m?. Ademds, con el
objetivo de obtener mayores flujos de permeado, la alimentacion fue previamente

tratada con una enzima pectolitica comercial.

Realizaron el seguimiento del proceso analizando los siguientes parametros:
flujo de permeado, sélidos solubles, viscosidad, densidad, pH, acidez, indice de formol,
almidon, contenido en pulpa, color y presencia de pectina. El uso de enzimas pectoliticas
produjo un incremento en el flujo de permeado de aproximadamente un 40%,
conservando las propiedades del zumo inicial. Los resultados mostraron que el zumo de
mandarina tuvo menores problemas de ensuciamiento de la membrana (fouling)
comparado con otros zumos (melocotén, pera y manzana), siendo su valor de
aproximadamente de 0.25. Ademads, obtuvieron un factor de concentracidon de volumen

de 1.49 mediante 6smosis inversa.

Los estudios realizados por Maktouf et al. (2014) en los que el zumo de limén fue
tratado con pectinasa de Penicillium occitanis a diferentes concentraciones de enzima
(0-1200 U/L), distintas temperaturas (25-50 °C) y tiempos de incubacion (0-90 minutos),
evaluaron el efecto de estos tratamientos enzimaticos sobre la viscosidad del zumo.
Estos autores encontraron que las condiciones dptimas del tratamiento fueron, una
concentracion de enzima de 600 U/L, 30 °C de temperatura y 45 minutos de tiempo de
incubacién. En estas condiciones llegaron a una reduccion de la viscosidad del 77 % vy
una reduccién de la turbidez del 47 %. El tratamiento enzimatico se complementd
mediante una membrana de ultrafiltracion de 15 kDa de corte molecular (MWCO). Los
resultados del analisis del zumo clarificado indicaron que la eliminacién previa de la
pectina de forma enzimatica permitid obtener mayores flujos de permeado y un zumo

de mayor calidad. El zumo de limén obtenido fue estable y de apariencia clara.

El estudio microbiolégico mostré que el zumo de limén estaba libre de
microorganismos aerobios, mohos, enterobacterias y coliformes, y fue

microbioldgicamente estable al almacenamiento durante 3 meses. Los resultados
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sugieren que el tratamiento enzimatico acoplado a la ultrafiltracion puede ser usado en

la produccién del zumo de limén con un elevado valor comercial.

La aplicacion de la ultrafiltracién obtuvo una reduccién del 99% de la turbidez y
del 98% de la viscosidad. En la tabla 2.5 se muestran las caracteristicas del zumo sin

tratar y el zumo clarificado mediante ultrafiltracién.

Tabla 2.5. Caracteristicas fisicoquimicas del zumo de limén natural y el tratado mediante

el tratamiento enzimatico seguido de ultrafiltracion.

Zumo tratado con

Zumo original

enzima + UF
Turbidez (NTU) 1500.00 0.17
Viscosidad
20.00 0.70
(mPa:-s)
Claridad Aes0 nm 1.75 0.06
Color A0 nm 2.24 0.23

Ademas, estos autores demostraron que el tratamiento enzimdtico afecta al
comportamiento de la membrana en su fendmeno de ensuciamiento (fouling) durante
el proceso de clarificacién, dado que al adicionar pectinasa al zumo de limén se produce

una capa de “fouling” que obtuvo mayores flujos de permeado que el zumo sin tratar.

A nivel del proceso de ultrafiltracién, los resultados demostraron que el flujo de
permeado se ve afectado por la cantidad de pectinasa presente en el zumo de limdn.
Una posible explicacion podria ser debido a la estructura de las sustancias péptidas, las
cuales poseen largas cadenas que dan como resultado un gran volumen molecular.
Alvarez et al. (1998), trabajando con zumo de manzana sugirieron que las pectinas
forman una capa de gel comprimible que podria traer consigo un severo fenémeno de

“fouling” en la membrana de ultrafiltracion.

El principal problema del uso de los procesos de membrana cuando se utilizan
en los procesos de clarificacidn y concentracidn de zumos de citricos es el ensuciamiento
de la membrana o “fouling”. El ensuciamiento de la membrana se manifiesta por si
mismo como una disminucidn del flujo durante el tiempo de operacidn, reduciendo asi
la permeabilidad de la membrana. El grado de ensuciamiento de la misma determina la

frecuencia de la limpieza, el tiempo de vida de la membrana, el area necesaria y de
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forma consecuente los costes de disefio y operacion de las plantas de membrana

(Bhattacharjee et al., 2017).

2.4.3. Desarrollo de procesos biosostenibles en la obtencion de nuevos

productos funcionales

Recientemente, el desarrollo del tratamiento de residuos procedentes del
procesado de frutas (citricos) para su aprovechamiento, se ha centrado en la separacién
de macro y micro-moléculas funcionales con el objetivo de obtener un valor afiadido de
estos subproductos. Las tecnologias de membrana emergen como una herramienta para
mejorar el “stock” de la produccién y ser el camino mds adecuado para el tratamiento

de estos residuos (Galanakis et al., 2013; Galanakis, y Schieber, 2014).

Los flavonoides citricos han sido investigados por las siguientes actividades
bioldgicas: antiinflamatorias, anticarcinogénicas y antitumurales, que han sido

demostradas.

La mayoria de las especies citricas acumulan cantidades substanciales de
flavonoides durante su desarrollo. Entre ellos, la naringina (naringenin 7-O-
neohesperiddsido), un glicésido de flavanona, es distintivamente dominante en el
pomelo (C. paradisi), y es responsable del sabor amargo de los zumos de pomelo. La
narirutina (naringenin-7-O-rutiésido) se encuentra también presente en el pomelo, pero

en menor proporcion.

A partir de los articulos seleccionados durante el proceso de revisidn bibliografica
se ha elaborado la tabla 2.6 en la que se muestran los principales compuestos
recuperados como subproductos de la industria de zumos de citricos, usando los
procesos de membrana convencionales. En la tabla se muestran para los diferentes
zumos estudiados, la eficacia del proceso de separacidn, tipo de membrana, tamano de
corte molecular de la misma, su configuracion, y los diferentes compuestos bioactivos

obtenidos.
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Tabla 2.6. Condiciones del proceso de membranas en la recuperacidn de productos de alto valor anadido.

Compuestos Eficacia Subproducto Proceso MWCO Material Configuracion Referencia

Licor prensado Figueroa et al.,

. 0 . .
Polifenoles 58.30% [ UF 100 kDa Polisulfona Fibra hueca 2011y 2012
>90% NF 180 Da Poliamida-
polisulfona
Polipiperazina
Antocianinas y >80% Licor prensado NF 300 Da amida de capa Moddulo en Conidi et al.,
flavonoides naranja fina Espiral 2012
>80% NF 400 Da Polietersulfona
>70% NF 1000 Da Polietersulfona
.. . Rechazo ,
Antocianinas, g, Lcorprensado o Naso,s  polietersulfona  MOdUloen - Cassanoetal,
J 25-50 % .
Caroten.os y Zumo de na.ranja ME+DE 0.2 um Cerdmica Membrana Polidori et al.,
flavonoides y clementina tubular 2018
_Q70
91-97% 100 kDa Polisulfona + TiO2 Ml
Flav. +450 Da plana
Polifenoles y 0 . Conidi et al.,
- + . .
flavonoides 43-62 % Bergamota UF+NF —— Polisulfona + TiO, Fibra hueca 2011
Polif. Membrana

44 % +750 Da tubular
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Polidori et al. (2018) evaluaron los procesos basados en microfiltracion seguida
de una etapa de diafiltracion con el objetivo de concentrar y purificar los principales
compuestos flavonoides y carotenoides en zumos de citricos. Estos autores utilizaron
una planta piloto con una membrana ceramica tubular de un tamafo de poro de 0.2 um,
trabajando a 40 °C y una presién transmembrana (TMP) de 3 bar. Estudiaron diferentes
condiciones de operacién, variando la relacion de reduccidon de volumen de 2.5 hasta
10, y un volumen de diafiltracion por encima de 1.7. El rango de flujos de permeado
estuvo comprendido entre 20 hasta 100 Lh*m™ de acuerdo con la reduccién de

volumen.

El trabajo llevado a cabo por estos autores mostré que es posible de forma
simultdnea concentrar carotenos y hesperidina de 8 a 10 veces a través de un proceso
de microfiltracion. El mayor coeficiente de rechazo de estos compuestos puede ser
explicado por su baja solubilidad en agua y su fuerte asociacién con los compuestos
solidos insolubles. Estos procesos no fueron muy eficientes para la concentracién de
narirutina, la cual fue menos retenida por la membrana pesar de poseer una estructura

guimica muy similar a la hesperidina.

Al evaluar diferentes condiciones de operacion se obtuvieron de forma
satisfactoria buenos flujos de permeado, especialmente con el zumo de naranja fresco
el cual presenté menos potencial de ensuciamiento (fouling) que los procesos
industriales propios. Sin embargo, no hubo una correlacién clara entre los flujos de

permeado, turbidez y sélidos en suspension.

De forma adicional, la fase de diafiltraciéon durante el proceso llevado a cabo
incrementd la pureza de los carotenos y hesperidina desde 17 hasta 21 veces. Dado que
el flujo de permeado fue estable o incluso aumentdé durante la diafiltraciéon (es

interesante comenzar a afiadir agua cuanto antes en la diafiltracion).

Finalmente, la aplicacién de un producto natural, ya por si mismo enriquecido
con carotenos, tal como el zumo de clementina, se podria obtener un extracto mucho
mas concentrado en carotenos y de gran interés nutricional. En dicho trabajo, el
contenido en caroteno fue elevado, particularmente para el B-cryptoxantin, por lo que

seria adecuado para el desarrollo de nuevos productos citricos dietéticos.
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Por otro lado, el licor prensado de naranja es generado como un subproducto de
la industria del procesado de citricos y contiene gran cantidad de compuestos fendlicos

naturales con reconocida actividad antioxidante.

Conidi et al. (2012) evaluaron el potencial del proceso de nanofiltraciéon en la
separacion y concentracién de compuestos fendlicos procedentes de un licor del
prensado de la piel de naranja pigmentada. Estudiaron 4 tipos diferentes de membranas
de nanofiltracion en mddulo en espiral de diferentes tamanos de corte molecular (250,
300, 400 y 1000 Da), y distintos tipos de materiales (poliamida, amida de polipiperazida

y polietersulfona).

Estos autores investigaron el rechazo de las membranas de antocianinas,
flavonoides y azlcares, con el objetivo de identificar la membrana mas adecuada para
separar los compuestos fendlicos de los azlcares. La eficiencia fue evaluada en términos

de flujo de permeado y ensuciamiento.

Los resultados obtenidos indican una reduccidon media del rechazo de azucares
por el incremento del corte molecular de la membrana, mientras que las antocianinas
alcanzaron rechazos superiores al 89% en todas las membranas investigadas. La
membrana de polietersulfona NF PES10 mostré el menor rechazo medio hacia los
azucares y el mayor rechazo hacia las antocianinas (89.2%) y flavonoides (70%). Los
valores de flujo de permeado a bajas presiones fueron ademads favorablemente altos

comparados con las otras membranas.

El uso de esta membrana consiguid concentrar el licor prensado y obtener la
separacion de la mayoria de los azucares en la corriente de permeado produciendo la
mejor separacion de los compuestos fendlicos de los azlcares. Sin embargo, el caracter
hidroféobico de la membrana de polietersulfona obtuvo el mayor indice de

ensuciamiento de estas (74%).

Estudios posteriores fueron realizados por Cassano et al. (2014) sobre el licor de
naranja prensado para la recuperacién de flavonoides mediante un proceso de
membrana integrado a escala de laboratorio. El licor previamente clarificado utilizando
un médulo de membrana de fibra hueca de polisulfona (100 kDa) con un contenido en
solidos totales solubles de 10 g/100 g (10 grados brix) fue pre-concentrado hasta 32 g/
100 g (32 grados brix) usando un mddulo de membrana en espiral de polietersulfona. El

proceso de nanofiltracion obtuvo una corriente de rechazo del extracto enriquecida en
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compuestos bioactivos, debido al elevado rechazo de flavonoides (97%) y antocianinas
(98.9%), (Conidi et al., 2018). La ultima etapa de concentracion hasta 47 g/100 g (47
grados brix) fue obtenida usando un equipo de destilacion osmdtica equipado con una

membrana de fibra hueca de polipropileno.

La relacidn entre los flavonoides y antocianinas en la corriente de rechazo del
proceso de nanofiltracion se vio afectada por el factor de reducciéon de volumen,
consecuentemente, la capacidad de amargor y poder de coloracién del producto final
puede ser optimizada a través de la selecciéon especifica de valores del factor de

concentraciéon de volumen (VRF).

Estos autores proponen un proceso integrado de recuperacidn y concentracion
de flavonoides procedentes del licor prensado de naranja, en base a los resultados

experimentales obtenidos. En la figura 2.14 se muestra el esquema a seguir.

Entrada de
fruta

Almacenamiento

Lavado
Clasificacion
Agua,
Extraccion azlcares y

minerales

Aceite Zumo de Piel
; naranja v
esencial Prensado

Licor prensado

Sélidos en suspension

!

Colorantes industriales

. . i Disolucién
Aditivos alimentarios
.. <— concentrada en
nutricionales
o fenoles
Productos farmacéuticos

Agente

osmotico
diluido

Figura 2.14. Diagrama de flujo del proceso integrado de tratamiento mediante procesos

de membrana (Conidi et al., 2018).
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La etapa preliminar de ultrafiltracién consigue eliminar los sélidos en suspensién
procedentes de la disolucion de partida, obteniendo un permeado en el que la mayor
parte de los flavonoides se han recuperado. Los flavonoides y las antocianinas son pre-
concentradas en la etapa de nanofiltraciéon, obteniendo una corriente de permeado
compuesta fundamentalmente de azlcares y minerales. En esta etapa el rechazo de la
membrana hacia los sélidos totales en disolucidn fue del 55%. El tratamiento final de la
corriente de rechazo mediante destilacién osmética obtiene una disoluciéon concentrada

de gran interés con aplicaciones farmacéuticas y alimentarias.

Hay que indicar que los flavonoides son altamente reconocidos por sus
propiedades farmacoldgicas (efecto favorable sobre la fragilidad capilar y el tratamiento
de estados inflamatorios) debido a su actividad antioxidante. Adicionalmente, el

extracto puede ser usado como colorante alimentario.

Segun los estudios recogidos en la bibliografia, en los ultimos afios los métodos
para concentrar y purificar compuestos bioactivos han llegado a generar un gran interés.
Por ejemplo, la bergamota es una variedad de fruta citrica la cual posee una fraccion
volatil ampliamente utilizada en cosmética y en la industria del perfume. El zumo es
considerado un residuo en la produccidn del aceite esencial, éste contiene una amplia
variedad y cantidad de flavonoides y flavonoides glicosilados que poseen importantes
aplicaciones en el campo de la salud. Conidi et al. (2011) investigaron un proceso basico
de membrana para la separacion y concentracién de polifenoles del zumo de
bergamota, con el objetivo de desarrollar un producto natural enriquecido en

polifenoles y adecuado para ser aplicado en nutricién.

El proceso se basdé en una clarificacion inicial del zumo de bergamota
despectinizado mediante ultrafiltracion, para eliminar los sélidos en suspensién. El zumo
clarificado fue sometido a diferentes procesos de ultrafiltraciéon y nanofiltracién con el
fin de evaluar el efecto del tamafio del corte molecular (MWCQO) de las membranas en
el rechazo de los azlcares, acidos organicos y polifenoles. La eficacia de las membranas
seleccionadas fue ademads evaluada en términos de productividad y composicion de

estos productos en las fracciones de permeado y rechazo.

La etapa de ultrafiltracion del zumo sin pectina produjo un zumo clarificado con
propiedades fisicoquimicas y nutricionales similares a las del zumo inicial tratado

excepto en la ausencia de los sélidos en suspension.
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La mejor separacion de los polifenoles y azucares ocurrié usando una membrana
de nanofiltracién con un tamafio de corte molecular de 450 Dalton. El permeado
obtenido fue una disolucién clara enriquecida en azlcares y acidos orgdnicos. Los
compuestos fendlicos son recuperados, por tanto, en la corriente de rechazo, por lo que
confirma la alta actividad antioxidante del rechazo obtenido mediante el proceso de
nanofiltracién. En base a los resultados obtenidos el zumo concentrado procedente del
proceso de tratamiento de UF/NF integrado puede ser considerado como una fuente de
compuestos bioactivos, especialmente en términos de polifenoles, los cuales poseen
una aplicacion potencial en la industria farmacéutica debido al reciente descubrimiento
de los principios activos identificados en el zumo de bergamota y su potencial para

combatir el colesterol.

A modo de esquema se adjunta en el anexo | el pdster presentado al | Congreso
de Jovenes Investigadores en Ciencias Agroalimentarias organizado por la Universidad

de Almeria.
2.5. Estudios de vida util en zumos y concentrados

Los estudios de vida util (EVU), se empezaron a realizar como control de
seguridad alimentario, con el objetivo de ver cdmo cambiaban los atributos del producto
estudiado a lo largo del tiempo. En base a los cambios producidos se determina la vida
util del producto en base a dos razones: calidad y seguridad. El mas importante y
limitante es la seguridad alimentaria, dado que no se puede dar una fecha de caducidad
superior, si se conoce de antemano que a partir de una fecha determinada un parametro
de control como el microbiolégico, no es acorde. Ademas, el niumero de incidencias
asociadas a intoxicaciones que estén asociadas al consumo de alimentos de origen
vegetal debe ser una alerta para garantizar la seguridad de los productos que
consumimos a diario (Berger et al., 2010; Braden y Tauxe 2013; Lynch et al., 2009),
teniendo especial atencidon a los microorganismos patdgenos o alterantes. Respecto a
la calidad sensorial, los sentidos juegan un papel importante para determinar hasta
cuando se puede extender la fecha de consumo preferente. Aunque a la hora de
comprar un producto, el usuario se fije en la vista, la fidelidad a la marca o producto
vendra por el gusto y olfato, por lo que establecer un periodo de vida acorde a una
evolucidn de las propiedades organolépticas es una tarea muy importante antes de

lanzar un nuevo producto al mercado.

43



2. Antecedentes

2.5.1. Estudios de vida util en zumos clarificados

Generalmente, los estudios de vida util en zumos clarificados pretenden simular
las condiciones de almacenamiento de los concentrados o zumos, comparando entre el
producto refrigerado y congelado. Normalmente se reproducen las condiciones mas
desfavorables para determinar asi el minimo de tiempo que el producto esta en 6ptimas

condiciones de comercializacion.

Los ensayos estan orientados en obtener un tiempo determinado a partir del cual
el producto sea seguro microbioldgicamente y ademas que sea organolépticamente
estable. Por otro lado, los zumos y concentrados se utilizan como ingredientes en otras
formulaciones tanto en bebidas como alimentos, incluyendo los alimentos funcionales
0 probidticos. Es por esta razén que debe existir una calidad microbioldgica dptima
(Grande et al., 2015) sin contar las posibles consecuencias econdmicas por perdidas de
reputacién y monetarias. El control exhaustivo de los microorganismos en las diferentes
etapas del procesado y almacenamiento es un reto importante para las industrias que

se dedican al sector alimentario.

Dentro de la industria de zumos y concentrados, la medida del color es de gran
utilidad ya que es un método rapido y no destructivo. Un ejemplo ocurre en Estados
Unidos, donde uno de los pardmetros para evaluar la calidad de los zumos es el color. El
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) asigna 40 puntos a una
escala de color, para la clasificacidn comercial del zumo de naranja. Asi, un zumo de nivel
A (Premium) debe tener una puntuacién de color entre 36 y 40 puntos, mientras un
zumo de nivel B tendrd una puntuacién de entre 32 y 35 (Lee, 2001; Stewart, 1977). Es
por ello, que el color es un buen parametro de medida de la estabilidad del producto a
lo largo del tiempo. Para determinar esta se medida se utiliza el porcentaje de

transmitancia y la absorbancia.

En los citricos clarificados lo que limita su vida util no son los parametros
microbioldgicos que si son capaces de mantenerse en el tiempo si no la degradacidn del
color. Una posible degradacién del color durante el proceso puede ser en la etapa de
concentracion o en la pasteurizacién. Los tratamientos térmicos han sido basicos en la
conservacion de los zumos, pero tienen una gran influencia en el zumo, tanto por
provocar un deterioro de las propiedades nutricionales y organolépticas, algunos

ejemplos son la perdida de vitamina Cy proteinas, degradacion del color, textura, entre
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otros (Choi y Nielsen 2005; Jiao et al., 2004). En cuanto al causante de los cambios de

color durante el almacenamiento destaca las reacciones de Maillard.

De todas las alteraciones que pueden provocar un deterioro del zumo, el
pardeamiento es el problema mas importante que presentan muchos concentrados de
zumos de fruta (Toribio y Lozano, 1984). Estas reacciones, engloban una serie de
reacciones complejas que originan compuestos oscuros, modificando el olor y sabor del
zumo. Este fendmeno se presenta como caramelizacidn, oxidaciones de dcido ascorbico
y las denominadas reacciones de Maillard, que originan la formacién de melanoidinas,
qgue son compuestos oscuros causantes del pardeamiento (Hodge, 1953; Cornwell y
Wrolstad, 1981). Ademas, altas temperaturas en la concentracidon favorecen el
oscurecimiento del producto, dependiendo de los grados brix que se deseen alcanzar
(Beveridge y Harrison, 1984). Hay que tener en cuenta que el acido ascorbico se oxida
con facilidad en aire, por ello su concentracién disminuye a lo largo de la vida del

producto.

Las reacciones de Maillard engloban todas las reacciones entre los azlcares
reductores y grupos amino libres (Mazo et al., 1989a,b). Para los zumos, los
componentes que mayoritariamente se ven involucrados en el pardeamiento son los
azucares reductores, los aminoacidos, los polifenoles y los dcidos organicos (Babsky et
al., 1986). Entre los zumos clarificados, es el de limén el que es mas sensible a la
temperatura, especialmente en lo que respecta al deterioro de color. Generalmente, las
industrias citricas que elaboran zumos clarificados de limén obtienen concentrados de
400 y 500 GPL (gramos por litro de acido citrico) y debido a su sensibilidad al
pardeamiento, se almacenan a aproximadamente 4 °C con un tratamiento con sulfito.
Debido a la problematica de este tipo de tratamiento antioxidante, se han cambiado las
condiciones de almacenamiento, y para evitar el sulfitado, dicho almacenamiento se
lleva a cabo bajo temperaturas de congelaciéon (Martinez et al., 2010). Estas bajas
temperaturas de almacenamiento evitan el deterioro debido a los pardeamientos no
enzimaticos. Sin embargo, en el proceso de elaboracion del zumo concentrado, en la
etapa de concentracion por evaporacion, el zumo se halla sometido a altas temperaturas
que afectan de un modo negativo al zumo, desde el punto de vista del color. Por ello, en
el presente trabajo se estudia el efecto de la pasteurizacién frente a un producto no

tratado para estudiar la evolucion del color a lo largo de su almacenamiento.
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2.5.2. Valoracion organoléptica en estudios de vida util de zumos vy

concentrados

La valoracidn organoléptica es fundamental ya que el consumidor final, cada vez
es mas exigente, es el juez que decidira si sigue comprando esa referencia o escoge a la
competencia. Esta valoracién, permite percibir, identificar y apreciar, mediante los
drganos de los sentidos, cierto niumero de propiedades organolépticas en los alimentos.
Los ensayos mas simples consisten en pruebas sensoriales por discriminacion: prueba
de triangulo, prueba duo-trio y comparacion pareada. La naturaleza de estos examenes
radica en encontrar cual es la muestra diferente y un tratamiento estadistico posterior

de frecuencias y proporciones de los resultados obtenidos (Inungaray y Reyes, 2013).

Para poder realizar una correcta valoracion organoléptica en los estudios de vida

util se debe prestar especial atencidn a:

+ Experiencia de los catadores
+ Ubicacién y condiciones de la sala de catas
+ Preparacion de las muestras

+ Valoracidn del producto

La experiencia de los catadores es muy importante debido a que son ellos de los
gue dependera una valoracion correcta del producto y el establecimiento a partir de una
fecha la cual el producto no es atractivo para el consumidor. Por consiguiente, los
catadores deben conocer perfectamente el producto, tener habilidades en valoracién
organoléptica y estar formados en analisis sensorial. Ademas, es apropiado que se les
informe sobre el objetivo de la cata. El perfil idéneo para estos andlisis es el de analista
de calidad o responsable de calidad, ya que conocen bien los productos y estan
entrenados en la realizacién de valoraciones organolépticas a diario. El catador debe
encontrase en perfectas condiciones de salud, no se debe comer, beber o fumar previo

a la cata y se tiene que evitar utilizar cosméticos o perfumes.

La ubicaciéon de la zona delimitada para la valoracidon organoléptica debe estar
cercana a la preparacidon de las muestras, pero no en la misma sala para evitar
contaminacién de aromas. La sala tiene que contener mobiliario, iluminacién y colores
neutros, preferiblemente blanco. No tiene que ser zona de paso de personas ni con

excesivos ruidos para conseguir que haya la suficiente concentracion para el “examen”
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organoléptico que se esta realizando. Una temperatura éptima, en las diferentes épocas
del afio también ayuda a prestar la maxima atencion al producto que se estd

degustando.

Las muestras objeto de estudio deben ser valoradas en las mismas condiciones,
de volumen, mismo tipo de recipiente y temperatura para no condicionar la valoracién
del experto. Ya que, por ejemplo, no se aprecian los defectos de igual manera en una
bebida fria que en una caliente. De igual modo, muestras de diferentes volimenes o

recipiente pueden inducir al error en la percepcién del color o textura.

La valoracidn global se medira con las puntuaciones de al menos 5 catadores,
realizando una media como se presenta en la tabla 2.7, donde se hayan valorado
separadamente aspectos genéricos de color, olor, sabor e impresion general junto con
las variables seleccionadas que hayan sido objeto de estudio, como puede ser
pardmetros microbioldgicos o fisicoquimicos. Los catadores deben puntuar del 1 al 4.
Ademas, en el examen de aceptacion los catadores deben indicar conun Sloun NO a la

pregunta de si consumirian el producto en ese estado.

Tabla 2.7. Ejemplo de tabla de valoracién organoléptica con los datos obtenidos de

diferentes catadores.

Dias de estudio

Parametros

Aspecto 4 4 4 4 4 3 3 3 3
Color 4 3 3 3 3 2 2 2 2
Olor 4 4 4 4 3 3 3 3 3
Sabor 4 4 4 4 4 3 3 2 2
Impresion
4 4 4 3 3 3 2 2
General

Para la realizacién de una correcta valoracidon organoléptica es necesario seguir
el siguiente orden: color, aromas, sabor y textura. En primer lugar, se hard una
inspeccion visual del producto a valorar, haciendo hincapié en tonalidad, brillo, grado

de transparencia entre otros atributos. Seguidamente, se procede con la identificacién
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de los aromas primarios y secundarios con una leve agitacion del recipiente. En casos
donde se tenga que valorar diferentes muestras, es aconsejable disponer de granos de
café para despejar la nariz y poder asi, captar mejor los aromas. Por ultimo, para el
analisis del sabor y la textura se realiza una degustacién del producto atendiendo a la
figura 2.15 donde se muestra el mapa de sabores que tenemos en la lengua para

describir el producto.

Por otro lado, en estos ultimos tiempos, otro aspecto importante que preocupa
al consumidor son las propiedades bioactivas que puedan estar presentes en los zumos

y preparados.

Figura 2.15. Mapa de sabores presentes en la lengua.

2.6. Propiedades bioactivas de los extractos y su papel en la

prevencion de la obesidad

La obesidad ha aumentado considerablemente durante las ultimas décadas
hasta alcanzar niveles que suponen un problema tanto en los paises desarrollados como
en los paises en vias de desarrollo. De hecho, la obesidad y sus enfermedades derivadas
podria convertirse en el problema de salud mas comun del siglo XXI. En 2016, Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mds de 1900 millones de adultos tenian
sobrepeso y 650 millones eran obesos, lo que corresponde al 39% y 13% de la poblacién

adulta mundial, respectivamente.

En Europa, la prevalencia de la obesidad en los hombres oscila entre el 4.0% vy el
28.3% y en las mujeres entre el 6.2% y el 36.5% con una variacién geografica

considerable. Las tasas de prevalencia en Europa central, oriental y meridional son mas
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altas que en Europa occidental y septentrional (Berghoefer et al., 2008). Si persisten las
tendencias observadas, para 2030 el numero absoluto de personas obesas podria llegar
a un total de 1120 millones, alcanzando el 20% de la poblacién adulta del mundo (Kelly

et al., 2008).

El sobrepeso y la obesidad se definen como una acumulaciéon anormal o excesiva
de grasa que puede afectar la salud. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) definié
que el sobrepeso tiene un indice de masa corporal> 25 kg / m?, mientras que la obesidad
comienza con > 30 kg / m?. El indice de masa corporal (IMC) es un indice simple de peso
para la talla que se usa comunmente para clasificar el sobrepeso y la obesidad en
adultos. La prevalencia de la obesidad estd aumentando y su importancia para la salud
publica es considerable porque estd asociada con un mayor riesgo de diabetes tipo 2,
enfermedad coronaria, ciertos tipos de cancer (Allison et al., 1999) y una esperanza de

vida mas corta.

Se cree que la obesidad es un trastorno multifactorial. Si bien los factores
genéticos pueden predisponer al sobrepeso y la obesidad, existen dos razones
principales: la reduccidn de la actividad fisica y el aumento de la ingesta de energia,
principalmente a partir de alimentos ricos en grasas y ricos en energia (azlcares). En la
ecuacion del balance de energia, la ingesta de energia es probablemente mucho mds
sensible a los cambios en la dieta que el gasto de energia (Prentice et al., 1989; Stubbs,
1999). Sin embargo, los mecanismos involucrados en la regulacién de la ingesta de
alimentos son complejos e implican varios mecanismos diferentes, que involucran
factores internos y externos. Algunos de ellos estan relacionados con macronutrientes,
como, por ejemplo, mecanismos glucostaticos y lipostaticos y otros estan relacionados
con hormonas vy sefales aferentes, como la insulina, el péptido 1 similar al glucagdn
(GLP-1) y la leptina, entre otros. Ademas, el mantenimiento del peso corporal requiere
un manejo multifactorial porque muchos mecanismos complejos estan involucrados en

esta regulacion (regulacién de la ingesta de alimentos, homeostasis energética, etc.).

Hoy en dia, la mayoria de las dietas con pérdida de peso fallan, principalmente
debido a la sensacion de hambre, por lo que mejorar la saciedad podria ser una
herramienta expectante para ayudar a disminuir la ingesta de alimentos y, por lo tanto,
prevenir y tratar la obesidad y el sobrepeso. Ciertos ingredientes son capaces de inducir

la saciedad y pueden considerarse agentes funcionales. Estos podrian producir una
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disminucion del apetito y la ingesta de alimentos que conduce a un balance energético

negativo y control de la obesidad.

Existe una extensa literatura sobre la capacidad de macronutrientes saciantes.
Numerosos estudios han determinado y evaluado su capacidad de saciedad para
formular nuevos alimentos saciantes que puedan reclamar y ayudar en la prevencion y
el tratamiento del sobrepeso y la obesidad. Con respecto a estas afirmaciones sobre la
saciedad, la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) exige nuevos ingredientes
basados en investigaciones cientificas que muestren cambios sostenibles en el apetitoy
reducciones en la ingesta de alimentos que se mantienen durante mucho tiempo. En
2006, la Comision Europea adoptd el reglamento 1924/2006 sobre el uso de
declaraciones nutricionales y de propiedades saludables en alimentos y bebidas no
alcohdlicas. Las reclamaciones se basaron en los perfiles nutricionales de los productos,
armonizando el uso de las declaraciones nutricionales, asegurando de manera critica
que cualquier afirmaciéon se demuestre mediante evidencia cientifica (Reglamento CE

N2 1924/2006).

La fibra es un macronutriente complejo y variado con una amplia gama de
polisacaridos que no contienen almiddn (carbohidratos) y lignina (un derivado de
alcohol sin carbohidratos), que son solubles o insolubles y fermentables o no
fermentables (Burton-Freeman, 1997). La fibra dietética consiste en carbohidratos no
digeribles y lignina. Sin embargo, la fibra funcional consiste en hidratos de carbono
aislados y no digeribles que tienen efectos fisioldgicos beneficiosos en los seres

humanos. La fibra total es la suma de la fibra dietética y la fibra funcional.

El mecanismo de los carbohidratos que inhibe el apetito es muy complejo y no
se entiende completamente, pero es probable que sea multifactorial. De hecho, las
fibras producen varios mecanismos que respaldan el control del apetito (Wanders et al.,
2011), por ejemplo, el papel de la hiperglucemia como un factor postabsortivo
involucrado en el apetito, el efecto del aumento de volumen de la fibra en el estémago
(retraso del vaciado gastrico), baja densidad energética de fibras o sefalizaciéon

preabsorcién del tracto digestivo después de una comida con carbohidratos.

Uno de los mecanismos mas importantes por los cuales los carbohidratos regulan
la ingesta de alimentos y la saciedad es su efecto sobre la glucosa en la sangre. Jenkins
et al. (2002) utilizaron el término "indice glicémico" para definir la calidad de los

carbohidratos. El indice glicémico (IG) de cada alimento se define como la capacidad de

50



2. Antecedentes

ese alimento para aumentar la glucosa en sangre dos horas después de comerlo (Niwano
et al., 2009). Originalmente, se expresé como un porcentaje del drea bajo una curva de
glucosa en sangre de dos horas atribuible al alimento de interés dividido por el de la
misma cantidad de carbohidratos estandar, como la glucosa. Se supone que un alimento
con un IG mas alto da como resultado una respuesta glucémica alta, que induce varios
cambios hormonales y metabdlicos que pueden afectar negativamente las condiciones
de salud. Los alimentos con respuestas glucémicas bajas generalmente deberian inducir

beneficios importantes (Aston, 2006; Jenkins et al., 2002).

El concepto de que la glucosa regula la saciedad y la ingesta de alimentos es la
base de la teoria glucostatica de la regulacion de la ingesta de alimentos, que propone
gue las concentraciones mas bajas de glucosa en la sangre se relacionen estrechamente
con la ingesta de alimentos. Por el contrario, la saciedad y la interrupcién de la comida

se produciran después de un aumento de la glucosa en sangre (Mayer, 1955).

En cuanto al papel del indice glicémico como predictor del control del apetito, el
hambre y la saciedad, es muy controvertido. Se ha informado una relacién inversa entre
la respuesta glucémica a las comidas mixtas y la saciedad en 2 a 6 horas (Woodend y
Anderson, 2001). Pero las asociaciones entre la saciedad, los alimentos de alto y bajo
indice glicémico y las concentraciones de glucosa en la sangre no se han delineado. Por
lo tanto, el rdpido aumento de la glucosa en sangre después de la ingesta de
carbohidratos de alto indice glicémico (digestibles rdpidamente) puede aumentar la
saciedad, al menos a corto plazo. Por el contrario, el consumo de carbohidratos de bajo
indice glicémico (digeridos lentamente) resulta en una eliminacién lenta y prolongada

de la glucosa, lo que puede ser mas efectivo para mantener la saciedad a largo plazo.

La ingestion de alimentos con alto indice glicémico aumentd el hambre vy
disminuyd la saciedad en los estudios de intervencidn a corto plazo en humanos. Este
efecto a corto plazo puede atribuirse a la rapida disminucion del nivel de glucosa en
sangre después de una respuesta hiperinsulinémica (teoria glucostatica), ya que el
efecto a largo plazo es inconsistente (Niwano et al., 2009). Es dificil usar el indice
glicémico como un predictor del control del apetito, el hambre y la saciedad a largo
plazo, porque existe una gran variacion en los valores del indice glicémico,
principalmente debido a la variacion inter e intraindividual. Se requieren estudios

confiables in vivo, ex vivo, incluso in vitro para predecir la tasa de entrada de glucosa de
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los alimentos al cuerpo para aclarar la relacidn entre el indice glicémico y la saciedad a

largo plazo (Niwano et al., 2009).

Como ejemplo de alimentos con propiedades bioactivas, en la bibliografia, se ha
encontrado descrito el consumo de preparados de remolacha roja, soja y puré de mango
(Chang et al., 2018; Serrano et al., 2017; Elizondo-Montemayor et al., 2015).

El consumo de remolacha roja estd asociado a un gran nimero de beneficios
saludables. Las propiedades antidiabéticas han sido sugeridas en la bibliografia, aunque
todavia se evidencian, pues los estudios in vivo e in vitro son muy limitados. Un reciente
estudio elaborado por Chang et al. (2018) ha indicado una moderada reduccién de la
glucosa postprandial y la respuesta de la insulina siguiendo el consumo de zumo
enriquecido con remolacha. La reduccion de ambos, glucosa e insulina, fue considerada
como beneficiosa con respecto al riesgo de la diabetes tipo 2. El objetivo de este estudio
fue investigar el efecto acontecido del consumo de zumo de remolacha en combinacidn
con carbohidratos sobre la respuesta glucémica en humanos. En el estudio participaron

10 voluntarios (1 hombre y 9 mujeres) (Chang et al., 2018).

Por otro, la soja es reconocida como una fuente de compuestos bioactivos en la
mejora de la homeostasis de la glucosa. Sin embargo, el mecanismo postprandial de
accion no ha sido descrito. El objetivo del estudio de Serrano et al. (2017) fue determinar
los cambios de la homeostasis de la glucosa y los factores relacionados después de
tomar una bebida de soja. La muestra formada por 29 sujetos (15 mujeres y 14 hombres)
de una media de edad 19.5 + 1.2 ingirieron 50 mL de agua, glucosa (20.5 g/500 mL) y
bebida de soja (20 g de carbohidratos) en tres sesiones separadas. La glucosa
postprandial en sangre (medida de forma capilar) fue monitorizada cada 15 minutos
hasta 120 minutos, y las muestras de sangre fueron recogidas para su andlisis como linea
base después de 60 minutos, para insulina, incretina, aminoacidos libres, capacidad

antioxidante y marcadores inflamatorios.

El incremento de la glucosa (medida capilar) después de la medida fue
despreciable. Esto es explicado en parte por un incremento del 83% en los niveles de
insulina. Segun los autores, con estos resultados pueden concluir que una respuesta baja
glucémica de la soja puede ser debida a la relacién entre la incretina (hormona efecto

saciante) y la segregacion de insulina (Serrano et al., 2017).
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Por todo ello, se recomienda el consumo diario de frutas en una dieta saludable,
sin embargo, salud y diabetes tipo 2 en sujetos, recibe mensajes conflictivos respecto a

la ingestidn de frutas, tales como mango, debido a su contenido en azucar.

Elizondo-Montemayor et al. (2015) investigaron el efecto de la elevada presion
hidrostatica en el procesado del puré de mango fresco, sobre los indices glicémicos y la
respuesta postprandial de 38 individuos mexicanos saludables, en un trial clinico
randomizado. La caracterizacién fisicoquimica del puré de mango incluye la
caracterizacion del perfil de azlicares mediante HPLC, almidén, fibra, humedad,
viscosidad, capacidad inflamatoria y solubilidad como propiedades. La media de indice
glicémico para el puré de mango a través de la elevada presion hidrostatica fue menor
32.7 + 13.4 respecto al no procesado 42.7 + 19.5. Una proporcién mayor de sujetos de
forma significativa mostraron un menor indice glicémico después del consumo de

mango procesado comparando con el no procesado (Elizondo-Montemayor et al., 2015).

En las ultimas décadas, los estudios realizados han puesto de manifiesto el efecto
saciante de la fibra cuando esta se incorpora a zumos y preparados, ademas se ha
demostrado que una dieta con mayor contenido en fibra estd asociada a la reduccién
del riesgo cardiovascular, aunque de momento no es clara la respuesta postprandial

respecto a la glucosa y la insulina (Dong et al., 2016).

En el estudio llevado a cabo por Dong et al. (2016), donde el objetivo fue evaluar
el efecto de bebidas de naranja con diferentes concentraciones de fibra sobre la
repuesta glucémica postprandial, encontraron que el puré de fibra de naranja
consumido con el desayuno puede disminuir la repuesta de la glucemia postprandial y
la insulina en la ingestién de comida tipica en hombres con incremento del riesgo

cardiometabdlico (Dong et al., 2016).

Ademas, el puré de naranja, un subproducto de la produccién de zumo, rico en
fibra, posee un gran potencial para desarrollar nuevas formulaciones dentro de una

amplia variedad de productos alimentarios.

Por otro lado, Chen et al. (2017) realizaron la hipétesis de que el puré de naranja
podria disminuir la respuesta glucémica postprandial de desayunos y comidas con alta
relacion carbohidratos/grasa. Estos autores llevaron a cabo un estudio con 34 sujetos
los cuales consumieron junto con 255 g placebo, un zumo con bajo (35%) y otro con un

alto (77%) contenido en fibra. Demostraron que el puré de naranja disminuyo la
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repuesta postprandial para la relacion alta carbohidratos/grasa del desayuno y en la

segunda comida en hombres con sobrepeso (Chen et al., 2017).

La ingesta de comida posee una gran influencia en la glucosa en sangre en
pacientes con diabetes. Shao et al. (2017) determinaron el indice glicémico y la carga
glucémica de una variedad de pomelo denominado “Majia” y sus efectos sobre la
glucosa postprandial en pacientes con diabetes tipo 2. Estos autores encontraron que el
consumo de pomelo (Majia) en los pacientes diabéticos no causé una fluctuaciéon
significativa en la glucosa. Por lo que se pudo concluir que aunque el pomelo posea un
indice glicémico alto puede servir como una fruta con baja carga glucémica, si este es
consumido de forma limitada en la dieta y por lo tanto puede ser un suplemento en

pacientes diabéticos (Shao et al., 2017).

Las bebidas del desayuno con diferentes composiciones nutricionales pueden
afectar de forma diferente al control de la glucemia postprandial. Li et al. (2017)
encontraron que el pico de glucosa fue mayor en el café frente al agua y al zumo de
naranja y leche desnatada. El pico de insulina fue mayor en el café y la leche frente al

zumo de naranja y el agua.

En conclusion, el consumo de agua, zumo de naranja de baja energia, o leche
desnatada con la comida puede ser preferible respecto al café con azucar o la glucosa

control en adultos de media edad con sobrepeso y obesos (Li et al., 2017).

De Pavia et al. (2019) estudiaron el impacto del zumo de naranja fresco y el zumo
de naranja procesado sobre la glucosa y la insulina en la sangre. La ingesta prospectiva
de comida y el efecto a corto plazo antioxidante fue medido en una muestra de 36
sujetos hombres y mujeres adultos normales y obesos. En los individuos normales la
glucosa en sangre fue 11% menor, con el zumo fresco, y 5% menor respecto al
procesado, sin embargo, en los individuos obesos la glucosa en sangre cae un 13%
después de los 60 minutos con el zumo procesado y fresco respecto al patrén control

(De Pavia et al., 2019).

Por otro lado, en el estudio realizado por Panahi et al. (2013), donde el objetivo
del trabajo fue comparar el efecto del consumo, antes de la comida, de una familia de
bebidas sobre el apetito, ingesta de comida y respuesta glucémica, en la salud de
jévenes adultos (20-30 afos). Estos autores realizaron dos experimentos a tiempos

cortos comparando el efecto del consumo a 30 minutos y a 120 minutos, antes de comer
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pizza, de una cantidad igual (volumen de 500 mL) de agua (0 kcal), bebida de soja (200
kcal), 2% de leche (260 kcal), 1% leche con chocolate (340 kcal), zumo de naranja (229
kcal) y leche con cereales basada en una férmula infantil (368 kcal), sobre el consumo

de comida, el apetito (subjetivo) y glucosa en sangre, antes y después de la comida.

La ingestion anterior a la comida de leche con chocolate y la férmula infantil
reduce la ingesta de comida comparada con el agua, a los 30 minutos. Sin embargo, las

bebidas tipo no afectan a la ingesta a las 2 horas.

La glucosa en sangre antes de la comida fue mayor después de la leche con
chocolate que en las otras bebidas caléricas (de 0 a 30 minutos, experimento 1), y
después (de 0 a 120 minutos, experimento 2) en la leche con chocolate y zumo de
naranja. Solo la leche redujo la glucosa en sangre después de la comida en ambos
experimentos, sugiriendo que estos efectos fueron independientes de carga energética

y la hora.

Comparando la glucosa en sangre, previa y posterior a la comida estos autores
encontraron que fue menor en la leche, comparada con la leche y chocolate y el zumo
de naranja, pero no fue diferente a otras bebidas. Por lo tanto, el contenido calérico y
los intervalos entre la comida son inicialmente determinantes sobre el consumo de
comida en términos cortos, pero la composicién de los macronutrientes, especialmente
el contenido en proteina y la composicidn, puede jugar un papel principal sobre el

control glucémico.

Por todo ello, para comprender las propiedades bioactivas de los zumos vy
preparados es importante la realizacién de ensayos con individuos en las que se mida el

comportamiento del indice glucémico después de la ingesta de estos zumos.

55






3. MATERIALES Y
METODOS







3. Materiales y métodos

3. Materiales y métodos

En el presente capitulo, se detallan los reactivos y equipos utilizados. Ademas, se
incluyen los métodos operativos y analiticos que se han llevado a cabo en los diferentes

ensayos desarrollados.
3.1. Materiales y reactivos

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisién General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

3.1.1. Membranas
Contenido totalmente inhibido autorizado por Comisién General de Doctorado de fecha

20/01/2022

3.1.2. Reactivos

Para los ensayos realizados se han utilizado los siguientes reactivos:
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2-Propanol technical grade (CsHsO, N° CAS: 67-63-0), de peso molecular 60.10

g/mol, suministrado por Panreac

Acetonitrilo (CH3CN, N° CAS: 75-05-8), de peso molecular 41.05 g/mol, HPLC

Gradient Grade, suministrado por Chem-lab

Agua HPLC (H20, N° CAS: 7732-18-5), de peso molecular 18.01 g/mol, HPLC

Gradient Grade, suministrado por J.T. Baker

D(-)-Fructosa (CeH1206, N° CAS: 57-48-7), de peso molecular 180.16 g/mol,

suministrado por Merck KGaA

D(+)-Glucosa (CeH1206, N° CAS: 50-99-7), de peso molecular 180.16 g/mol,

suministrado por Merck KGaA

D-Sorbitol (CsH140s, N° CAS: 50-70-4), de peso molecular 182.17 g/mol,

suministrado por Ehrenstorfer

Eriocitrina (C27H32015, N° CAS: 13463-28-0), de peso molecular 596.54 g/mol,

suministrado por Extrasynthese

Formaldehido al 37-38% w/w estabilizado con metanol (CH,0, N° CAS: 50-00-0),

de peso molecular 30.03 g/mol, suministrado por Panreac

Hesperidina (CasH34015, N® CAS: 520-26-3), de peso molecular 610.19 g/mol,

suministrado por Extrasynthese

Hidroxido sédico de 0.1 mol/l (NaOH, N° CAS: 1310-73-2), de 40 g/mol,

suministrado por Panreac

lodina 0.05 mol/I (l2, N° CAS: 7553-56-2) de peso molecular 253.81 g/mol,

suministrado por Panrec

Limonina (Cz6H300s, N° CAS: 1180-71-8), de peso molecular 470.52 g/mol,

suministrado por Sigma-Aldrich

Maltosa monohidrato (Ci12H22011-H20, N° CAS: 6363-53-7), de peso molecular
360.32 g/mol, suministrado por Merck KGaA

Patrones de pH (4.01; 7.00; 9.21), suministrados por la firma Hach
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+ Sacarosa (Ci2H22011, N° CAS: 57-50-1), de peso molecular 342.29 g/mol,

suministrado por Merck KGaA

+ Disolucion de almidén al 1% (CeH100s, N° CAS: 9005-84-9), de peso molecular

162.14 g/mol, suministrado por Panreac

+ Disolucion de fenolftaleina al 1% (C20H14014), de peso molecular 318.33 g/mol,

suministrada por Panreac
+ Disolucion patrén de potasio de 1 g/L suministrado por Scharlab S.L.
+ Disolucion patrén de sodio de 1 g/L suministrado por Merck KGaA

% Trietilamina 99.5% (CsH1sN, N° CAS: 121-44-8), de peso molecular 101.19 g/mol,

suministrado por Panreac
3.1.3. Otros materiales

Otros materiales que se han utilizado como material de laboratorio: cubetas de
pldstico de 3 mL de capacidad y un paso éptico de 1 cm, probetas de diferentes tamafios
para medir volimenes de permeado y rechazo, matraces para la preparacion de las
distintas disoluciones, tubos de ensayo para posterior medida de la absorbancia, vasos
de precipitados para diferentes medidas de acidez, matraz Erlenmeyer para diferentes
valoraciones, tubos de centrifuga, pipetas de vidrio, pipetas Pasteur, viales, jeringuillas

y lancetas desechables estériles.
3.2. Equipos

En este trabajo de investigacién se han utilizado diferentes equipos para la
realizacion de los ensayos, todos ellos relacionados con la filtracion mediante
membranas. Estos equipos son modulares y con posible aplicacidon en otros ambitos
distintos al sector de bebidas y zumos, como aguas residuales, separacién y purificacion

de compuestos, entre otros.
3.2.1 Planta piloto de filtracion tangencial

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisidn General de Doctorado de
fecha 20/01/2022
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Para clarificar el peel extract se ha utilizado una planta piloto de filtracion
tangencial. Esta planta piloto es para la filtracién de zumos, pectinas, caldos vegetales y

aguas residuales.

La unidad tiene una capacidad de 500 litros y tiene los siguientes componentes

que se pueden observar en la figura 3.1 y se detallan a continuacién:

+ Bancada realizada en acero inoxidable AISI304 altura regulable para la

instalacion completa de la unidad de filtracion

+ Tuberias de acero inoxidable AISI304 y que siguen la norma DIN 11850, superficie

mate
+ Valvulas de mariposa fabricadas en acero inoxidable AISI304

+ Bomba de alimentacidn, bomba centrifuga de acero inoxidable AISI 316L, con
motor 1.1 kW

+ Filtro de acero inoxidable AISI304 para evitar el paso de particulas y cuerpos

extrafios
+ Mandémetro
+ Indicador de temperatura 0-120 °C
+ Caudalimetro inductivo magnético realizado en acero inoxidable con pantalla

+ Linea de recogida de permeado consistente en una valvula para la regulacién del

flujo manual, realizada en acero inoxidable AlSI304 con caudalimetro

+ Tanque de alimentacion realizado en acero inoxidable AISI304 de 500 litros de

capacidad
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3.2.2. Médulo de membranas Triple System model F1

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comision General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

Los ensayos llevados a cabo para la optimizaciéon del permeado obtenido a
través de la filtracion tangencial, se han llevado a cabo en el Departamento de
Ingenieria Quimica de la Universidad de Murcia, en el laboratorio situado en el
edificio Rector Soler, donde los ensayos se han realizado con el médulo de membranas

Triple System Model F1, de la casa comercial MMS que se presenta en la figura 3.2.

Figura 3.2. Imagen del mdédulo Triple System Model F1.
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Este equipo consta de las siguientes partes:

Tanque de alimentacién

Bomba de impulsién

Moddulo de membranas planas compuesto por 3 membranas en serie
Bala de nitrégeno

Criostato

- & & + = ¥

Valvula de tres vias

En la figura 3.3 se muestra el software utilizado para el control del proceso,
donde se indica las diferentes presiones en cada punto, el area total de las membranas,
la cantidad de producto que dispone el tanque de alimentacién, presion tansmembrana

y la temperatura con la que el producto entra a la membrana.

Figura 3.3. Software utilizado para el equipo MMS Triple System.
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3.2.3. Planta de nanofiltracion

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisién General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

La separacion de los azUcares disacaridos de los monosacaridos, se ha llevado a
cabo en un equipo similar al que se muestra en el apartado 3.2.1 pero con diferentes
dimensiones y caracteristicas, tales como la capacidad del tanque que en este caso es
algo inferior, siendo de 300 litros, pero con posibilidad de calentar el producto
mediante una camisa de vapor, algo util cuando se dispone de materia prima

congelada o se quiere mantener constante la temperatura.
3.2.4. Otros equipos

Ademas de los equipos de filtracién utilizados, se ha dispuesto de diferentes
equipos para la realizacién o como soporte en los ensayos y parametrizacion de las

corrientes obtenidas. Estos equipos se muestras en la tabla 3.5.
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Equipo
Refractometro
pH-metro

Valorador

automatico
Espectrofotometro
Fotometro de llama
Turbidimetro
Centrifuga
HPLC

HPLC

Ultrasonidos

Balanza de

laboratorio
Balanza de precision
Balanza
Congelador
Frigorifico
Glucémetro
Tallimetro de

columna seca

Pasteurizador de

laboratorio

3.3. Métodos

\Y [oYe [=1 [}
Atago RX5000 a-BEV
Hach SensION

Metrohm 916 Ti-Touch

Thermo scientific Genesys 10

Jenway pfp7
Hach 2100AN
Hettich rotofix 3
Merck LaChrom

Agilent 1100 Series

Sonitech

Radwag FS 4500

Sartorius CP/245
Omrom BF-508
Beko
Beko

Contour® RT

Inoxpaser

3.3.1. Métodos analiticos

Tabla 3.5. Equipos utilizados en los ensayos.

Medida
Grados brix

pH

Acidez, indice de formol

Transmitancia, absorbancia
Sodio, potasio
Turbidez NTU

Contenido en pulpa

Azlcares

Limonina, eriocitrina,

hesperidina

Masa

Masa

Masa

Glucosa en sangre

Altura

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisién General de Doctorado de

fecha 20/01/2022

Los métodos analiticos utilizados en la caracterizacién fisicoquimica de

las diferentes muestras se recopilan en la tabla 3.6.
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Tabla 3.6. Resumen de las diferentes determinaciones fisicoquimicas utilizadas en el

desarrollo experimental.

Métodos

Determinaciones analiticas

M-Il

M-Il

M-V

M-VI

M-VII

M-Vl

M-IX

M-X

Determinacion de los grados brix en zumos
Determinacién del contenido en sodio y potasio
Determinacioén del pH

Determinacién del contenido en vitamina C (acido

ascorbico)

Determinacion del porcentaje de acidez y del indice de

formol
Determinacion del porcentaje de pulpa en zumos
Identificacién y cuantificacién de azlcares
Test de turbidez
Medicién de absorbancia y transmitancia

Determinacion de limonina

M-I. Determinacion de los grados brix en zumos

El contenido de sélidos solubles o grados brix de una muestra se define como la

concentracion en sdlidos solubles del zumo. Estan relacionados con el indice de

refraccion y la densidad ya que, al aumentar la concentracidon del soluto, aumentan

ambos de manera proporcional.

En los zumos, no todos los sélidos disueltos son sacarosa, sino que hay mas azucares

como fructosa, glucosa entre otros.

Procedimiento

67



3. Materiales y métodos

Para realizar la medicidon se debe seguir la siguiente operativa:
- Asegurarse que el instrumento esta operativo, calibrado, limpio y seco

- Mezclar el material a analizar completamente (zumo o concentrado) con una

cuchara
- Poner una cantidad de muestra suficiente que cubra la superficie de la lente
- Apretar el boton de medida para realizar la lectura de los grados brix

- Una vez terminado, limpiar y secar la superficie de la lente completamente con

agua destilada y con un pano limpio y suave
- No verificar el material por encima de los 30 °C o por debajo de los 5 °C

NOTA: Es muy importante que no existan burbujas al colocar la muestra en la

lente.
Cdlculo

El resultado se leera directamente del equipo y se expresa en grados brix.
Método de referencia

Método IFU N° 8. Determination of soluble solids (indirect method by

refractometry).

AOQOAC section 52.012 “International scale of refractive indices of sucrose

solutions” (13t Ed. 1980).
M-II. Determinacidn del contenido en sodio y potasio

El sodio y potasio se encuentran en las frutas debido a las sales que toman las plantas
del suelo. No hay diferencias significativas entre el contenido en la fruta y en el zumo,
pero por lo general al exprimir el contenido en potasio disminuye y el de sodio aumenta

en el zumo.

La proporcion de potasio es mas alta que la de sodio en los zumos. Mientras que la

Asociacion Europea de Zumos de Frutas (AIJN) marca unos limites de 30 ppm para el
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sodio en los principales citricos, para el potasio los limites se sitlan entre 1300-2500

ppm.

Estos dos pardmetros son indicadores de adulteraciones en zumos debido a que la
adicién de determinados compuestos, como por ejemplo una sal de citrato que puede
ocasionar un aumento del sodio o del potasio. También puede ser un control de

contaminacién por una mala limpieza de un tanque.
Cdlculo

El equipo mostrara en pantalla un valor entre 0 y 100. La concentracién final se
obtiene mediante las tablas Il.1 y 11.2 del anexo |l donde se muestra la relacion
del valor de la lectura del fotémetro con la concentraciéon de sodio y potasio
expresado en ppm (mg/L). El valor que se muestra en la tabla es el valor real de

la muestra ya teniendo en cuenta la diluciéon previa.
Método de referencia

Método IFU N° 33. Determination of sodium, potassium, calcium and

magnesium.

M-IIl. Determinacion del pH

El pH se lo proporciona al zumo todos aquellos iones libres que se encuentran en la

muestra por la hidrélisis acida de los acidos que contiene la muestra.

Los citricos son frutos que contienen una gran cantidad y variedad de acidos. Estos
acidos le confieren a la muestra un pH menor de 4, siendo inferior a 3 en el caso del
limdén, que permite que ciertos acidos como al acido citrico puedan cumplir con una

funcidon microbiocida bastante eficaz.
Equipos y reactivos

- pH-metro Crison GLP-21

- Disolucién de tampén pH 4.01 £ 0.02
- Disolucién de tampén pH 7.00 £ 0.02
- Disolucién de tampén pH 9.21 £ 0.02
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Calibracion

Para completar el proceso de calibracidn hay que realizar los siguientes pasos:

- Pulsar “Calibrar pH”

- El equipo pedird la disolucién tampon pH 4.01, introducir el electrodo en el
recipiente de este pH, comprobar que esta correctamente sumergido y pulsar
“CONTINUAR”

- Esperar hasta que el valor de los milivoltios (mV) se estabilice en la pantalla y que
el equipo solicite valorar la disoluciéon tampén pH 7.00

- Limpiar bien el electrodo con agua destilada

- Cambiar el vaso de tampdn pH 4.01 al de pH 7.00 e introducir el electrodo. Pulsar
“CONTINUAR”

- Esperar hasta que el valor de los milivoltios (mV) se estabilice en la pantallay que
el equipo solicite valorar la disoluciéon tampdn pH 9.21

- Cambiar el vaso de tampdn pH 7.00 al de pH 9.21 e introducir el electrodo. Pulsar
“CONTINUAR”

- Esperar hasta que el valor de los milivoltios (mV) se estabilice en la pantalla

- Limpiar bien el electrodo con agua destilada

- Una vez finalizada la calibracién del equipo, se realizard la medida de las tres

disoluciones tampdn para su comprobacién

Procedimiento de medida

- Colocar al menos 20 mL de muestra en un vaso de precipitado de 100 mL

- Introducir el electrodo y comprobar que queda bien cubierto, en caso contrario
afladir mas cantidad de muestra

- Pulsar “MEDIR pH” y seleccionar “Iniciar medida de pH”

Cdlculo

El valor de pH se mostrard en pantalla una vez se estabilice la medida.

Método de referencia

IFU N° 11. Determination of pH value.
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M-IV. Determinacion del contenido en vitamina C (dcido ascorbico)

La vitamina C, o acido ascérbico, es el componente mas importante de los frutos
citricos, estando presente sobre todo en la corteza, por lo que sélo alrededor de la
cuarta parte pasa al zumo. Facilmente degradable por el calor y la exposicidn al aire, es

un compuesto hidrosoluble de seis a&tomos de carbono relacionado con la glucosa.
Equipos y reactivos

- Bureta graduada de 25 mL
- Disolucién de iodina 0.01 N

- Disolucion de almidén al 1 %

Procedimiento

- Introducir 10 mL de zumo en un matraz erlenmeyer y anadir 1 mL de disolucién
de almiddn

- Valorar con ladisolucién iodina 0.01 N hasta que aparezca un color entre purpura
y negro

Cdlculo

- Zumos

8.8 X mL valoracion yodo = mg Vitamina C/100 mL (Ecuacion 3.1)

- Concentrados

8.8 X grados brix del concentrado x mL valoracion yodo _mg Vitamina C/
B 100 mL

— : (Ecuacion 3.2)
Peso especifico zumo X grados brix del zumo

Método de referencia

JBT. Cap IV. N° 27: Ascorbic acid by iodine titration.

M-V. Determinacion del porcentaje de acidez y del indice de formol

En los alimentos el grado de acidez indica el contenido en acidos libres de la muestra.

Se determina mediante una valoracion (volumetria) con un reactivo basico.
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La acidez valorable es la medida del contenido de minerales y acidos orgdnicos por
titulacion potenciométrica con una disolucién estandar volumétrica de hidréxido sédico
a pH 8.1. Se trata de un indicativo de calidad del zumo y puede variar considerablemente

dependiendo de la variedad, zona, cultivo y maduracion de la fruta.

El resultado se expresa como el porcentaje del acido predominante en el material. Por
ejemplo, en aceites es el dcido oleico; en zumo de frutas en acido citrico; o en leche en

acido lactico.

Por otra parte, el indice de formol es un parametro que refleja la presencia de ciertos
aminodcidos en el zumo vy, por tanto, el indice de la calidad de las frutas utilizadas. La

adicién de acido citrico y/o azucar lo disminuyen.
Procedimiento
Valoraciéon manual

- Introducir 10 mL de zumo en un vaso de precipitados de 100 mL y adicionar agua
(unos 20 mL) hasta que cubra el electrodo

- Medir el pH de la muestra, lo ideal es seleccionar la opciéon de “medida en
continuo”

- Valorar con NaOH 0.1 N hasta alcanzar pH 8.1. NOTA: Se pueden adicionar 20 3
gotas de fenolftaleina y valorar con NaOH 0.1 N hasta que vire el color, pero la
valoraciéon mas precisa es utilizar el pH-metro

- Anotar los mL gastados. Con estos mL se calcula el porcentaje de acidez

- Anadir 10 mL de formaldehido calibrado y volver a valorar con NaOH 0.1 N hasta

pH 8.1. Anotar el volumen de NaOH 0.1 N consumido

Cdlculo
Porcentaje de acidez

Los mililitros gastados de NaOH 0.1 N se multiplica por el factor 0.064 para

expresarlo en porcentaje de acido citrico segun la ecuacion:

% Acidez = mL gastados NaOH 0.1 N x 0.064 (Ecuacion 3.4)
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NOTA: Para expresar el porcentaje de acidez como otro acido hay que multiplicar

por el factor correspondiente segun la tabla 3.7:

Tabla 3.7. Factores de multiplicacién segun los acidos principales de las frutas.

Acido Factor

Acido citrico 0.064
Acido malico 0.067
Acido tartarico 0.075
Indice de formol (IF)

Los mililitros gastados de NaOH 0.1 N se multiplican por 10.
IF (mL/loOmL)= mL gastados x 10 (Ecuacion 3.5)

Método de referencia

Método IFU N° 3. Titratable acidity.

Método IFU N° 30. Determination of formol number.
M-VI. Determinacion del porcentaje de pulpa en zumos

La pulpa del zumo es el tejido celular vegetal cuyo objeto es mejorar la dispersién de las
semillas, ademds de jugar un importante papel en la nutricién ya que contiene un

elevado contenido en fibra.
Procedimiento

- Llenar los tubos de ensayo con 10 mL de zumo
- Meter los tubos de ensayo en la centrifuga durante 10 minutos a 1500 rpm

- Cuantificar la cantidad de sedimentos en los tubos (en mL)

Cdlculo

% (Y/\) pulpa en zumo= mL de sedimento tubo ensayo x 10 (Ecuacién 3.6)
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Métodos de referencia

IFU N° 60. Determination of centrifugeable pulp.

M-VII. Identificacion y cuantificacion de azucares

Los principales azuicares presentes en los citricos son: fructosa, glucosa y sacarosa. La
glucosa y fructosa son monosacdridos mientras que la sacarosa es un disacarido

formado por glucosa y fructosa.

La fructosa es el azicar con mayor poder endulzante, superando a la sacarosa, por lo
gue se utiliza como un endulzante natural, ya que aporta menos calorias que otros
azlcares como la glucosa o la sacarosa para obtener el mismo dulzor. Existen
otros azucares como el sorbitol, la maltosa y la isomaltosa que son de interés en la

industria citrica.

El orden de aparicidén de los azlcares en el cromatograma es el siguiente:

Fructosa
Sorbitol
Glucosa
Sacarosa
Maltosa

Isomaltosa
Limpieza en el equipo

Limpieza de la jeringa. Tras cada inyeccidn, la jeringa se enjuagara 3 veces en

agua grado HPLC.

Limpieza de la columna. Para el lavado de la columna se ha de inyectar agua
caliente al equipo para disolver los posibles restos de azucar y se deja pasar fase

movil durante 15 minutos a 0.6 mL/min de flujo.
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M-VIII. Test de turbidez

Se entiende por turbidez o turbiedad la falta de transparencia de un liquido debido a la
presencia de particulas en suspensién. Cuantos mas sdélidos en suspension haya en el

liguido mas alta sera la turbidez.
Preparacion de las muestras
Muestras de zumo y concentrados
Las muestras de zumo y concentrados se mediran directamente.
Procedimiento de medida
- Introducir la muestra en los tubos del turbidimetro y colocar el tapdn
- Limpiar bien la superficie del tubo de vidrio
- Observar que en el equipo estd seleccionado “SAMPLE”
- Introducir el tubo con la muestra en posicidn correcta

- Sin pulsar nada, el equipo dard el valor de la medida cuando se estabilice

Cdlculo
El equipo mostrara en pantalla el resultado en NTU.
Método de referencia

Método IFU Recommendation N° 7. Turbidity Measurements.

M-IX. Medicion de absorbancia y transmitancia

El color de los zumos es un criterio de calidad importante. Se determina
espectrofotométricamente midiendo por absorbancia o transmitancia en la regién

visible del espectro.
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La absorbancia se define como la luz que absorbe un cuerpo respecto del haz de luz que
incide sobre él. A mayor cantidad de luz absorbida, mayor sera el valor de absorbancia,

y menor la cantidad de luz transmitida.

Segun el tipo de producto se seleccionard una longitud de onda concreta. Por ejemplo,
productos amarillos o marrones tales como manzana, pera y uva blanca la longitud de
onda de medida es de 440 nm, mientras que, en los productos rojos como frambuesa,

uva roja, grosella la longitud de onda de medida es de 520 nm.

Intensidad luz que pasa por la muestra

Absorbancia = - log1o (Ecuacion 3.7)

Intensidad de luz incidente

La transmitancia dptica se define como la cantidad de luz que atraviesa un cuerpo en
una determinada longitud de onda. Cuando un haz de luz incide sobre un cuerpo
traslicido, una parte de esa luz es absorbida por él mismo, y otra fraccidn de ese haz de
luz atravesarad el cuerpo, seguin su transmitancia. Se suele expresar en porcentaje segun

la siguiente féormula:

Luz trasmitida por la muestra

%T=

"~ Cantidad total de luz incidente

x 100 (Ecuacion 3.8)

Equipos y reactivos
- Espectrofotémetro
- Agua destilada
Preparacion de las muestras para medidas de absorbancia y transmitancia

Productos concentrados. Se diluiran a los grados brix de referencia del producto.

Resto de zumos. Se mide directamente.

Procedimiento de medida para absorbancia y transmitancia

- Encender el espectrofotometro al menos 10 minutos antes de realizar la

medicidn. Tras esto, seleccionar el modo de trabajo y longitud de onda deseada

- Verter en una cubeta agua destilada y hacer el cero en el espectrofotémetro.

Asegurarse de que las paredes de la cubeta estén bien limpias y secas

- Limpiar la cubeta y secar bien
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- Verter en la cubeta la muestra, introducir en el equipo y medir
Cdlculo
El resultado sera el que indique el equipo directamente.
Método de referencia
IFU N° 80. Measurement of the color of clear and hazy juices.
M-X. Determinacion de limonina

La limonina es un limonoide, una sustancia amarga, blanca y cristalina que se encuentra
en frutas de naranja y limén. Su determinacion indica el grado de amargor y se relaciona

con el estudio organoléptico.

Método de referencia

JBT. Cap. IV, N° 30. Limonin by HPLC.

3.3.2. Métodos de calculo

El analisis de los resultados se ha realizado utilizando el programa estadistico R.
La respuesta glicémica postprandial se evalué como el area de incremento bajo la curva
de respuesta de la glucosa de ambos zumos estudiados (IAUC). Se ha utilizado el test de
Kolmogorov-Smirnov para analizar la normalidad de los datos, realizandose ANOVA o
test no paramétricos (Wilcoson) para contrastar las medias. En concreto, se han
comparado tanto los indices glicémicos como el IAUC entre los zumos A, B y el control
(10.4% de dextrosa). Ademas, se han realizado analisis de correlacidon de Pearson entre

las variables antropométricas, el sexo y los datos obtenidos.
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Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisiéon General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

Es habitual encontrar este tipo de producto en la industria citrica a partir de
subproductos junto con el denominado WESQOS (water extracted soluble solids) aunque
este tipo de recuperacién de subproductos es mas comun en Brasil y Estados Unidos,
en Espafna cada vez mas empresas optan por incluir en sus lineas la recuperacién
de la corteza con el fin de aprovechar al maximo todas las fracciones durante el

procesado y para minimizar los residuos generados.

El desarrollo del estudio realizado puede resumirse en el esquema de la
figura 4.1, donde se pueden apreciar las diferentes etapas que se han llevado a
cabo para conseguir separar los distintos componentes. El subproducto de la piel de
los citricos se pasa a través de una membrana de ultrafiltracion obteniéndose un
producto clarificado. Posteriormente, se optimiza la corriente de permeado
mediante un paso por ultrafiltracion, con un tamafio de corte molecular de
membrana (MWCO) mas restrictivo que el anterior para obtener un permeado
aun mas clarificado, puesto que los consumidores exigen cada vez mds unas

especificaciones muy restrictivas.

81
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Por ultimo, se introduce el permeado en una etapa de nanofiltracion en la que
se busca separar los diferentes azlcares presentes en el subproducto, obteniendo asi

azucares naturales procedentes de la fruta.

4.1. Clarificacion mediante ultrafiltracion

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comision General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

El principal objetivo de esta etapa ha sido clarificar el producto. Este proceso es
capaz de aumentar la rentabilidad a corto plazo ya que asi se puede ampliar el tiempo
de su utilizacion, debido a que el subproducto orange peel extract o el lemon
peel extract, habitualmente presenta un sabor fuertemente amargo y aromas
tostados. Mediante el uso de esta etapa se puede aumentar la produccién de este
subproducto, por lo tanto, podria aumentar la rentabilidad considerablemente
porque en la actualidad no se puede hacer frente al aprovechamiento de todo
este subproducto cuando se trabaja al 100% de capacidad de la planta y, en estos
casos, parte de la corteza es desechada. Este proceso podria lograr dar un

aprovechamiento posterior o un segundo uso a la totalidad de las pieles.

Segun la bibliografia consultada, a partir de la materia prima procedente de
corteza de naranja y por otro lado bergamota, los autores Figueroa et al. (2011) y
Conidi et al. (2011) optaron por clarificar el producto mediante membranas de
ultrafiltracion de 100 KDa, del mismo modo, en la presente Tesis se ha seleccionado el
mismo tamafio de corte molecular. Los resultados obtenidos en los ensayos se recogen
en la tabla 4.1, en dicha tabla se muestran los principales parametros de las corrientes
de alimentacidon, permeado y rechazo. Ademas, se incluye una columna con los
parametros de la materia prima utilizada antes de la dilucién con agua para alimentar

la membrana.

En la tabla se puede apreciar que el porcentaje de acidez, indice de
formol, potasio y el pH practicamente no varian, mientras que el porcentaje de
pulpa y el porcentaje de transmitancia tienen una variacion importante debido al
proceso de clarificacién que retiene el contenido en pulpa y pectinas principales

causantes de la turbidez tal y como indica Dey y Banerjee (2014).

Basado en el conocimiento previo se decidié realizar un ensayo utilizando

Ill

un sistema de ultrafiltracion, dicho ensayo consistio en introducir al tanque el “orange
peel extract” e ir aumentando el caudal de la bomba hasta conseguir unos valores de

presion
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maximos tolerables por la instalacidn, principalmente los valores admisibles por la

membrana.

Cada ensayo tuvo una duracién de 3 horas, al no disponer de un sistema de
refrigeracion la temperatura fue aumentando desde los 30 °C iniciales hasta un maximo
de 60 °C, temperatura limitante para que el producto no se degrade sensorialmente
puesto que la membrana puede soportar hasta los 90 °C. A las 2 horas de
funcionamiento, se alcanzaron los 60 °C. Para bajar la temperatura se volvié a introducir

el producto al tanque y la temperatura descendioé hasta los 46 °C.

Con el ensayo realizado, se pretende obtener los grados brix maximos a los que
se puede introducir el producto en el equipo de filtraciéon trabajando al 100% de
rendimiento para asi ahorrar costes energéticos en la etapa posterior de concentracién.
Ademads de los costes de concentracion también se produce un ahorro en costes
logisticos por volumen de materia prima transportada y en tanques de acumulacién
debido al menor volumen trabajado. El sumatorio de todos estos pequefios costes
asociados a una concentracién superior de clarificacién puede llegar a imposibilitar
econémicamente el proyecto, por tanto, conocer los grados brix éptimos de clarificacion
es un dato que hay que tener en cuenta, tal y como se refleja en los estudios de Figueroa

et al. (2012).

A partir de los ensayos realizados se obtuvieron muestras a diferentes tiempos
para realizar andlisis a las diferentes corrientes del proceso. En la tabla 4.3, se muestra
la variacién del porcentaje de transmitancia a lo largo del proceso medida a una longitud

de onda de 650 nm.

Tabla 4.3. Evolucion del porcentaje de transmitancia durante el proceso de clarificacion.

BT

Muestra sin clarificar 0.20
15 98.02

60 98.13

120 97.91

205 97.95
Rechazo final 0.10
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En la tabla anterior se aprecia una disminucidn del porcentaje de transmitancia
conforme va permeando el producto. No obstante, durante todo el ensayo se mantiene
por encima del 95% un valor por el cual se considera que la clarificacidn se ha producido
de manera correcta. Segun Jegatheesan et al. (2012) la filtracién con membranas es
capaz de conseguir corrientes de permeado con una excelente calidad y una eliminacion

casi total de la turbidez y color.

La figura 4.2, muestra de izquierda a derecha una comparaciéon entre el
permeado diluido a 11.2 grados brix, el permeado obtenido y la corriente de rechazo,
donde se aprecian perfectamente las diferencias entre las corrientes obtenidas con un
visual atractivo para la corriente de permeado y su dilucién. Se diluye a 11.2 grados brix
ya que son los grados brix de referencia para un zumo de naranja reconstituido a partir

de un concentrado.

¢
.
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Figura 4.2. Corrientes obtenidas tras el paso por membrana

A continuacidn, en la tabla 4.4 se indican los azUcares presentes en el permeado
y la alimentacidn frente a los valores marcados por la Asociacion Europea de Zumos de
Frutas (AIJN), creada en 1962 y con sede en Bruselas. AIJN es la asociacidn
representativa de la industria de zumos de frutas, y elabora guias de referencia para
cada tipo de fruta donde se incluye los valores usuales de los principales parametros
respecto a la composicidn, requisitos medioambientales e higiénicos. El zumo de naranja

estandar esta analizado a 11.2 grados brix.
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Los principales azucares presentes en los citricos son glucosa, fructosa y
sacarosa, la presencia de otros azucares pueden ser indicios de adulteracién de los
zumos o concentrados. El porcentaje de sacarosa y el extracto libre de azucar se

obtienen mediante las ecuaciones:

Y concentracién total de azucares

%Sacarosa = (Ecuacion 4.1)

concentracién de sacarosa

Extracto libre de azacar = Sélidos solubles (%7) —

Y Concentracion total de azicares (Ecuacion 4.2)

El aumento de los monosacaridos al clarificar (glucosa y fructosa) esta
intimamente relacionado con la disminucién del extracto libre de azucar, puesto que
parte de la composicion de este extracto lo componen pectinas, pulpa y flavonoides
entre otros, que son rechazados en la membrana mientras que los monosacaridos y

disacdaridos si que atraviesan la membrana.

En ambos casos se ve descompensada la concentracion de sacarosa y la relacion
glucosa/fructosa, esto es debido a que la composicion de azlcares presentes en la
corteza no es del todo similar al zumo y por la propia extraccién enzimatica llevada a
cabo, tal como sefiala Maktouf et al. (2014). Por ultimo, en la tabla 4.5 se muestran

parametros mas especificos analizados.

De entre los valores obtenidos en la tabla anterior, destaca la reduccién de la
hesperidina, AIJN en su guia para la naranja, ya indica la reduccién de la hesperidina
debido al proceso de clarificacién, puesto que el tamafio de corte no deja pasar este
flavonoide presente, quedandose en la corriente de rechazo. Esta corriente recuperable
puede ser util en un futuro para la extraccién de flavonoides y otros compuestos de alto
valor afiadido. Existe también un importante descenso de las pectinas totales y solubles
en agua. La consecuencia de la reduccidn de pectinas fue descrita por Kashyap et al.
(2001), para reducir la turbidez al igual que se ha podido observar en la presente Tesis.
En la figura 4.3, se describen las diferentes corrientes del proceso de ultrafiltraciéon (UF)

con los productos mas representativos presentes.
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La figura 4.3 describe de una forma visual las diferentes corrientes presentes en
el proceso de ultrafiltracion (alimentacidon, permeado y rechazo) junto con los
principales componentes de éstas. En la corriente de rechazo, la membrana es capaz de
eliminar toda la pulpa presente, la turbidez que ocasionan los compuestos, la mayoria
de los flavonoides para conseguir asi un sabor mas neutro y que el permeado obtenido

se pueda aplicar en mas productos.
4.2. Optimizacion de la corriente de permeado clarificada

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comision General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

Una vez obtenido el producto clarificado mediante el proceso de ultrafiltracion,
se abrieron dos vias de investigacion. Estas vias se muestran en la figura 4.1 descrita

anteriormente.

La primera de ellas fue la optimizacién de la corriente de permeado obtenido y
su posible concentracion de los azlcares presentes. Para ello, a partir del permeado
anterior se han llevado a cabo ensayos utilizando dos membranas de ultrafiltracién de
diferente composicion quimica, Como objetivo global en estos ensayos, se
planteé estudiar la posibilidad de separar azlicares de mayor tamafio molecular
(disacaridos), de los de menor tamafio (monosacaridos), asi como la posibilidad

de concentrar los azUcares en la corriente de rechazo.

Ademads, con estos ensayos se ha tratado de optimizar el permeado procedente
de la clarificacidn, donde se ha utiliza una membrana de ultrafiltracién y mejorar el
perfil organoléptico. Cabe destacar, que al utilizar un proceso de ultrafiltracién
respecto a un proceso de nanofiltracion los consumos energéticos se
ven reducidos considerablemente ya que opera a menores presiones. El equipo
utilizado se muestra en la figura 4.4, donde se puede apreciar a la izquierda el tanque
de alimentacién y el médulo de membranas, a la derecha de la figura se situa el
portatil que se utiliza para controlar el ensayo a través del software y en el centro se

situa la balanza y la zona de medidas volumétricas.
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4.__‘

Figura 4.4. Imagen del equipo experimental utilizado en la realizacién de los ensayos de

separacion de azlcares mediante distintas membranas de ultrafiltracion.

El producto utilizado como materia prima es el permeado clarificado obtenido
tras una etapa de ultrafiltracién anterior. Las membranas utilizadas para la optimizacién
y concentracién de azucares fueron dos. Las caracteristicas y condiciones de operacion
de las membranas utilizadas se muestran en el apartado 3.1.1 del capitulo 3 materiales

y métodos.

Como paso previo se ha llevado a cabo la caracterizacidn inicial de las
membranas, realizando un estudio de permeabilidad al disolvente. Dicho ensayo se ha
llevado a cabo para cada una de ellas antes y después de los ensayos con el orange peel

extract clarificado.

La ecuacién 4.3 expresa el flujo de agua a través de la membrana mediante una

fuerza impulsora, que es el gradiente de presién:

Jw = A, X (4P — All) (Ecuacion 4.3)
Siendo:
Aw: coeficiente de permeabilidad de la membrana al agua (h/m)

Jw: flujo de agua en el permeado (m3/m?-h)
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AP: gradiente de presidn hidrdulica a través de la membrana (bar)
AN: gradiente de presidon osmatica a través de la membrana (bar)

4.2.1. Determinacion de la permeabilidad de las membranas utilizadas

mediante ensayos con agua destilada

Experimentalmente, se observa que existe una relacién lineal entre el flujo de
disolvente y el gradiente de presién a través de la membrana, cuando se realizan los
ensayos con agua. En ese caso, no hay sales ni solutos organicos en la alimentacion.
Cuando las concentraciones de soluto son bajas, el gradiente de presidon osmética es
muy bajo, y se puede despreciar frente al gradiente de presidon hidrdulica. Asi pues, la

ecuacion 4.3 quedara reducida a la 4.4:
Jw = A,, X AP (Ecuacion 4.4)

Al representar el flujo de permeado (Jw, en m3/m?-h) frente a la presion hidraulica
(bar) y realizar un ajuste mediante regresion lineal, se obtiene una recta cuya pendiente
sera igual al coeficiente de permeabilidad de la membrana al agua (Aw, en h/m). No
obstante, para poder realizar una comparacién con otros autores y de los datos
obtenidos en los ensayos, este coeficiente se expresa en otras unidades (s/m) y la
representacion se ha realizado como el flujo de permeado J» medio, en kg/m?-s. Hay
gue tener en cuenta, a la hora de realizar los calculos, que el area atil de la membrana

acoplada en el médulo es de 8.48 -103 m?.

Se han realizado varios ensayos con agua para determinar experimentalmente la
permeabilidad inicial (Awi) de las membranas GR60PP y GRIOPP. Para ello, se varié la
presidén de operacidén entre 4-10 bar. Con los datos experimentales obtenidos, se ha
realizado la representacién grafica y el ajuste lineal pertinente, obteniéndose asi las
permeabilidades de cada membrana antes de su uso en la figura 4.5, donde las

permeabilidades se corresponden a la pendiente de las rectas de cada membrana.
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Figura 4.5. Representacion del flujo de permeado frente a la presion para determinar la
permeabilidad de las membranas estudiadas mediante paso de agua destilada.

Membrana GR60PP=® ; Membrana GR9OPP= @.

Ademas, se ha realizado un estudio comparativo entre los datos experimentales
obtenidos de permeabilidad inicial para cada membrana. Se ha comparado con la
bibliografia las dos membranas utilizadas. En la tabla 4.6, se muestran los valores de
permeabilidad de las membranas ensayadas y la bibliografia consultada para los ensayos

con agua destilada.

Tabla 4.6. Comparacién de los coeficientes de permeabilidad de las distintas

membranas (los obtenidos experimentalmente y los consultados en la bibliografia).

Experimental Awi  Bibliografia

(s/m) Avi (s/m)
1.083 x 10°8 6.690 x 108
1.056 x 10°8 5.060 x 108

En ella, se observa, que los valores de los coeficientes de permeabilidad
obtenidos experimentales y los consultados en la bibliografia son del mismo orden.
Sdnchez-Moya et al. (2020), utilizaron las membranas GR60PP y GR90OPP para la
separacion de la lactosa y la proteina del suero de la leche, obteniendo valores del
coeficiente de permeabilidad (Awi) en s/m del mismo orden de magnitud que los

obtenidos experimentalmente para dichas membranas.
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Las membranas utilizadas poseen similar composicién quimica, pero no son
exactamente iguales, tienen ciertas caracteristicas propias. En la figura 4.6, se muestra
las unidades estructurales de la composicion quimica de la membrana GR60PP

(polisulfona) y de la membrana GROOPP (polietersulfona).

oEo—oHo- {oo-

Figura 4.6. Composicién quimica de las membranas GR60PP (a la izquierda) y GR90PP (a
la derecha) (Galanakis, 2015).
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En la figura 4.6 se muestra como la polisulfona estd compuesta por unidades
aromaticas y alifaticas de manera secuencial, que le otorga el perfil hidrofébico del
polimero al repeler el agua y los compuestos hidrofilicos. Ocasionalmente, esta
estructura tiene un caracter hidrofilico debido a la formacién de enlaces de hidrégeno
por la conexion existente entre las moléculas de oxigeno (aril-O-alquilo) y didxido de
azufre (aril-SOz-alquilo). Por otro lado, la estructura de la polietersulfona es similar, pero
menos hidréfoba, por la presencia de un mayor nimero de moléculas de diéxido de
azufre (Galanakis, 2015), esto es debido a los atomos de oxigeno presentes en la
molécula de SO, que pueden unirse al agua. Ademas, las membranas de composicién
quimica de polietersulfona presentan resistencia a las proteinas y polisacaridos (Ma et

al., 2007; Peng et al., 2011).
4.2.2. Caracterizacion de las corrientes de permeado y rechazo

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisidon General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

Una vez realizados los ensayos de filtracion en el mddulo de pruebas, los
resultados del analisis de las corrientes de alimentacion y permeado para cada una de

las membranas ensayadas se muestran en la tabla 4.7.

En la tabla 4.7 se puede observar que los grados brix descienden
ligeramente debido a la eliminacién de compuestos que aportan grados brix, pero se
mantiene el pH, porcentaje de acidez, indice de formol, potasio y acido ascérbico.
Castro y Gerla (2005) observaron que la capacidad antioxidante tras la filtracion por
membranas se mantenia invariable e incluso superior al filtrado tradicional por tierra

de diatomeas, coincidiendo
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con los datos obtenidos en los ensayos, donde el acido ascérbico se mantiene

aproximadamente en los mismos niveles tras pasar por la membrana.

Con este proceso de ultrafiltracion y, al igual que en los estudios de Maktouf et
al. (2014), se logra reducir la turbidez y viscosidad, obteniendo un producto mds
transparente, de aspecto y sabor mds neutro, disminuyendo la percepcién de amargor
siendo la membrana de menor tamafio de poro, la que alcanza unos valores de

porcentaje de transmitancia mayores.

Esto es muy util, ya que algunos clientes buscan un producto que aporte el menor
sabor o color posible para poder aplicarlo en diferentes referencias y no limitar el uso,
manteniendo como en este caso los minerales y los dcidos presentes. Luo et al. (2016)
justificaron que un paso por una membrana de ultrafiltracién “loose” seguido de una
“tight” era capaz de reducir los pigmentos obteniendo asi un zumo con una baja
coloracion. Los términos “loose y tight” se corresponden con una membrana de mayor

tamafio de poro y otra mas pequeiia.

A continuacidn, en la tabla 4.8 se muestran los analisis de los azUcares realizados

a las distintas corrientes tanto de alimentacion, permeado y rechazo.

El aumento de los grados brix que presentan las corrientes de rechazo frente a
las de permeado en ambas membranas es debido a que el sistema trabaja por lotes o
“batches”, es decir, se introduce una cantidad de producto al tanque de alimentacién a
la membrana y se obtiene permeado, mientras que el rechazo se devuelve al tanque

produciéndose una concentracién de los solidos solubles presentes.

Para poder discutir los resultados de la concentracién de azlcares se deben
transformar los valores de la concentracidn de azlcares para expresarlos a 11.2 grados
brix, asi se obtiene la tabla 4.9, donde se incluye una columna comparativa con los

rangos usuales de un zumo de naranja.

En la tabla anterior, se ven alterados los valores de la sacarosa y la relacién
glucosa/fructosa esto es debido a la composicion de los azlcares presentes en la corteza
de la naranja (flavedo y albedo) que no es del todo similar respecto del zumo que
contiene en el interior y que se compara en la Ultima columna. De igual modo ocurre en
el apartado anterior al clarificar el orange peel extract directamente y en los estudios

realizados por Maktouf et al. (2014).
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Por otro lado, se aprecian las diferencias del valor del extracto libre de aztcar en
las corrientes de rechazo frente a las corrientes de permeado en ambas membranas ya
que los azlcares atraviesan la corriente de permeado mientras que en la corriente de
rechazo quedan otros compuestos como pectinas o flavonoides y parte de la sacarosa.
El porcentaje de sacarosa como el extracto libre de azucar se han obtenido mediante las

ecuaciones 4.1y 4.2,

Para determinar como de eficaz es la separaciéon de los monosacaridos de los
disacdaridos, se ha calculado mediante la ecuacion 4.5 el porcentaje de rechazo de los
diferentes azucares (parametro relacionado con el grado de concentracién de la
alimentacion) siguiendo la ecuacién que Cassano et al. (2011) y Conidi et al. (2017)
utilizaron para estudiar el rechazo de la membrana en diferentes compuestos fendlicos
de un zumo de granada clarificado por membranas de ultrafiltracién y nanofiltracién.
Ademas, se ha calculado el porcentaje de concentracién mediante la ecuacion 4.6. Estos

valores se muestran en la tabla 4.10.

Las ecuaciones utilizadas han sido:

Ca—Cp

% Rechazo = x 100 (Ecuacion 4.5)

a

% Concentracion = % x 100 (Ecuacion 4.6)

a

Siendo:
Ca: Concentracion de alimentacion (g/L)
Cp: Concentracién del permeado (g/L)

Cr: Concentracion de rechazo (g/L)

Los resultados obtenidos, indican que la membrana con menor tamario de corte
molecular, es capaz de rechazar hasta un 15 % de los disacaridos mientras que en la

membrana la composicidon porcentual se mantiene practicamente invariable.
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4.2.3. Estudio del ensuciamiento (fouling) de la membrana GR60PP

Uno de los problemas que presentan las membranas durante su funcionamiento
esta relacionado con los fendmenos de ensuciamiento o fouling que pueden llegar a
producirse. Para comprender los fendmenos de ensuciamiento o fouling que sufren las
membranas durante su utilizacién se ha llevado a cabo un estudio donde se ha
seleccionado la membrana GR60PP, debido a que su composicién quimica en base a la
polisulfona es muy comun dentro del campo de las membranas poliméricas de

ultrafiltracion y nanofiltracion.

Con el fin de observar las diferencias de los coeficientes de permeabilidad de la
membrana GR60PP se ha elaborado la figura 4.7, cuya representaciéon compara los
valores experimentales obtenidos durante la realizacién de los ensayos con agua
destilada a diferentes presiones antes y después de pasar el orange peel extract. A partir
de estos datos, se ha llevado a cabo la representacién grafica y el ajuste lineal

pertinente, obteniéndose asi las permeabilidades.
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Figura 4.7. Representacion del flujo de permeado frente a la presion para determinar la
permeabilidad de las membranas mediante paso de agua destilada antes y después del
paso del orange peel extract en la membrana GR60PP. Flujo inicial= @ , Flujo después

del paso del orange peel extract =@.

Ademas, se ha realizado un estudio comparativo entre los datos experimentales
de permeabilidad obtenidos antes y después del paso del orange peel extract. En la tabla
4.11, se muestran los valores de permeabilidad de la membrana ensayada y la

bibliografia consultada para los ensayos con agua destilada.
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Tabla 4.11. Comparacién de los coeficientes de permeabilidad (los obtenidos
experimentalmente y los consultados en la bibliografia) al inicio y final de los ensayos

con agua destilada para la membrana GR60PP.

Experimental Ay Bibliografia Aw

Membrana
(s/m) (s/m)
Inicio 1.083 x 108 6.690 x 108
GR60PP
Final 1.028 x 108 5.710x 108

Se puede observar, que los valores de los coeficientes de permeabilidad
obtenidos experimentales y los consultados en la bibliografia son del mismo orden.
Sanchez-Moya et al. (2020) en sus estudios para la separacion de la lactosa y la proteina
del suero de la leche, obtuvieron valores del coeficiente de permeabilidad (Aw) en s/m

del mismo orden de magnitud que los obtenidos en este trabajo.

Por otro lado, se ha utilizado la ecuaciéon 4.7 para valorar el grado de
ensuciamiento irreversible (IF) de la membrana tal y como lo describen Warczok et al.
(2004) y Echavarria et al. (2012) en sus estudios, donde se comparan los flujos de
permeado con agua destilada antes y después de ser utilizada la membrana. Ademas, se
ha utilizado la ecuacidon 4.8 para definir el indice de ensuciamiento (Fl) de la membrana
de acuerdo con otros autores como Conidi et al. (2017), donde se compara la
permeabilidad de la membrana mediante el paso de agua destilada antes y después del
paso del zumo. Los resultados del indice de ensuciamiento y del ensuciamiento

irreversible para la membrana GR60PP de polisulfona se muestran en la tabla 4.12.

IF = ]W‘]_ﬂ (Ecuacidn 4.7)
wil

FI = (M) x 100 (Ecuacion 4.8)
Awi

Donde:
Awi: coeficiente de permeabilidad inicial de la membrana para el agua destilada (s/m)

Aus: coeficiente de permeabilidad de la membrana después del paso del producto para

el agua destilada (s/m)

Jwi: flujo de permeado inicial de la membrana para el agua destilada (kg/m?:s)
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Jwt: flujo de permeado de la membrana después del paso del producto para el agua
destilada (kg/m?-s)

Tabla 4.12. indice de ensuciamiento y ensuciamiento irreversible de la membrana

GR60PP después de utilizar el extracto clarificado del zumo de naranja.

indice de

- Ensuciamiento
Membrana ensuciamiento

(%)

irreversible

GR60PP 94.92 0.095

Los datos obtenidos indican que se ha alcanzado un valor del 94.92 % para el
indice de ensuciamiento, siendo este valor muy elevado ya que lo que nos indica este
indice de ensuciamiento es cuanto baja la permeabilidad después de pasar el producto,
pero antes de la regeneracion de la membrana, por lo que valores superiores al 90% son
aceptables. Por otro lado, el grado de ensuciamiento irreversible para la membrana ha
sido de 0.095, este valor tan bajo significa que la membrana no se ve afectada por el
paso del producto. Estos excelentes resultados obtenidos tanto para el indice de
ensuciamiento como para el ensuciamiento irreversibles son debidos en gran medida
por utilizar la materia prima procedente de una clarificacién anterior (apartado 4.1).
Otros autores como Conidi et al. (2017) y Echavarria et al. (2012) obtuvieron datos
inferiores para el indice de ensuciamiento y superiores para el ensuciamiento
irreversible debido a que utilizaron zumo sin una clarificaciéon previa. A raiz de los
resultados obtenidos, para el indice de ensuciamiento y el ensuciamiento irreversible se
puede estudiar la posibilidad de alargar los ciclos entre cada limpieza en el tiempo

logrando asi un aumento de la produccién.

Por ultimo, en las figuras 4.8 y 4.9 se muestra unas imdagenes correspondientes
a la membrana GR60PP capturadas mediante microscopia electrénica de barrido (MEB),

siendo la figura 4.8 la membrana previa al uso y la figura 4.9 después de su utilizacion.
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Figura 4.8. Microscopia electrénica de barrido para la membrana GR60PP antes de su

uso.
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Figura 4.9. Microscopia electdnica de barrido para la membrana GR60PP después de su

uso (Romero-Dondiz et al., 2015).

La imagen correspondiente a la figura 4.9, se ha obtenido por microscopia
electrénica de barrido después de la filtracidon de aguas residuales sintéticas durante 4
horas (Romero-Dondiz et al., 2015). Esta membrana posee una estructura altamente
porosa que provoca una mayor tortuosidad al fluido, ofreciendo una mayor resistencia
al flujo. Las membranas de composicidn quimica polisulfona son susceptibles a la

polarizacién por concentracién y al ensuciamiento por deposicion de polimeros (Mérian
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y Goddard, 2012; Saha et al., 2009) que provoca una capa o torta en la superficie de la

membrana como se remarca como “cake layer”.

En el anexo lll, se muestra un esquema en forma de pdster el cual fue presentado

a las IV Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia.
4.3. Proceso de separacion de azulicares

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisiéon General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

La sociedad esta cada vez mas concienciada sobre el contenido de azucares en
las bebidas de zumos. La situacion en Espaiia, similar al resto de los paises de la Unién
Europa, exige que el aporte de azlcar en las bebidas de zumos sea de manera natural y
algunas comunidades auténomas estdn trabajando en implementar algun tipo
de impuesto similar al existente en el Reino Unido donde gravan a las bebidas
azucaradas. Con la nueva ley del Gobierno aprobada en 2020 que grava a las bebidas
azucaradas y edulcoradas, aun se hace mds importante el poder conseguir

azUcares naturales procedentes de la fruta.

Debido a esta problematica, en la presente Tesis se ha intentado dar solucién al
exceso de azucar afadida en refrescos y bebidas. Para ello, se ha buscado separar
azucares naturalmente presentes a partir de extractos de piel de naranja y limén que

son un subproducto en la industria de los citricos.

Al igual que en los apartados anteriores, se ha utilizado una filtracidn
por membranas, pero buscando en este caso un tamafio de poro que hiciese
posible la separacién de los azucares. Por ello se ha considerado utilizar

membranas de nanofiltracidn para llevar a cabo los ensayos.

Las condiciones se fueron modificando durante todo el proceso, como muestra
la tabla 4.13 hasta que comenzé a permear el producto. A partir de este momento, se
tomaron muestras cada 15 minutos de las corrientes de permeado y de
rechazo. Inicialmente, la temperatura del producto fue de 6.5 °C y se recirculd el
producto para su acondicionamiento. Para ello, el producto se calentd con la adicién
de vapor hasta una temperatura de 16.5 °C, pero se produjo un descenso de los

grados brix. A partir de este momento, se detuvo el vapor.
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Al arrancar el ensayo, el caudal de permeado obtenido tuvo el valor mas alto y
descendié conforme avanzaba el tiempo de experimentacidon. En contraposicién al
caudal, los grados brix de las corrientes de permeado y de rechazo se fueron
concentrado al igual que en los ensayos de Almazan et al. (2013) que utilizaron una
membrana de mismo corte molecular para concentrar zumo de pomelo. Esto es debido
al aumento de presiéon y temperatura a lo largo del ensayo, ya que fueron aumentando
su valor a lo largo del experimento provocando esta concentracién. A continuacién, en
las figuras 4.10 y 4.11 se muestran dos fotografias donde se pueden apreciar diferentes
muestras recogidas de las corrientes de permeado y de rechazo a diferentes tiempos de

operacion.

Figura 4.11. Muestras de la corriente de rechazo a diferentes tiempos.
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En las figuras, las muestras se corresponden con las corrientes de permeado y
rechazo respectivamente, mostrandose de izquierda a derecha la evolucién del color
conforme avanzaba el tiempo. Para el caso del permeado, evoluciona de incoloro a un
ligero color amarillo, pero sin perder la transparencia. Por otro lado, la evolucién del
color con el tiempo es mds acusada para la corriente de rechazo, pasando de un
amarillo dorado a ambar. Esta evolucion en ambas corrientes se debe a diversos
factores como son la evolucion de la presién y temperatura durante el ensayo, ya que
no se disponia de una columna de refrigeracion para mantener constantes estas
variables. El aumento de temperatura fue estudiado por Alvarez-Quintana et al.
(2020), comprobando que provoca dos efectos, el primero de ellos es el descenso de
viscosidad que facilita el paso de producto a través de la membrana, el segundo de
ellos y relacionado con el primero es el ensanchamiento del tamano de poro. De igual
modo, Soltane et al. (2013) estudié que un aumento de presién puede hacer que se
facilite que los compuestos pasen a la corriente de permeado por modificacion de la

estructura.

Los principales azucares presentes como son la glucosa, fructosa y la sacarosa se
han analizado mediante cromatografia liquida de alta resolucién. Para poder comparar
las concentraciones de los diferentes azlcares en la tabla 4.14 se expresa en g/kg de

materia seca (g/kg m.s.).

La tabla superior, pone de manifiesto las diferentes concentraciones de
monosacaridos y disacaridos presentes en el orange peel extract y como se distribuyen
después del proceso de nanofiltracion. Luo et al. (2016) constataron que las membranas
de nanofiltracidn son capaces de separar los aziicares monosacaridos de los disacaridos.
Garcia Martin (2014) también comprobd que al pasar por nanofiltracion mostos y vinos
se reducia entre un 30-60 % los azucares dependiendo de la membrana utilizada,
condiciones de operacion y cantidad de azUcares presentes inicialmente. Por otro lado,
David (2016) comprobd que con membranas de nanofiltracion ademas de separar

lactosuero también se puede separar la sacarosa.

Por ultimo, se ha calculado mediante la ecuacion 4.9 el factor de concentracion
de azucares en la corriente de permeado, observandose que la glucosa y fructosa se

concentran hasta 1.4 veces en el permeado.

Cp m.s.

Factor de concentracion = (Ecuacion 4.9)

a M.S.
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Siendo:

Cp m.s.: Concentracion de azucares en la corriente de permeado expresado en (g/kg

m.s.)

Ca m.s.: Concentracion de azucares en la corriente de alimentacion expresado en (g/kg

m.s.)

Para completar la caracterizacidn de las corrientes obtenidas se han realizado los

analisis que se muestran en la tabla 4.15.

Para resumir el proceso de obtencién de azucares, se ha realizado el diagrama
de la figura 4.12 donde se muestran las diferentes corrientes que se obtienen con los

principales compuestos que se separan en las etapas de ultrafiltracidon y nanofiltracion.
4.4. Estudios de vida util de los productos clarificados obtenidos

La seguridad alimentaria es uno de los pilares fundamentales en la cadena
de suministro en el sector alimentario. Por ello, es de vital importancia evaluar
eficazmente la vida util de los productos que se comercializan. Para ello, establecer
gue factores son los que limitan la vida util y que acciones encaminadas a alargar
la caducidad son esenciales en estos dias. Los principales factores que puede
causar cambios son los quimicos, fisicos y bioldgicos que causan una
modificacion en las cualidades organolépticas de los alimentos (Casp y Abril, 2003).

La calidad de un alimento estd en continuo cambio, es decir, es un estado
dindmico que se mueve siempre hacia niveles mas bajos (Casp y Abril, 2003). Como se
ha comentado anteriormente, la vida util de un alimento es el tiempo finito que
en condiciones controladas de almacenamiento un producto es capaz de mantener
su propiedades microbiolédgicas y sensoriales en unos niveles de aceptacion tales

gue garanticen la seguridad de los consumidores.

En base a esta premisa se definen la fecha de caducidad y consumo preferente,
donde el tiempo maximo para consumir un alimento con seguridad viene marcado por
la fecha de caducidad, mientras que el tiempo que el producto conserva todas sus
propiedades sensoriales viene estipulado por el consumo preferente (Inungaray y

Reyes,
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2013). Una de las causas del establecimiento de estas fechas de consumo viene

marcadas por la naturaleza de las materias primas que componen el alimento.

Uno de los parametros que mejor definen a un zumo de frutas son las
propiedades sensoriales del producto. Entre estas, el color es la primera caracteristica
que valora el consumidor, por lo que el color inicialmente es el que mejor define a un
zumo (Martinez et al., 2010), aunque también ciertos aspectos fisicoquimicos (Mariné,
1981). Al mismo tiempo que los alimentos ofrecen olor, color y sabor, presentan
propiedades mecanicas y reaccionan frente a la deformacién como el producido al
masticar, tocar, morder o estrujar (Manayay y Ibarz, 2010). Un ejemplo de estas
modificaciones son las que se presentan en los chicles o gomas de mascar. Por otro
lado, se pueden evaluar este comportamiento mediante métodos fisicos, en donde el
valor no depende del individuo ya que se realiza la medicién instrumentalmente (Muller

y Gonzdlez, 1978; Barbosa-Canovas y Ibarz, 2005).

De los diferentes productos obtenidos, se han seleccionado para mostrar en la
presente Tesis Doctoral los dos productos que en principio poseen mas potencial
comercial para venta directa. Estos productos son: orange peel extract y lemon peel
extract. La justificacién para seleccionar estos dos productos recae, en el volumen que
se espera procesar en los proximos afios, el alto porcentaje de aplicabilidad y la
demanda actual del mercado. Los estudios de vida util realizados se han divididos en dos
tipos de controles, uno sensorial mediante catas y otro de seguridad donde se engloban
los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos. Ademas, se han estudiado en dos

condiciones de tratamiento y almacenamiento diferentes:
+ Producto aséptico refrigerado
+ Producto no aséptico congelado

Algunos autores como Moazzem et al. (2019) han estudiado como ampliar la vida
util con preservantes, aunque en la actualidad el rechazo de la sociedad por este tipo de
técnicas esta haciendo que esta via no sea la mas popular entre los consumidores. Cobra
mucha importancia estudiar los posibles efectos que tienen los tratamientos de
conservacién con el fin de comprender los mecanismos que llevan a modificar los

atributos o caracteristicas de los alimentos.

Un producto envasado asépticamente, por norma general tendra una vida util

mayor que si se ha envasado sin tratamiento térmico. Es comun en la industria de los
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zumos realizar un tratamiento térmico para su conservacion, pero debido al coste del
proceso se siguen estudiando alternativas mas econdmicas (Llorens, 2018). En el
supuesto caso que se opte por no dar tratamiento térmico es necesario que las
condiciones higiénicas tanto en el disefio previo de la instalacién como durante todo el
proceso de elaboracidn, equipos utilizados, tanques y lineas sean impecables para evitar
que el producto final contenga una carga microbiana siendo un peligro de seguridad
alimentaria. Cabe destacar que dar un tratamiento térmico no elimina todos los
microorganismos (ya que algunos de ellos no se eliminan a las temperaturas de
pasteurizacion habituales en la industria) ni las posibilidades de volver a contaminarse

en el llenado por falta de limpieza (Grande et al., 2015).

La utilizacion de membranas de ultrafiltraciéon ayuda a evitar ciertos
microrganismos ya que por tamafio no atraviesan las membranas mientras que las
caracteristicas funcionales de los zumos de frutas contienen un alto valor nutricional ya
gue poseen vitaminas, minerales y antioxidantes se mantienen intactas (Castro y Gerla,
2005). Del otro lado, si se quiere asegurar que el zumo en seguro en condiciones de
refrigeracion se debe pasteurizar con las consecuencias que tiene como es el

pardeamiento del color.
4.4.1. Evolucidn de los parametros fisicoquimicos.

Contenido inhibido autorizado por Comision General de Doctorado de fecha
20/01/2022

Orange peel extract clarificado

El zumo de naranja y sus derivados es de las bebidas mds populares vy
consumidas a nivel mundial (Rouseff et al., 2009), entre otras razones por
sus agradables propiedades organolépticas (Ferndndez et al., 2010), destacando el
color entre los consumidores habituales (Meléndes-Martinez et al., 2004). Es por
ello, que el color ocupa un lugar preferente, incluso puede llegar a dar una idea
acerca del estado microbioldgico del producto (Muioz, 2016). Para poder entender el
cambio de color se han controlado diferentes parametros fisicoquimicos a lo largo del

tiempo.

Para la caracterizacion de los parametros fisicoquimicos se han elaborado las
tablas 4.16 y 4.17 donde se describen los parametros analizados a lo largo del estudio
de vida util diferenciando por tipo de almacenamiento, siendo la tabla 4.16 para
el almacenamiento en refrigerado con un tratamiento térmico y la tabla 4.17 para

el almacenamiento en congelado.
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Las condiciones del tratamiento térmico utilizado han sido mediante llenado de
botellines de vidrio, sumergidos en un pasteurizador de laboratorio durante 5 minutos

a una temperatura de 95-100 °C

Como se puede observar en las tablas, el estudio se ha realizado por un periodo
de tiempo de 12 meses, con un numero total de seis controles, con un intervalo de 3
meses entre cada control salvo para el inicio del estudio que se analizé al mes de la
fabricacion. El control realizado en el primer mes se elabora para observar qué cambios

ocurren en las primeras semanas de almacenamiento y controlar asi mejor su evolucion.

En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos analizados, se puede apreciar que los
grados brix se mantienen constantes a lo largo del tiempo en ambos casos que
presentan diferentes condiciones de almacenamiento. Ocurre lo mismo con el pH y la
acidez. No ocurre de igual manera con la vitamina C donde se observa un descenso a lo
largo del tiempo que puede provocar una alteracién del color tal y como indica Mufioz
(2016) donde la razoén principal es la oxidacién del acido L-ascdrbico a furfural. Cabe
destacar que a tiempo cero y durante todo el estudio el valor de vitamina C es superior
en congelado que en aséptico refrigerado, debido principalmente a la oxidacion por el

tratamiento térmico ejercido sobre el zumo.

En cuanto a los parametros que marcan el color y la turbidez, como son la
absorbancia y el porcentaje de transmitancia, se han medido a una longitud de onda de
430 y 625 nm respectivamente. Ambas mediciones se hicieron mediante una diluciéon
del producto a los grados brix de referencia que para los productos de naranja es de

11.2.

La transparencia de un zumo clarificado es un parametro critico de control ya
gue en el mercado uno de los requisitos que normalmente marcan su venta es que tenga
un minimo de porcentaje de transmitancia. Para los productos citricos, como es el caso
del orange peel extract, el minimo del porcentaje de transmitancia se encuentra en
torno al 90-95% por lo que con los datos obtenidos todo ellos superiores al 95% en
ambos tipos de almacenamiento, siendo el descenso inferior a un punto porcentual a lo
largo del estudio. Se puede afirmar que el producto mantiene un minimo de 95% de

transmitancia durante el primer afio.

La absorbancia es una medida muy uatil para controlar el color. En zumos

clarificados, y sobre todo en los citricos, al contrario que con el porcentaje de
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transmitancia, no hay un valor de referencia que marque un producto apto o no apto.
Influye mas la finalidad del producto, la dosis y como afecta a la mezcla final. No
obstante, valores por encima de 0.3 para naranjas son ya criticos. Los valores obtenidos
en cada control y en las diferentes condiciones de almacenamiento no han superado en
ninguno de los casos el valor de 0.3 por lo que al menos durante el primer afio el color
seguira siendo atractivo para el consumidor, pero si que ha existido una evolucién desde
el dia de fabricacion hasta el final del estudio, siendo un aumento del 40%
aproximadamente. Este aumento se produce en las primeras semanas y luego se

mantiene practicamente constante.

Los analisis microbioldgicos realizados han sido mohos, levaduras y recuento
total medidos en unidades formadoras de colonias por mililitro siguiendo los métodos
microbioldgicos 2, 3 y 4 de la Asociacidon Internacional de Zumos de Frutas y Verduras
(IFU). En este caso, para el producto aséptico es considerado aptos valores inferiores a
1 mientras que para el producto no aséptico son aptos valores inferiores de 100 para
mohos, 500 para levaduras e inferiores a 1000 para el recuento total. Es muy comun ver
estos limites en cualquier ficha técnica de empresas comercializadoras de zumos vy
concentrados. Pitt y Hocking (2009) y De Souza et al. (2010) describieron que entre las
especies de levaduras alterantes destacan Saccharomyces, Dekkera, Kloekera,

Rhdotorula, Candida, Zygosaccharomyces y Torulaspora.

Aunque el pH bajo de los citricos pueda ser una barrera para el crecimiento y
supervivencia de los microorganismos (Grande et al., 2015) frente a otros zumos de pH
mas elevado con la sandia o el meldn (Lima et al., 2009; Molinos et al., 2008) es posible
que las levaduras crezcan en medios acidos y bajas temperaturas pudiendo provocar
turbidez, sedimentos, produccién de gas, incluso separacion de fases (Jay y Anderson

2001; Pitt y Hocking, 2009).

Con el proceso de filtracién aplicado Gialleli et al. (2016) estudié la estabilizacion
microbiana y Papafotopulou-Patrinoi et al. (2016) junto con Lipnizki (2010) observé que
la filtracidn por membranas reduce la contaminacién microbiana por lo que los valores
obtenidos en la presente Tesis para producto no aséptico son tan favorables en parte,
debido al proceso de filtracién aplicado. El inconveniente que Fuenmayor et al. (2014)
determinaron fue debido a la colmatacion que sufren las membranas. En este caso, los
resultados obtenidos son muy positivos como se puede observar en las tablas 4.16 y

4.17.
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El aumento del color puede tener varios origenes, y se pueden dividir en dos
grupos, oxidacién enzimatica y no enzimatica. Mientras que el pardeamiento enzimatico
implica la oxidacion enzimatica de los derivados del anillo benceno, seguido de algunas
transformaciones no oxidativas y una polimerizacién final (Braverman, 1980), el
pardeamiento no enzimdatico se corresponde con tres mecanismos: reaccién de
Maillard, caramelizacién y oxidacion del acido ascdrbico. En los zumos y concentrados
segun los estudios de Ibarz et al. (1989) el pardeamiento es debido principalmente a las

reacciones de Maillard entre los azUcares reductores y grupos amino libres.

A continuacion, en la figura 4.13 se compara al final del estudio el color visual de
la muestra que se ha mantenido en congelacion (muestra de la izquierda) frente a la

muestran que ha estado en refrigeracién (muestra de la derecha).

Figura 4.13. Comparativa entre orange peel extract clarificado al final del estudio en

congelado (izquierda) y refrigerado (derecha).

Como se puede observar el color ha evolucionado en mayor medida en
refrigeracion que en congelacion. Una de las posibles razones por la modificacion del
color como indica Martinez et al. (2010) es la temperatura que sufre el producto durante
la pasteurizacidn. Sanchez et al. (2013) también estudiaron la influencia negativa de la
pasteurizacion en el pardeamiento. Como describen Toribio y Lozano (1986), Stamp vy
Labuza (1983) y Singh et al. (1983) los cambios producidos son debidos a las reacciones

de pardeamiento no enzimatico entre azucares reductores y aminodcidos mediante una
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cinética de orden cero para zumos y sus derivados. Por otro lado, segun Abets y
Wrolstad (1979) y Skrede (1985) la destruccion de los pigmentos presentes en las frutas
se degrada siguiendo una cinética de primer orden. Debido a la complejidad de las
reacciones implicadas, resulta dificil establecer un mecanismo de reaccién y un modelo
cinético que describa de manera global el proceso de pardeamiento. Por otro lado,
Beveridge y Harrison (1984) afirma que mayores concentraciones de sélidos solubles

favorecen este oscurecimiento.

Ademas del color, los pardeamientos enzimaticos modifican el sabor y aroma
mediante una serie de reacciones complejas de caramelizacién y oxidaciones del acido
ascoérbico. La formacién de melanoidinas ocurre en las denominadas reacciones de
Maillard (Hodge 1953; Cornwell y Wrolstad 1981) que dependen del pH del medio,
temperatura, tipo de sustrato y concentracion inicial del producto (Huang y Feather,
1988).

Como se puede apreciar en la figura representada, donde los puntos rojos son
condiciones no asépticas y congeladas mientras que los puntos azules se corresponde al
producto aséptico y refrigerado, existe un paralelismo en la evolucién de la absorbancia
con el tiempo. La principal diferencia radica en el valor de la absorbancia de partida, ya
que para las condiciones asépticas fue bastante superior respecto del producto sin
tratamiento térmico debido a la pasteurizacion recibida. Cabe mencionar que el mayor

aumento de la absorbancia se produce durante los primeros meses de almacenamiento.

En esta figura, los colores de los puntos representan el mismo almacenamiento
qgue en la figura anterior, pero en este caso el parametro analizado ha sido el porcentaje
de transmitancia. Al igual que para la absorbancia, el comportamiento en ambos
almacenamientos es muy similar disminuyendo con el tiempo. Esta ligera turbidez que
se forma con el paso del tiempo, Muioz (2016) aporta que depende de los sélidos en

suspension presentes en el extracto.
Lemon peel extract clarificado

El limén en el sureste espafiol posee una especial relevancia y, de forma
destacada, en la Region de Murcia es de gran importancia tal que es considerada como
“el limonar de Europa”. Por esta razén, no se ha podido obviar la obtencidn de este

subproducto obtenido a partir de las pieles de los citricos.
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Para la caracterizacion de los parametros fisicoquimicos se han elaborado las
tablas 4.18 y 4.19 donde se describen los parametros analizados a lo largo del estudio
de vida util diferenciando por tipo de almacenamiento, siendo la tabla 4.18 para el
almacenamiento en refrigerado con un tratamiento térmico y la tabla 4.19 para el

almacenamiento en congelado.

Del mismo modo que para el orange peel extract, las condiciones del tratamiento
térmico utilizado han sido mediante llenado de botellines de vidrio, sumergidos en un

pasteurizador de laboratorio durante 5 minutos a una temperatura de 95-100 °C.

Como se puede observar en las tablas, el estudio se ha realizado por un periodo
de 12 meses, de igual modo que se ha procedido con el orange peel extract, con un
numero total de seis controles, con un intervalo de 3 meses entre cada control salvo
para el inicio del estudio que se analizé al mes de la fabricacidn. El control a un intervalo
de tiempo de un mes se realiza para determinar los cambios que ocurren en las primeras

semanas de almacenamiento y controlar asi mejor su evolucién.

Los parametros fisicoquimicos controlados han sido los grados brix, porcentaje
de acidez, pH, vitamina C, porcentaje de transmitancia y absorbancia. Los grados brix y
el porcentaje de acidez se han mantenido prdcticamente invariables a lo largo del
tiempo. A diferencia del orange peel extract, el nivel de concentracién del producto es
mucho mayor para ahorrar en costes, tanto de almacenamiento como logisticos ya que
se prevé una buena salida de este producto pues encaja en el mercado asiatico por sus
caracteristicas, pero Martinez et al. (2010) indicé que ademas de la temperatura, otra
variable que influye en el pardeamiento de los zumos es su contenido en sélidos
solubles. Con la vitamina C no ocurre lo mismo, ya que disminuye lentamente con el
paso del tiempo desde que se ha producido. Al igual que con el orange peel extract la
vitamina C de partida es menor en el caso del producto aséptico, debido al tratamiento

térmico que se le aplica.

En cuanto a los parametros que marcan el color y la turbidez, como son la
absorbancia y el porcentaje de transmitancia, se han medido a una longitud de onda de
430 y 625 nm respectivamente. Ambas mediciones se hicieron mediante una dilucion

del producto a los grados brix de referencia que para los productos de limdén es de 8.

El porcentaje de transmitancia es un parametro de control en los clarificados de

limén. Usualmente se establece en el mercado internacional un minimo del 90% de
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transmitancia para este tipo de productos, aunque algunos clientes mas exigentes llegan
a solicitar valores superiores al 95%. Los resultados obtenidos en todos los controles
superan el 90% a lo largo del primer afio de almacenamiento, por lo que el producto es

apto.

Al igual que el porcentaje de transmitancia, otro pardmetro importante es la
medida de la absorbancia, que para los productos de limén suele marcarse un maximo
de 0.6 a los grados brix de referencia que para el limén es 8. Este producto al servir como
acidulante natural, normalmente se utiliza como un ingrediente mds en formulaciones,
por tanto, el color, aunque mas oscuro que para la naranja, depende de la dosis utilizada
para la aceptacion final. Aun asi, los valores obtenidos son inferiores a 0.6 por tanto el

producto no se degrada a niveles que no sea apto.

Para el lemon peel extract clarificado, los analisis microbioldgicos utilizados han
sido mohos, levaduras y recuento total medidos en unidades formadoras de colonias
por mililitro siguiendo los mismos métodos que para el orange peel extract. En este caso,
para el producto aséptico es considerado aptos valores inferiores a la unidad mientras
gue para el producto no aséptico son aptos valores inferiores de 100 para mohos, 500
para levaduras e inferiores a 1000 para el recuento total. Es muy comun ver estos limites
en cualquier ficha técnica de empresas comercializadoras de zumos y concentrados.
Para el caso en estudio, como se aprecia en las tablas 4.18 y 4.19 los resultados
microbioldgicos obtenidos son muy favorables y por tanto aceptables dentro de los

rangos establecidos.

Respecto a la evolucién sufrida por el color, los productos clarificados del limén
son muy sensibles a la temperatura, donde en las etapas de procesado y posterior
concentracion a niveles altos pueden producirse fendmenos de caramelizacién. Por lo
general, se ha estado utilizando la adicién de bisulfito como medio conservante, para
evitar asi el tratamiento térmico, pero cada vez mas se esta optando por la congelacién
debido al rechazo de la sociedad a utilizar conservantes. Ademas, las bajas temperaturas
ayudan a mitigar el efecto del deterioro por los pardeamientos no enzimaticos, donde
los componentes involucrados son los azucares reductores, aminoacidos, polifenoles y

los acidos orgdnicos (Babsky et al., 1986).

A continuacion, en la figura 4.16 se ha comparado el color visual de los diferentes

almacenamientos al final del estudio, correspondiendo la muestra de la izquierda al
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producto congelado y la muestra de la derecha se corresponde con el producto aséptico

y refrigerado.

Figura 4.16. Comparativa entre lemon peel extract clarificado al final del estudio en

congelacion (izquierda) y refrigerado (derecha) diluido a 8 grados brix.

En la figura, se puede observar la diferencia de coloracidon al final del estudio,
siendo la muestra almacenada en refrigeracién (a la derecha) la mas oscura. En este
caso, se comparan ambas muestras a los grados brix de referencia, que para el limén es
8, esto es debido al grado de concentracidn que tienen las muestras, ya que a nivel visual

se presentan demasiado oscuras como para apreciar las diferencias existentes.

Como se ha puesto de manifiesto, estos oscurecimientos que se producen son
debidos principalmente a los pardeamientos no enzimdticos. Una de las causas es
debida a la presencia de azlcares reductores que reaccionan con grupos amino
presentes en los zumos (Garza et al., 1996). Por suerte, en los citricos, junto con los
azucares reductores esta presente la sacarosa que no interviene directamente en este
proceso, pero no todo son ventajas, puesto que esta sacarosa puede hidrolizarse a altas
temperaturas para formar glucosa y fructosa, siendo favorecida esta reacciéon por

medios acidos.

Por tanto, para evitar pardeamientos no enzimaticos, habria que evitar la
hidrdlisis de los azlcares no reductores, en este caso la sacarosa, y tener un bajo
contenidos de grupos amino. Esta segunda condicidn, es posible reducirla ya que, si se

procesa fruta no excesivamente madura, se dispondra de un menor contenido de estos
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compuestos que durante la evolucién de la fruta van aumentando poco a poco sobre

todo en la fase final de maduracidén del fruto.

Las diferencias de color y turbidez entre cada uno de los tipos de
almacenamientos estudiados se han representado en las figuras 4.17 y 4.18. donde se
muestra la evolucion temporal de la absorbancia y el porcentaje de transmitancia,

respectivamente.

En ambas figuras, los puntos coloreados en rojo indican las condiciones de
almacenamiento congeladas, mientras que en los puntos azules el almacenamiento fue
refrigerado. Si se presta atencidn a la figura 4.17, se observa que existe una evolucidn
de la absorbancia a lo largo del estudio, siendo mas acusada durante el primer mes. Esta
evolucidn en términos generales no se presenta como critica ya que el uso final no es al
100%, sino que se puede utilizar para acidificar bebidas clarificadas. Por otro lado, en la
figura 4.18 se aprecia un aumento de la turbidez conforme avanza el estudio hasta llegar

al tercer mes que se detiene.

4.4.2. Evolucidn de las cualidades organolépticas

La evaluacién organoléptica comprende un conjunto de técnicas que sirve para
medir la respuesta de los consumidores. Los sentidos son los encargados de llevar a cabo
esta tarea, y por tanto los catadores expertos tienen ampliamente desarrollados el gusto
y el olfato. En la industria alimentaria, especialmente en el mundo vitivinicola los
catadores expertos juegan un papel importante en la validacidn de los productos. En los
zumos también se hace importante esa labor ya que ademads de la evolucidn propia del
producto una vez envasado, se encuentran diferencias sensoriales a lo largo de la

campana de recogida de la fruta.

El ensayo ha sido realizado por un panel de 6 catadores expertos en el que se
han puntuado diferentes cualidades de los productos estudiados y de sus diferentes
tipos de almacenamiento. En la valoracion sensorial, los catadores expertos deben
puntuar del 1 al 4 respecto al aspecto, color, aroma, sabor y valoracion global. En este

caso, se haidentificado cada uno de los descriptores en funcién del producto estudiado.

En la tabla 4.20 se muestran las diferentes puntuaciones con la definicién, donde, por
ejemplo, para el aspecto un valor de 4 es que la muestra esta totalmente clarificada

siendo una puntuacion de 1 si el producto presenta turbidez.
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Tabla 4.20. Relacidn de puntuaciones en el examen sensorial.

Puntuacion

Aspecto

Color

Aroma

Sabor

Valoracion
Global

Una vez definidos los criterios a puntuar, cada uno de los catadores debe evaluar
la muestra al tiempo de almacenamiento designado. Esta evaluacion de cada catador se
encuentra en el anexo IV para el orange peel extract en las dos condiciones de
almacenamiento estudiadas y en el anexo V para el lemon peel extract en las mismas
condiciones de almacenamiento. Posteriormente, se suma cada una de las puntuaciones
y se realiza la media, creando para tal fin las tablas 4.21 y 4.22 para el orange peel extract
y las tablas 4.23 y 4.24 para el lemon peel extract. En la suma final, la maxima puntuacién
posible es 20 y la minima es de 5. Como criterio de aceptacidon se considera una

valoracidn superior a 13 puntos que es el entero superior al valor medio que se puede

alcanzar.

4 3
Totalmente -
Clarificado
clarificado
Amarillo claro Ambar
o Bueno, sin
Fresco, citrico
defecto
Bueno, sin
Excelente
defecto
Excelente Buena calidad

p 1
Ligeramente Presenta
turbio turbidez
Ligero oscuro Caramelo
Ligero
Tostado
tostado
Presenta
) Amargo,
ligeros
tostado
defectos
Mejorable Rechazo
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Tabla 4.21. Puntuacién sensorial media del orange peel extract aséptico y refrigerado.

Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Parametro

Aspecto 4.00 4.00 4.00 3.83 3.83 4.00
Color 3.50 3.33 2.83 2.50 2.50 2.50
Aroma 3.17 3.17 3.00 2.83 2.83 2.50
Sabor 3.50 3.33 3.17 3.00 2.67 3.00
Valoracion
3.67 3.50 3.33 3.00 2.83 2.83
Global

Puntuacion

total

17.83 17.33 16.33 15.17 14.67 14.83

Tabla 4.22. Puntuacion sensorial media del orange peel extract no aséptico y congelado.

Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Parametro

Aspecto 4.00 3.83 3.83 3.83 3.83 4.00
Color 4.00 3.83 3.33 3.17 3.00 3.17
Aroma 3.83 3.83 3.50 3.33 3.33 3.17
Sabor 3.83 3.67 3.50 3.67 3.17 3.50

Valoracion
4.00 3.83 3.50 3.50 3.33 3.33
Global

Puntuacion
| 19.67 19.00 17.67 17.50 16.67 17.17
tota
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Tabla 4.23. Puntuacidén sensorial media del lemon peel extract aséptico y refrigerado.

Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
2 T =111 =1 o I ——————————————

Aspecto 4.00 4.00 3.83 4.00 4.00 3.83
Color 3.17 3.17 2.17 2.00 2.00 2.00
Aroma 3.33 3.17 3.17 2.67 3.00 3.00
Sabor 3.50 3.33 3.33 3.17 3.17 2.83
Valoracion
4.00 3.50 3.17 3.00 3.00 3.00
Global

Puntuacion
| 18.00 17.17 15.67 14.83 15.17 14.67
tota

Tabla 4.24. Puntuacién sensorial media del lemon peel extract no aséptico y congelado.

Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Parametro

Aspecto 4.00 4.00 4.00 4.00 4.00 3.83
Color 4.00 3.67 3.17 3.33 3.00 3.00
Aroma 3.83 4.00 3.50 3.33 3.67 3.67
Sabor 4.00 4.00 3.83 3.67 3.50 3.50
Valoracion
4.00 4.00 3.50 3.67 3.33 3.33
Global

Puntuacion
_— 19.83 19.67 18.00 18.00 17.50 17.33
ota
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Los resultados medios obtenidos ponen de manifiesto que el almacenamiento
en condiciones de congelacién recibe una mejor aceptacion en las valoraciones
organolépticas frente al producto que ha sufrido un tratamiento térmico. Como
contraprestacion, el producto no aséptico, no es posible almacenarlo en refrigeracién o
ambiente debido a la proliferacion de microorganismos que lo haria inutilizable.
Ademas, el alto costo del transporte y almacenaje hace que en ciertos paises no sea

posible esta opcion.

Aun obteniendo mejores resultados el producto en congelacién, todas las
valoraciones han estado por encima de 14.67 que se ha obtenido para el final del estudio
del lemon peel extract. Por el contrario, las mejores puntuaciones se encuentran en los
inicios de los estudios, haciendo hincapié en el producto congelado. Cabe destacar que
el aspecto es un parametro que obtiene una magnifica puntuacion a lo largo de todo el
estudio y en cualquiera de los tipos de almacenamiento o producto, esto es debido a

que el producto en ninglin momento pierde su transparencia.

Finalmente, con el fin de comparar la aceptacién del producto en diferentes tipos
de almacenamiento, se representa la puntuacidn media en cada control frente al tiempo
de estudio para el orange peel extract (figura 4.19) y para el lemon peel extract (figura

4.20).
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Figura 4.19. Representacion de la evolucién de la puntuacion frente al tiempo para el
orange peel extract en diferentes condiciones de almancenamiento. @ = Aséptico,

refrigerado; @ = No aséptico, congelado.
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Figura 4.20. Representacién de la evolucién de la puntuacion frente al tiempo para el
lemon peel extract en diferentes condiciones de almacenamiento. @ = Aséptico,

refrigerado; @ = No aséptico, congelado.

Como se puede observar en las figuras 4.19 y 4.20, la evaluacién sensorial pone
de manifiesto que si el producto no recibe ningun tratamiento térmico y por tanto se
conserva en condiciones de congelacién, la puntuacion recibida es superior frente a la
aplicacion de una pasteurizacion y mantenimiento de refrigeracion. Los resultados
obtenidos coinciden con lo descrito por Osorio-Moya (2008), Lee y Coates (2003) y
Manso et al. (2001) donde se establecid que si un zumo se expone a una pasteurizacion
convencional para protegerlo de los microorganismos puede provocar cambios en las
cualidades organolépticas que son perceptibles por los consumidores. Ademas, los
consumidores son cada vez mas exigentes con la calidad sensorial y nutritiva de los
productos (Mejia y Osorio, 2012), por lo que continuamente se buscan métodos
alternativos y mas eficientes, pero debido a los altos costos, el tratamiento térmico sigue
siendo el proceso mds usado (Terpinc y Abramovic, 2010). Los efectos de la
pasteurizacion fueron estudiados por Rivas et al. (2006), Osorio-Mora (2008) y Klopotek

et al. (2005) para zumos de naranja, fresa y zanahoria obteniendo resultados similares.

A partir de las representaciones graficas de las puntuaciones se puede establecer
un criterio para descartar un producto a una determinada fecha. Esto es posible
mediante una regresién lineal, donde fijando previamente una puntuacion limite, se

puede obtener a partir de que dia el producto no se considera apto sensorialmente. En
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este caso, no es necesario dicho calculo puesto que el producto se mantiene

correctamente durante todo el estudio.

4.5. Utilizacion de los extractos con propiedades bioactivas en el

desarrollo de bebidas y preparados alimentarios.

4.5.1. Evolucion del interés por la influencia de las propiedades bioactivas en

Zumos

Las frutas y verduras son esenciales en cualquier dieta, por tanto, cualquier
producto que derive de ellas, se percibe como natural y saludable por su buena imagen
entre los consumidores. Ademas, aportan fibra y poseen una capacidad antioxidante
que le otorga multiples beneficios para la salud (Rajauria y Tiwari, 2017). Bajo este
prisma, la posibilidad de obtener compuestos bioactivos del procesado del zumo de
citricos se plantea como una alternativa viable dentro de los procesos de economia
circular, puesto que estos extractos procedentes de la piel podrian ser utilizados como
subproductos, en la obtencién de compuestos de alto valor afadido. Es por ello, que los
estudios relacionados con las propiedades bioactivas y su influencia en el cuerpo
humano se ha visto incrementado en los ultimos afios. Para mostrar la importancia del
tema objeto de estudio, se han realizado dos graficas con el nUmero de publicaciones y
el nimero de citas de los ultimos 10 afios (periodo 2011-2020) respecto a las siguientes

palabras clave:

+ Glycaemic index
+ Postprandial
+ Juice
+ Citrus
Se han seleccionado estas ‘keywords’ ya que estan intimamente relacionadas con
el estudio realizado, puesto que se ha determinado el indice glicémico y la respuesta

postprandial en bebidas a base de subproductos de la industria citrica.
Las ‘keywords’ se han combinado de la siguiente manera:

Glycaemic index — Juice
Glycaemic index — Citrus
Postprandial — Juice

Postprandial — Citrus
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En la figura 4.21 se muestran el numero de publicaciones resultantes de la
busqueda bibliografica durante los ultimos 10 afios (20011-2020) con las palabras clave

citadas anteriormente.
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Figura 4.21. Numero de publicaciones durante los ultimos 10 afios. | = Glycaemic
index and Juice; B = Glycaemic index and Citrus; | = Postprandial and Juice; B-

Postprandial and Citrus.

Como se puede observar, en los ultimos afios se han incrementado el nimero de
publicaciones, sobre todo en la segunda mitad de la década frente a la primera mitad.
La combinacién de palabras clave que mdas publicaciones ha tenido durante el periodo
2011-2020 ha sido “Postprandial and Juice”. En contraposicién, “Glycaemic index and
Citrus” ha sido la combinacién menos usual. Esta busqueda se ha realizado en la base de

datos de “Web of science”.

A continuaciodn, en la figura 4.22 se muestran el numero de citas bibliograficas

durante los ultimos 10 afios con las palabras clave citadas anteriormente.
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Figura 4.22. Numero de citas bibliograficas durante los ultimos 10 afios. | = Glycaemic
index and Juice; B = Glycaemic index and Citrus; ' = Postprandial and Juice; B-

Postprandial and Citrus.

En esta figura, cabe destacar el gran aumento de las citas bibliograficas en unos
pocos anos. Al igual que en la figura 4.21, la combinacién de palabras clave “Postprandial
and Juice” son las que mayor numero de citas bibliograficas poseen con un aumento
muy significativo a lo largo de la década. Estas dos gréaficas ponen de manifiesto el
interés creciente por la comunidad cientifica en los estudios relacionado con las
propiedades de los zumos de frutas y su relacién con la respuesta postprandial y el indice

glucémico.

4.5.2. Procedimiento para la aprobacion de los ensayos por el Comité de

Bioseguridad en Experimentacion

Para conocer el efecto de los nuevos ingredientes sobre la glucosa en sangre, se
ha realizado un estudio in vivo doble ciego en la Universidad de Murcia desarrollado por
el Grupo de Investigacidn de Nutricidn y Bromatologia. En los estudios llevados a cabo
con personas/pacientes es necesario obtener previamente la autorizacion del Comité

de Bioseguridad en Experimentacién (Ref. ID: 2340/2019).
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Para lograr la aprobacidn, se ha llevado a cabo una serie de informes que se

detallan a continuacion:

- Formulario Bioseguridad (anexo VI)
- Formulario de Bioseguridad para proyectos (anexo VII)

Una vez evaluados estos informes donde se incluyen los datos del solicitante,
cualificacion del equipo investigador, metodologia, aspectos éticos, medidas de
seguridad y proteccion de la salud, se emite un informe favorable por parte de la
Comisiéon de Bioseguridad en Experimentacidon (CBE). Este informe favorable se ha
incluido en el anexo VIII. A continuacidn, es necesario solicitar que la experimentacién
estd incluida en una Tesis Doctoral mediante el formulario de Bioseguridad para Tesis

Doctorales enmarcadas en proyectos previamente aprobados por el Comité de

Bioseguridad (anexo IX).

Una vez, finalizados todos los procesos de documentacion previa a los ensayos,

se elabord un triptico que se presenta en la figura 4.23 con toda la informacién del

estudio, con el fin de promocionar la captacién de voluntarios.

ESTUDIO DE IVESTIGACION

Desarrollo de nuevos ingredientes bioactivos a partir de

subproductos procedentes del procesado de citricos

Beneficios del proyecto : Healthy Food

®La exiraccion, separacion yl/o
transformacion de los  azlcares
naturales procedentes de citricos
permite incrementar el valor afiadido y
dotar de funcionalidad a ciertos
alimentos.

@ La obtencion de bebidas saludables
con azucares propios de los
subproductos de los citricos,
incorporandose asi compuestos
funcionales beneficiosos para la salud,
como es la fibra, los flavonoides, etc.

@ Mejora en el impacto medioambiental
al suponer una valorizacion y mejor
aprovechamiento de los residuos de la
industria agroalimentaria, empleando
los subproductos que contienen.

YA RS WA RTA WTA

®Lla tendencia actual es |la
elaboracién de bebidas refrescantes
donde el aporte de azlicar proceda
de la fruta y que ademas tenga un
aporte de nutrientes elevado.

¢ Qué buscamos en este estudio?

@ Se espera determinar si al
comparar la ingesta de una bebida
convencional del mercado frente a la
alternativa propuesta con un mayor
contenido en azUcares procedentes
de la fruta, el indice glucémico
presenta variaciones.

Quién puede participar?

O Adutos  sanos (18-50 afios), que no tomen
medicacién, sin embarazo, no diabetes mellitus,
enfermedad digestiva, ingesta de suplementos
vitaminicos/minerales, con un IMC entre 20 y 30
kglm2, con peso corporal estable

Coémo se desarrolla el estudio?

En cada dia de estudio se hara la ingesta de una
bebida a partir de fruta. Posteriormente se tomara una
muestra de sangre mediante una puncién en el dedo
utilizando lancetas estériles de un solo uso.

Duracion del estudio?

- © cada participante acudird una vez por semana al

centro aproximadamente 3h por visita, cada 7 dias y
durante tres semanas

A qué me comprometo al participar?

O i participante se compromete a asistir a los 3 dias
del estudio.

{ (O Este compromiso se vera recompensado con un lote

de productos elaborados pos AMC INNOVA a la
finalizacion del estudio.

Qué se evaluara en los participantes?

O se evaluara el la evolucién de la glucosa en sangre
tras la ingesta de una bebida refrescante. Para ello,
se le realizara un control 30 minutos

O Con los resultados obienidos se realizara una
comparacion entre una bebida convencional y la
bebida refrescante propuesta

Figura 4.23. Triptico informativo sobre el estudio de investigacion a realizar.
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Por ultimo, después de la seleccidn de los participantes, se les hizo entrega de la
hoja de informacién al participante que se incluye en el anexo X, donde contiene
aspectos relacionados con los datos de los investigadores, derechos de los participantes,
beneficios de la investigacion, duracién del estudio y riesgos e inconvenientes, entre
otros. Ademads, también es necesario la entrega del consentimiento informado, que se
encuentra disponible en el anexo Xl, el cual informa al participante y éste firma,

otorgando su consentimiento a la realizacién del estudio.
4.5.3. Desarrollo de los ensayos

Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comision General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

Los participantes en el estudio se han reclutado en la Universidad de
Murcia. Todos ellos, adultos sanos, con edad superior a 18 afios e inferior a 60, no
diabéticos ni en estado de embarazo, sin enfermedades cardiovasculares, y sin
tratamiento con farmacos que pudiesen alterar la glucemia en sangre. Se han
reclutado un total de 16 sujetos (5 hombres y 11 mujeres). Todos han sido
previamente informados de los objetivos y procedimientos y han firmado el

consentimiento informado.

Los ensayos han consistido en un estudio cruzado doble ciego donde todos los
participantes han recibido tres tratamientos (2 bebidas A y B, y una bebida control).
Las bebidas A y B se han disefiado con una composicion diferente en relacion con la
fuente de hidratos de carbono utilizada, pero en ambos casos la concentracién de

azucares fue de 10.4% (ajustada a la utilizada normalmente en bebidas comerciales).

La bebida A es una bebida tipo néctar donde al menos el 50% procede de la
fruta mientras que la bebida B se ha preparado a partir de concentrado de naranja
clarificado en la misma dosis de fruta que para la bebida A. Obteniendo asi dos
productos de similares caracteristicas, contenido en fruta, igual aspecto, color y sabor,
al igual que la bebida control, se han administrado en una cantidad de 250 mlL.
El control fue preparado el dia del ensayo diluyendo dextrosa en agua mineral hasta
alcanzar la misma concentracion. El estudio se ha disefiado con un periodo de lavado
de siete dias entre cada bebida administrada de tal manera que cada sujeto realiza
el ensayo durante 3 semanas, programandose un solo dia de toma de muestras

durante un periodo total de 3 horas aproximadamente.

El dia del ensayo, los participantes han de guardar un periodo de ayuno de 10 horas,

y deben evitar la realizacidn de ejercicio tanto la noche anterior como la manana
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del estudio. La toma de muestras se ha realizado en la Unidad de Nutricidon y
Bromatologia (Edificio Vitalis) de la Universidad de Murcia, siguiendo los protocolos de

bioseguridad.
Andlisis de la glucosa en sangre

El dia del ensayo, se procedidé a la medicion de la glucosa en ayunas de cada
participante. Seguidamente se administra la bebida problema y se vuelve a realizar la
medida a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos tras comenzar la ingesta. La toma de
muestras se ha realizado utilizando el método de la hexoquinasa, mediante puncién
capilar en los dedos de la mano, con lanceta de un solo uso utilizando un Glucémetro
Contour® XT. A continuacion, se calcula el drea bajo la curva de los incrementos de
glucosa en sangre (IAUCs), mediante la regla del trapezoide, utilizando los datos
individuales de cada sujeto en los dias del ensayo. El indice glicémico de las bebidas se
ha calculado mediante la ecuacién 4.10.

IAUCs bebida
IG = ——

= x 100 (Ecuacion 4.10)
IAUCs control

La masa de cada participante se ha obtenido en ayunas durante la manana del
primero de los ensayos, en una balanza OMHROM BF-508, y la altura en un tallimetro
de columna seca modelo 213. El indice de masa corporal (IMC) se ha calculado mediante
la ecuacién 4.11 como la masa corporal (kg) dividido por el cuadrado de la altura en

metros.

masa corporal

IMC = (Ecuacion 4.11)

altura?

El tratamiento de los resultados se ha realizado utilizando el programa
estadistico R. Los IAUCs de ambas bebidas se han calculado como el drea marcada por
los incrementos de la glucosa en sangre ignorando el area situada por debajo de la
glucosa basal. Ademas, se ha realizado el test de Kolmogorov-Smirnov para analizar la
normalidad de los datos, realizdndose ANOVA o test no paramétricos (Wilcoson) para
contrastar las medias. Se han comparado tanto los indices glicémicos como el
incremento de area bajo la curva entre las bebidas A, By el control (10.4% de dextrosa).
Por ultimo, se han realizado andlisis de correlacién de Pearson entre las variables

antropométricas, el sexo y los datos obtenidos.
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A continuacién, en la tabla 4.25 se muestran los datos descriptivos de los

participantes en el estudio.

Tabla 4.25. Medidas antropométricas y caracteristicas de los participantes.

Participante Sexo Masa (kg) Altura(cm) Edad (afos)

1 F 684 164 51 2543
2 M 73.0 184 40 21.56
3 M 93.0 169 36 32.56
4 F 62.0 162 32 23.93
5 F 54.0 161 35 20.83
6 F 74.0 177 42 23.50
7 F 56.1 168 21 19.89
8 M 81.5 190 39 22.57
9 M 77.7 176 44 25.08
10 F 68.0 164 42 25.28
11 F 58.0 158 48 23.23
12 F 60.0 166 23 21.77
13 M 68.8 175 21 22.22
14 F 58.0 160 22 22.65
15 F 56.0 170 45 19.37
16 F 74.0 161 57 28.54
rora, 57661272 169061228 37381278  23.65:0.82

(54-93) (158-190) (21-57)  (19.37+32.56)

Todos los participantes pertenecen a la Universidad de Murcia, siendo
estudiantes de grado, postgrado, personal docente y personal de administracién y

servicios.

En la tabla 4.26, aparecen los datos numéricos obtenidos (media y error
estandar) de las IAUCs de las bebidas A, B y control. No se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas entre los dos tipos de bebida, pero si fueron
significativamente inferiores (p<0.05) de la bebida con la misma concentracion de
glucosa. Las graficas resultantes se muestran en la figura 4.24, donde se han calculado
las areas restando la glucosa basal de cada participante en todos los puntos de las tres

curvas obtenidas. Al analizar diferencias en este pardmetro debidas al sexo,
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encontramos valores superiores marginalmente en las mujeres (1775.0) con respecto a

los hombres (1335.5), (p<0.05).
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Figura 4.24. Diagrama de cajas obtenido con los valores medios de IUACs. Las barras
verticales indican el error estandar, y diferentes letras en minudscula indican diferencias

estadisticamente significativas (p<0.05).

A continuacioén, en las figuras 4.25, 4.26 se muestra una representacion de la
glucemia frente al tiempo para las bebidas A, B y control. En la primera de ellas (figura
4.25) la glucosa basal se resta al valor de glucemia mientras que en la figura 4.26 se

representa directamente el valor obtenido.

El indice glicémico indica si los hidratos de carbono llegan lenta o rdpidamente a
la sangre (Saltaouras et al., 2019), se considera elevado si es mayor de 70, medio si se
sitla entre 56 y 69, y bajo si es menor de 55. Para establecer estos valores se le asigna

a la glucosa un valor de 100.

Los hidratos de carbono de los alimentos con bajo IG se digieren y absorben mas
despacio y son efectivos para controlar la glucosa postprandial en sangre (Lightowler et
al., 2018). Segun diferentes estudios de intervencién, las dietas con bajo IG dan lugar a
mayores beneficios sobre la salud en comparacién con los alimentos con azucares de
absorcidén lento. El consumo abusivo de estos ultimos, han contribuido a la epidemia de
obesidad y a la aparicion de diabetes tipo Il y enfermedades cardiovasculares. El |G se

ve afectado por multiples factores, pero algunos componentes presentes de forma
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natural en los alimentos pueden modificar el IG reduciendo la digestidn y la absorcién
de los azucares simples (Anderson et al., 2019). Es el caso de los alimentos ricos en
polifenoles, como el café, el té verde, los frutos rojos o el zumo de granada (Xu et al.,
2018).

El mecanismo parece estar relacionado con la inhibicion parcial de enzimas
digestivas como la alfa-amilasa y la alfa-glucosidasa, y por el retardo en el transporte de
glucosa a través de la barrera intestinal. Los zumos de citricos como el de naranja,
contienen glucosa y fructosa, pero sin embargo su IG es menor que en alimentos con
una concentracién semejante de hidratos de carbono simples. La alta concentracién en
polifenoles como la hesperidina y la naringina en los citricos pueden contribuir a este

hecho (Kerimi et al., 2019).

Por ultimo, se han realizado analisis de correlacidon para estudiar la posible
variacion de la glucosa en ayunas y IAUCs con el IMC o masa de los participantes. No se
encontraron correlaciones estadisticamente significativas en ningun caso. La

representacion grafica se presenta en las figuras 4.28,4.29.
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Figura 4.28. Correlacidn entre IMC y valores medios de glucemia en ayunas, diferencias
marginalmente significativas (p=0.086) a la izquierda y a la derecha la correlacién entre
el peso y valores medios de glucemia en ayunas, diferencias marginalmente

significativas (p=0.055).
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Figura 4.29. Correlacion entre el IMC y el area bajo la curva (p=0.28) a la izquierda y

correlacién entre el peso y el area bajo la curva (p=0.197) a la derecha.

En el estudio realizado del analisis de correlacion para estudiar la posible
variacion de la glucosa en ayunas y IAUCs con el IMC o peso de los participantes, no se

han encontrado correlaciones estadisticamente significativas en ninguno de los casos.

La publicacion de los resultados obtenidos en este apartado se plasma en el
poster incluido en el anexo Xll, presentado al Il Congreso de Jovenes Investigadores en

Ciencias Agroalimentarias organizado por la Universidad de Almeria.
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Contenido parcialmente inhibido autorizado por Comisidon General de Doctorado de
fecha 20/01/2022

Para ilustrar mejor las evidencias de la investigacion, el tratamiento de los
resultados experimentales obtenidos y sintetizar los razonamientos que han sido
objeto de discusidén en la presente Tesis Doctoral, se extraen las conclusiones en
base a las hipdtesis de partida y a los objetivos establecidos al inicio de la

investigacion.

De esta conclusion emanan los siguientes puntos de interés en cuanto al proceso

productivo, pardmetros fisicoquimicos y condiciones econdmicas:

+ El clarificado producido posee una transparencia que desciende a lo largo del
proceso de clarificacion, pero en todo momento superior al 95 %, lo que hace
cumplir con los estandares de calidad internacionales para un producto

clarificado.
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+ De este modo, se consigue un ahorro energético y, por tanto, econémico, en

etapas posteriores de concentracion, almacenaje y distribucion del producto.

+ Los parametros fisicoquimicos mds usuales como son los grados brix, el
porcentaje de acidez, indice de formol, potasio y el pH prdcticamente se

mantienen invariables.

+ Por otro lado, el porcentaje de pulpa y el porcentaje de transmitancia tienen
una variacion acusada debido al proceso de clarificacién que logra retener el
contenido en pulpa y pectinas principales causantes de la turbidez en el

producto, pasando éstos a la corriente de rechazo.

+ Los azUcares disacdridos como la sacarosa y monosacaridos como la glucosa y

fructosa atraviesan la membrana.

+ En ambos casos se ve descompensada la concentracion de sacarosa y la
relacién glucosa/fructosa, esto es debido a que la composicion de azlcares
presentes en la corteza, que no es del todo similar al zumo y por la propia
extraccién enzimatica llevada a cabo para producir el lemon peel extract y el

orange peel extract previamente.

En el proceso de optimizacién de la corriente de permeado, destacan las

siguientes conclusiones:

+ Al tener una etapa previa de clarificacién, los flujos de permeado y los

rendimientos son elevados

+ Con ambas membranas de ultrafiltracion aumentan la trasparencia del
producto, Con este proceso de ultrafiltracidn se logra reducir la turbidez y
viscosidad, obteniendo un producto mas transparente, de aspecto y sabor
mas neutro, disminuyendo la percepcién de amargor y aumentando asi las
posibles aplicaciones en bebidas de los productos obtenidos pudiendo

alcanzar asi una mayor cuota de mercado.

+ En cuanto a los pardmetros fisicoquimicos como son los grados brix, éstos
descienden ligeramente debido a la eliminacién parcial de compuestos que
aumentan su valor, pero se mantiene constante el pH, porcentaje de acidez,

indice de formol, potasio y acido ascdrbico.
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+ Los datos obtenidos para el indice de ensuciamiento del 94.92% indican que
la permeabilidad después del paso del producto no se ve disminuida, siendo
este valor muy positivo ya que lo que nos indica este indice de ensuciamiento
es cuanto baja la permeabilidad después de pasar el producto, pero antes de
la regeneracién de la membrana. Por otro lado, el grado de ensuciamiento
irreversible para la membrana ha sido de 0.095, este valor tan bajo significa
gue la membrana no se ve afectada por el paso del producto. Estos excelentes
resultados obtenidos tanto para el indice de ensuciamiento como para el
ensuciamiento irreversibles son debidos en gran medida por utilizar la materia

prima procedente de una clarificacidn anterior.

+ A raiz de los resultados obtenidos, para el indice de ensuciamiento y el
ensuciamiento irreversible se puede alargar los ciclos entre cada limpieza en

el tiempo logrando asi un aumento de la produccién entre limpiezas.

Durante el proceso de nanofiltracion llevado a cabo para separar azucares
monosacaridos (glucosa y fructosa) de los disacaridos (sacarosa), los ensayos realizados

han puesto de manifiesto que:

+ Cabe destacar en este proceso, que el contenido en pectinas que aun
guedaban tras la etapa de clarificacién es totalmente rechazado en la etapa

de nanofiltracidn, sin suponer un inconveniente para la misma.

+ El aumento de color que se percibe a lo largo del proceso de nanofiltracion
pasando de incoloro a un ligero amarillo para la corriente de permeado, pero
sin perder la transparencia, es debido en gran parte a dos factores como son
la presién y la temperatura. El aumento de temperatura provoca dos efectos,
el primero de ellos es el descenso de viscosidad que facilita el paso de
producto a través de la membrana, el segundo de ellos y relacionado con el
primero es el ensanchamiento del tamafio de poro. Un aumento de presién
puede hacer que se facilite que los compuestos pasen a la corriente de

permeado por modificacion de la estructura.

+ Por otro lado, la corriente de rechazo o retenido ve modificada su color
durante el proceso, pasando de un amarillo dorado a dmbar. Este cambio se

produce por la elevada concentracién que se produce al trabajar por
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de los citricos, en dos condiciones de almacenamiento diferentes, aséptico refrigerado
y no aséptico congelado, ha concluido con la certeza de que, al menos durante un afo

el producto es microbioldgicamente seguro y organolépticamente satisfactorio.

“batches”, donde los grados brix se concentran aproximadamente en un

100%.

El estudio de vida util realizado a los dos productos clarificados a partir de la piel

Ademas, durante este estudio se ha puesto de manifiesto que:

*

Los pardmetros fisicoquimicos analizados, como los grados brix se mantienen
constantes a lo largo del tiempo en ambos tiempos de almacenamiento.

Ocurre lo mismo con el pH y el porcentaje de acidez.

En el contenido en vitamina C, se observa un descenso a lo largo del tiempo.
Cabe destacar que a tiempo cero y durante todo el estudio, el valor de
vitamina C es superior en congelado que en aséptico refrigerado, debido
principalmente a la oxidacion por el tratamiento térmico ejercido sobre el

producto.

Se puede afirmar que los dos productos mantienen los estandares de calidad
minimos exigidos para el porcentaje de transmitancia durante el primer afio y

en ambas condiciones de almacenamiento.

Los resultados microbioldgicos alcanzados en las diferentes condiciones de
almacenamiento para los dos productos estudiados han puesto de manifiesto
que la filtracién por membranas reduce la contaminacién microbiana, por lo
qgue los valores obtenidos en la presente Tesis para el producto no aséptico

sean tan favorables, es en parte, debido al proceso de filtracion aplicado.

Las valoraciones emitidas por el panel de catadores expertos concluyen que
el producto en condiciones de congelacidn recibe una mejor aceptacion en las
valoraciones organolépticas frente al producto que ha sufrido un tratamiento
térmico. Como contraprestacién, el producto no aséptico, no es posible
almacenarlo en refrigeracién o ambiente debido a la proliferacion de
microorganismos que lo haria inutilizable. Ademas, el alto coste del transporte

y almacenaje hace que en ciertos paises no sea posible esta opcion.
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+ A pesar de obtener mejores resultados el producto en congelacion, todas las
valoraciones han estado por encima de 14.67 que se ha obtenido para el final
del estudio del lemon peel extract. Por el contrario, las mejores puntuaciones
se encuentran en los inicios de los estudios, haciendo hincapié en el producto
congelado. Cabe destacar que el aspecto es un parametro que obtiene una
magnifica puntuacién a lo largo de todo el estudio y en cualquiera de los tipos
de almacenamiento o producto, esto es debido a que el producto en ningun

momento pierde su transparencia.

Tras la realizacién del estudio in vivo doble ciego elaborado en la Universidad de
Murcia y desarrollado por el Grupo de Investigacidon de Nutriciéon y Bromatologia se han

llegado a las siguientes conclusiones:

+ En el andlisis de la importancia del estudio, se ha evidenciado que en los
ultimos anos se han incrementado el nimero de publicaciones y de citas
bibliograficas en el tema que ha sido objeto de estudio, sobre todo en la
segunda mitad de la década frente a la primera mitad. La combinacién de
palabras clave que mds publicaciones y citas bibliograficas ha tenido durante
el periodo 2011-2020 ha sido “Postprandial and Juice”. En contraposicién,

“Glycaemic index and Citrus” ha sido la combinacién menos usual.

+ Los datos numéricos obtenidos (mediay error estdndar) entre las IAUCs de las
bebidas A, B no muestran diferencias estadisticamente significativas entre los
dos tipos de bebida, pero si fueron significativamente inferiores (p<0.05) de la
bebida control con la misma concentracién de glucosa. Al analizar diferencias
en este parametro debidas al sexo, encontramos valores superiores
marginalmente en las mujeres (1775.0) con respecto a los hombres (1335.5),

(p<0.05).

+ Los hidratos de carbono de los alimentos con bajo IG se digieren y absorben

mas despacio y son efectivos para controlar la glucosa postprandial en sangre.

+ En el estudio realizado del andlisis de correlacion para estudiar la posible
variaciéon de la glucosa en ayunas y IAUCs con el IMC o peso de los
participantes, no se encontraron correlaciones estadisticamente significativas

en ninguno de los casos.
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7. Nomenclatura

AP

AN

AlJN

AlSI

Aw

Awf

Awi

Ca

Ca m.s.

Diferencia de presidon entre P1y P2 (bar)

Gradiente de presion osmoética a través de la membrana (bar)
Asociacidn europea de zumos de frutas

American iron and Steel institute

Coeficiente de permeabilidad de la membrana al agua destilada (s/m)

Coeficiente de permeabilidad de la membrana después del paso del

producto para el agua destilada (s/m)

Coeficiente de permeabilidad inicial de la membrana al agua destilada

(s/m)
Cidro
Concentracion de la alimentacion (g/L)

Concentracion de azucares en la alimentacion expresado en (g/kg m.s.)
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Co m.s.

Cr

EFSA

EVU

FI

FC

GPL

HPLC

IAUC

IFU

IMC

IVIA

IBT

Jw

Jwf

Concentracion del permeado (g/L)

Concentracion de azucares en el permeado expresado en (g/kg m.s.)
Concentracion del rechazo (g/L)

Agencia europea de seguridad alimentaria
Estudio de vida util

Enzima libre

indice de ensuciamiento

From concentrate

Gramos por litro de acido citrico

High perfomance liquid chromatography

Enzima inmovilizada

Ensuciamiento irreversible

Incremento de area bajo la curva glucémica
International fruit and vegetable juice association
indice glicémico

indice de masa corporal

Instituto valenciano de investigaciones agrarias
John Bean technologies

Flujo de permeado (kg/m?-h)

Flujo de agua destilada en el permeado (kg/m?-s)

Flujo de permeado de la membrana después del paso del producto para

el agua destilada (kg/m?:s)
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Jwi Flujo de permeado inicial de lamembrana para el agua destilada (kg/m?-s)
L Limonero

LM Limero

M Mandarino

MEB Microscopia electrénica de barrido

MF Microfiltracion

m.s. materia seca

MWCO Molecular weight cut off

NA Naranjo amargo

ND Naranjo dulce

NF Nanofiltraciéon

NFC Not from concentrate

NTU Nephelometric turbidity unit

OMS Organizacion Mundial de la Salud

P Pomelo

P1 Presion de entrada a la membrana (bar)
P, Presion de salida de la membrana (bar)
P3 Presion de la bomba de entrada a la membrana
PIB Producto interior bruto

Qr Caudal de recirculado (L/h)

Qp Caudal de permeado (L/h)

SEM Error estandar de la media

161



7. Nomenclatura

TMP

UF

USDA

VRF

WESOS

tiempo (min)

Temperatura (°C)

Presion transmembrana

Ultrafiltracion

Departamento de agricultura de los Estados Unidos
Factor de concentracion de volumen

Water extracted soluble orange solids
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Introduccion

Los citricos son las frutas mas consumidas en el mundo por sus valores nutricionales y
beneficios para la salud. Brasil, China, India, México, Espafia y los Estados Unidos
producen mas de dos tercios de los citricos del mundo. Aproximadamente un tercio de los
citricos se utiliza para el procesado, lo que produce un 50-60% de subproductos organicos.

Estos subproductos tiene un nivel bajo de pH (3-4) y se caracterizan por tener alta
carga de materia organica (95% del total sdlidos) y alto contenido de agua. Una de las
alternativas para solventar la problemética del aprovechamiento de los subproductos es la

tecnologia de membranas .
En la Figura 1 se muestran [———
S

los procesos de filtracion
mediante  membranas mas
utiizados en la industria.

Estos  procesos  poseen S Mol s e
diferentes  ventajas:  bajos e sty

Maduleplina, |
figra huew |

requerimientos de energia,
alta eficiencia de separacion,
facil escalado (cambio de
escala), operaciéon simple,
alta produccion en términos
de flujos de permeado vy
ausencia de fase de
transicion. En conjunto, estas
ventajas facilitan la
recuperacion de productos de
alto valor afiadido (Cassano  Figura 1.Clasificacion de los procesos convencionales demembrana
etal. 2014). en funcién del tamario de corte molecular (CastreMuioz et al. 2016).

Resultados

Alfo Lineul, Munbranss PCL Dow Flnrtec, Hydranautics, Koch Merrrane Sptems,
Mycrodyn-Nadys, GF Demonics, Membrane Edraction Technology, Sol5en BV

| Raluifans, Follamida,

En este trabajo se ha realizado una revision bibliografica con el objetivo de
conocer las mejores técnicas disponibles en obtencion de productos de alto valor
afiadido. La tecnologia de membranas se ha aplicado en dos grandes campos: uno
para la clarificacion y concentracion de los zumos procedentes de citricos y, en la
actualidad, en el aprovechamiento de diferentes subproductos procedentes de los
citricos para obtener nuevos productos de alto valor afiadido como son los
polifenoles, antocianinas y flavonoides. En la Figura 2 se muestra un esquema de
las aplicaciones de la tecnologia de membranas en la industria citrica.

Tecnologia de
membranas

3

Obtencién de productos de
alto valor afiadido

Clarificacién y
concentracién de zumos

FlguraZEsquema general de la aplicacion de la iade
de citricos i i
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A partir de la bibliografia seleccionada durante el proceso de revision bibliografica se ha
elaborado la Tabla 1 en la que se muestran los principales compuestos recuperados como
subproductos de la industria de zumos de citricos, usando los procesos de membrana
convencionales. En la tabla se muestran para los diferentes zumos estudiados, la eficacia del
proceso de separacion, tipo de membrana, tamafo de corte molecular de la misma, su
configuracion, y los diferentes compuestos bioactivos obtenidos.

Tabla 1. Condiciones del proceso de enla ion de productos de alto valor afiadido.
Compuestos  Eficacla  Subproducto  Procosa  MWCO Matorisl  Configuracion  Referencla
Ry~
Polifencles | 5330w | LCSTPENSR | g | ygnpa | poisutena Foahe | DRSS
2012
Poliamide-
>o0% W | mopa | Foemd
i ciplpecazing
Moot ¥ | o | Lorbersa® | ne | a000a | amdadscapa | Mpmpn | Copiotel
rvos tna
260% KE 4000a | Polietersufena |
706 N[ 100008
Rechazo
Antoclaninas Licor prensado N2 Moddoen | Cassanoet
flavonoides | 755% i N | spegp | Polletersulfona Espiral ol 2014
%
Zumo de
Carotonos y . Membrana | Foidori et
neranay | MFeDF | 0Zpm | Cerimica -
Tlavanoides it 14 buar al.018)
100 KD
pLom «500a | OIS pembrana plana
Polifencles y N—— Forahueca | Conidietal
e 1
s 100KDa | Polisuifona + ek 2”
oy 4780 0a Tio.

Entrada de
fruta

Como ejemplodela  Tabla 1,en el estudio
realizado por Polidori et al. (2018), se  pretende
evaluar la eficacia de un proceso basado en
microfiltracién seguida de una etapa de
diafiltracion con el objetivo de concentrar y
purificar los principales compuestos flavonoides
y carotenoides en zumos decitricos.

Almacenamiento

Lavado

Clasificacion

g,
anicaresy
mineraies

Extraccion

Zumode Piel

En la Figura 3 se muestra un diagrama de flujo e oo bt
del proceso integrado de tratamiento de licores Learplnsato
de naranja mediante procesos de membrana.

Estos autores proponen un proceso integrado de
recuperacion y concentracion de flavonoides
procedentes del licor prensado de naranja, en
base a los resultados experimentales obtenidos. osmérico

Seidosen suspenson

concentradaen

Figura3. Diagrama de flujo del proceso integrado de
tratamiento mediante procesos de membrana (Conidi

Conclusiones gy

v B aprovechamiento de subproductos citricos es en la actualidad una via en constante
desarrollo, no obstante aun queda mucho por mejorar hasta llegar a la meta del “zerow aste”

vLa tecnologia de membranas es una de las técnicas mas utiizadas para la obtencion de
productos de alto valor afiadido en la industria de cﬂncos ya que permite separar biomoléculas
que pueden ser de nueva aplicacion en los procesc

v'A partir del siguiente trabajo se ha empezado a realizar ensayos experimentales para la
obtencion de productos de alto valor afadido utiizando membranas de diferentes tamafios de
corte molecular.
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Anexo Il. Equivalencia entre la lectura del fotdmetro y la concentracién de sodio y potasio.

Tabla Il.1. Equivalencia entre la lectura del fotdmetro y la concentracion de sodio.

Lectura Concentracion Lectura Concentracidn Lectura Concentracion
fotometro | sodio (ppm) | fotdmetro | sodio (ppm) fotometro sodio (ppm)
0 0 34 65 68 163
1 0 35 68 69 166
2 1 36 70 70 169
3 2 37 73 71 173
4 6 38 75 72 176
5 7 39 78 73 179
6 9 40 80 74 183
7 10 41 83 75 186
8 12 42 85 76 190
9 14 43 88 77 193
10 15 44 91 78 197
11 17 45 94 79 200
12 19 46 96 80 204
13 21 47 99 81 207
14 22 48 102 82 211
15 24 49 105 83 214
16 26 50 107 84 218
17 28 51 110 85 221
18 30 52 113 86 225
19 32 53 116 87 229
20 34 54 119 88 232
21 36 55 122 89 236
22 38 56 125 20 240
23 40 57 128 91 243
24 42 58 131 92 247
25 44 59 134 93 251
26 a7 60 137 94 255
27 49 61 140 95 258
28 51 62 143 926 262
29 53 63 147 97 266
30 56 64 150 98 270
31 58 65 153 99 285
32 60 66 156 100 300

33 63 67 159
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Tabla I1.2. Equivalencia entre la lectura del fotdmetro y la concentracién de potasio.

Lectura |Concentracion| Lectura |Concentracion| Lectura |Concentracién
fotdmetro | potasio (ppm) | fotometro | potasio (ppm) | fotometro | potasio (ppm)
0 0 34 527 68 1184
1 17 35 545 69 1204
2 29 36 563 70 1224
3 42 37 581 71 1244
4 55 38 600 72 1264
5 68 39 618 73 1284
6 81 40 637 74 1304
7 94 41 656 75 1324
8 108 42 675 76 1344
9 122 43 693 77 1363
10 136 44 712 78 1383
11 150 45 731 79 1403
12 165 46 751 80 1423
13 179 47 770 81 1442
14 194 48 789 82 1462
15 209 49 809 83 1481
16 225 50 828 84 1501
17 240 51 847 85 1520
18 256 52 867 86 1539
19 271 53 887 87 1559
20 287 54 906 88 1578
21 303 55 926 89 1597
22 320 56 946 0 1616
23 336 57 965 91 1635
24 353 58 985 92 1654
25 370 59 1005 93 1673
26 386 60 1025 94 1691
27 404 61 1045 95 1710
28 421 62 1065 96 1728
29 438 63 1085 97 1747
30 456 64 1105 98 1765
31 473 65 1125 99 1840
32 491 66 1145 100 2000

33 509 67 1165
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Anexo lll. Péster presentado a las IV Jornadas Doctorales de la Universidad de Murcia.

I
OBTENCION DE AZUCARES NATURALES
PROCEDENTES DEL SUBPRODUCTO DEL PROCESADO
DE FRUTAS \\I(‘ Innova

J.A. Macario !, J.M. Pérez ', J.L. Gomez 2, A.M. Hidalgo?
Fruit Tech Natural, Ctra Madrid-Cartagena, km 390, Espinardo 30100 (Murcia), Spain,
joseantonio.macario@um.es;
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Sistema Experimental

Resumen

En la actualidad, un mayor nimero de consumidores consideran que el azticar
afadido a los alimentos y a las bebidas perjudica seriamente la salud. En algunos
paises como Reino Unido, se grava con impuestos la adicion de azucar en refrescos

Tabla 1. Principales caracteristicas de las
membranas utilizadas en los ensayos.

y bebidas azucaradas. MEMBRANA UF, UF,
Composicion quimica polisulfona  poliétersulfona

Ademas, la Organizacién Mundial de la Salud " -

N Presion maxima tolerada (bar) 10 10
(OMS) advierte del problema que causa el
abuso de este tipo de bebidas azucaradas, Rango de pH 1-13 1-13
debid_o a las enfermedades _derivada_s_de la Temperatura méxima (°C) 75 75
obesidad, por lo que recomiendan limitar el MWCO (Da) 25000 5000

consumo de azicar afiadida a menos del
10% de la ingesta caldrica total. La tendencia
en Espafia, al igual que en el resto de paises
de Europa, es disminuir la cantidad de
azlcares afiadidos a este tipo de alimentos,
ya que la sociedad estd cada vez mas
concienciada y exige que el aporte de azicar
sea de manera natural. En algunas regiones
(comunidades auténomas) estan trabajando
en implementar algin tipo de impuesto

Figura 2. Imagen del equipo experimental.

Ensayos realizados

Los ensayos se han realizado en la unidad MMS Tryple System Model F1. El médulo de
membranas est4 dispuesto con tres membranas planas en serie con un area superficial efectiva de
4.66x10% m? cada una. La determinacion de la concentracion de azicares (sacarosa, glucosa y
fructosa) fue obtenida mediante HPLC. En la Tabla 2 se muestran los valores de los principales

oA RS WA WA WSS

Simgfr ",’:, del Reinlo U"id"t- DtEb'in? a eshta y/ parametros analizados en la corriente de alimentacion y en los permeados .

problemética, en el presente trabajo se ha / S S

intentado dar solucién al exceso de azicar . TZZITB: o do do las me el

afadida en refrescos y bebidas . Para ello, se ¥ v - -

ha buscado separar azlcares naturales de PARAMETROS al médulo UF, UF,

un extracto de naranja que es un L =

subproducto procedente del procesado de la Grados Brix 21,0 195 18.28

naranja. Acidez (% ACA) 1.1 1 1

pH 3,60 3,63 3,69

% Tezsom @ 11.2 °Brix 95,8 97,4 99,1

indice de formol

(ml/100ml) a 11.2°Brix 15,96 15,66 15,84

Existen diferentes procesos para la separacion de azicares que pueden ser
ifi en fisicos, quimi y biologicos [1]. Entre los procesos fisicos se
encuentra la tecnologia de membranas . Dentro de esta tecnologia, la nanofiltracion
es capaz de separar estos azlcares [2, 3].
En este trabajo, se ha utilizado como tecnologia emergente la ultrafiltracion, con el
objetivo de separar dichos compuestos reduciendo el consumo de energia respecto
a la nanofiltracion al operar a menores presiones.

La selectividad de una membrana se expresa generalmente en términos del coeficiente de
rechazo de soluto. Este parametro, R, es una medida de la capacidad de la membrana para
separar el soluto de la disolucion de alimentacién, y se define como un porcentaje segun la
ecuacion: p

R-100: 5 0. ]
€y

Donde C; y C, son la concentracion del soluto en la alimentacion y en el permeado,
respectivamente . En la Figura 3 se muestran los rechazos obtenidos para los distintos azucares.

Materiales y Métodos

Las Figura 1y 2 muestran el diagrama de flujo del proceso y una imagen del
equipo experiemntal, respectivamente. Se han utilizado dos membranas planas con
soporte de polipropileno, suministras por Alfa Laval. Las caracteristicas de las

N 10

membranas se describen en la Tabla 1. s = FRUCTOSA

< o —_— ™ GLUCOSA

R | .

10 ¥ SACAROSA
-15
-20

UF, UF,

Figura 3. Porcentaje de rechazo de los azticares principales (glucosa, fructosa y sacarosa) en las
corrientes de de las I o

Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que la membrana UF, con menor tamafio de corte
molecular, es capaz de rechazar hasta un 15 % de disacaridos mientras que en la membrana UF;
la cor ion se mantiene practi ite invariable .

Ademas, los valores de transmitancia son mayores para la membrana UF, alcanzandose valores
superiores al 99%. El resto de parametros analizados : Acidez, pH, indice de formol y Potasio, se
mantienen similares en los permeados de ambas membranas .

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso: (1) tanque de alimentacion,
(2) bomba, (3) modulo de membranas, (4) depdsito de permeados, (5)
bala de nitrégeno, (6) intercambiador.
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Anexo IV. Evaluacion de los catadores para el orange peel extract en las condiciones de

almacenamiento estudiadas.

Tabla IV.1. Puntuacion sensorial del orange peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 1 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 3 3 3 3 3
Aroma 3 3 3 3 3 2
Sabor 3 3 3 3 2 3
Valoracion
4 4 3 3 3 3
Global
Puntuacion
18 17 16 16 15 15

total

Tabla IV.2. Puntuacidn sensorial del orange peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 2 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 3 3 3 2 2 2
Aroma 3 3 3 2 2 2
Sabor 3 3 3 3 3 3
Valoracién
Global 3 3 3 2 2

Puntuacion
total

16

14

13 13
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Tabla IV.3. Puntuacion sensorial del orange peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Catador 3 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 3 3 3 3
Aroma 3 3 3 3 3 3
Sabor 4 4 4 3 3 3
Valoracion
4 4 4 3 3 3
Global

Puntuacion

19 19 18 16 16 16
total

Tabla IV.4. Puntuacidn sensorial del orange peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 4 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 3 3 2 2 2 2
Aroma 3 3 3 3 3 3
Sabor 4 4 3 3 2 3
Valoracién
Global 4 3 3 3 3 3

Puntuacion

18 17 15 15 14 15
total
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Tabla IV.5. Puntuacion sensorial del orange peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 5 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 3 4 4
Color 3 3 2 2 2 2
Aroma 3 3 2 2 2 2
Sabor 4 3 3 3 3 4
Valoracién
Global 3 3 3 3 3 3

Puntuacion

17 16 14 13 14 15
total

Tabla IV.6. Puntuacion sensorial del orange peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 6 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 3 4
Color 4 4 4 3 3 3
Aroma 4 4 4 4 4 3
Sabor 3 3 3 3 3 2
Valoracion
Global 4 4 3 3 3

Puntuacion
total

172



8. Anexos

Tabla IV.7. Puntuacion sensorial del orange peel extract no aséptico y congelado.

Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Parametro

Catador 1

Aspecto

Color

Aroma

Sabor

Valoracion
Global

Puntuacion
total

0

20

1

20

3

19

6

17

9 12
4 4
3 3
4 4
3 4
4 4
18 19

Tabla IV.8. Puntuacion sensorial del orange peel extract no aséptico y congelado.

Parametro

Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Catador 2

Aspecto

Color

Aroma

Sabor

Valoracion
Global

Puntuacion

total

4

20

20

18

18

9 12
4 4
3 3
3 3
3 4
4 4
17 18
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Tabla IV.9. Puntuacion sensorial del orange peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 3 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 4 3 3 3
Aroma 4 4 3 3 3 3
Sabor 3 3 3 3 2 2
Valoracion
Global 4 4 4 4 3 3

Puntuacion

19 19 18 17 15 15
total

Tabla IV.10. Puntuacion sensorial del orange peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 4 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 3 3 3 4
Color 4 4 3 3 3 3
Aroma 3 3 3 3 3 3
Sabor 4 4 4 4 4 4
Valoracién
Global 4 4 3 3 3 3

Puntuacion

19 19 16 16 16 17
total
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Tabla IV.11. Puntuacién sensorial del orange peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 5 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 3 4 4 4 4
Color 4 3 3 3 3 3
Aroma 4 4 3 4 3 3
Sabor 4 4 4 3 3 3
Valoracién
Global 3 3 3 3 3

Puntuacion

20 17 17 17 16 16
total

Tabla IV.12. Puntuacién sensorial del orange peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 6 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 3 4 3 4
Aroma 4 4 4 4 4 3
Sabor 4 3 4 4 4 4
Valoracion
Global 4 3 4 3 3

Puntuacion

20 19 18 20 18 18
total
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Anexo V. Evaluacién de los catadores para el lemon peel extract en las condiciones de
almacenamiento estudiadas.

Tabla V.1. Puntuacion sensorial del lemon peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Catador 1 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 3 3 3 2 2 2
Aroma 3 3 3 3 3 3
Sabor 3 3 4 3 3 3
Valoracion
4 4 4 3 3 3
Global

Puntuacion

17 17 18 15 15 15
total

Tabla V.2. Puntuacion sensorial del lemon peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 2 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 3 3 2 2 2 2
Aroma 4 4 3 3 3 3
Sabor 4 4 3 3 3 3
Valoracién
Global 4 4 3 3 3 3

Puntuacion

19 19 15 15 15 15
total
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Tabla V.3. Puntuacion sensorial del lemon peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Catador 3 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 3 4 4 3
Color 3 3 2 2 2 2
Aroma 3 3 4 3 4 3
Sabor 3 3 3 4 4 3
Valoracion
4 3 3 3 3 3
Global

Puntuacion

17 16 15 16 17 14
total

Tabla V.4. Puntuacion sensorial del lemon peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 4 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 3 3 2 2 2 2
Aroma 4 3 3 3 2 3
Sabor 3 3 2 3 3 3
Valoracién
Global 4 3 3 3 3 3

Puntuacion

18 16 14 15 14 15
total
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Tabla V.5. Puntuacion sensorial del lemon peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 5 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 2 2 2 2
Aroma 3 3 3 2 3 3
Sabor 4 3 4 3 4 3
Valoracién
Global 4 3 3 3 3 3

Puntuacion

19 17 16 14 16 15
total

Tabla V.6. Puntuacion sensorial del lemon peel extract aséptico y refrigerado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 6 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 3 3 2 2 2 2
Aroma 3 3 3 2 3 3
Sabor 4 4 4 3 2 2
Valoracion
Global 4 4 3 3 3 3

Puntuacion
total
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Tabla V.7. Puntuacion sensorial del lemon peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Catador 1 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 4 4 3 3
Aroma 4 4 3 3 3 4
Sabor 4 4 4 3 3 4
Valoracion
4 4 4 3 3 4
Global

Puntuacion

20 20 19 17 16 19
total

Tabla V.8. Puntuacion sensorial del lemon peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 2 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 3 3 3 3
Aroma 4 4 4 4 4 4
Sabor 4 4 4 4 4 4
Valoracién
Global 4 4 4 4 4

Puntuacion

20 20 19 19 19 19
total
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Tabla V.9. Puntuacion sensorial del lemon peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)

Catador 3 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 3
Color 4 3 3 3 3 3
Aroma 3 4 4 3 3 4
Sabor 4 4 4 3 3 3
Valoracion
4 4 3 3 3 3
Global

Puntuacion

19 19 18 16 16 16
total

Tabla V.10. Puntuacion sensorial del lemon peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 4 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 3 3 3 3
Aroma 4 4 4 3 4 4
Sabor 4 4 3 4 4 3
Valoracién
Global 4 4 4 4 3

Puntuacion

20 20 18 18 19 17
total
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Tabla V.11. Puntuacién sensorial del lemon peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 5 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 3 3 3 3 3
Aroma 4 4 3 4 4 3
Sabor 4 4 4 4 3 3
Valoracién
Global 4 3 4 3 3

Puntuacion

20 19 17 19 17 16
total

Tabla V.12. Puntuacién sensorial del lemon peel extract no aséptico y congelado.

Parametro Controles realizados desde la fecha de envasado (meses)
Catador 6 0 1 3 6 9 12
Aspecto 4 4 4 4 4 4
Color 4 4 3 4 3 3
Aroma 4 4 3 3 4 3
Sabor 4 4 4 4 4 4
Valoracion
Global 4 3 4 3 3

Puntuacion

20 20 17 19 18 17
total
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Anexo VI. Formulario de Bioseguridad.

UNIVERSIDAD DE Vv refrnrtc:.".ndn de .
MURCIA [nvestigaciony Translerencia L —
| —

Memoria para el CBE: Proyecto de investigacion con (marque lo que corresponda):
-X[_Jagentes biolégicos / muestras biolégicas de origen humano o animal (AB)
-Dorganlmos modificados genéticamente (OMG)

-Dsustanclas quimicas peligrosas (sqP)'"

-|_Isustancias radiactivas /equipos radiolégicos / instalaciones radiactivas(SR) """

N Ref CBE

Tipo de memoria'
|” *[] Nueva [ correccian ] modificacién relevante [] prorroga

Investigador responsahble

| Apellido 1: Hidalgo Apellide 2; Montesinos Nombre; Asuncion W2 JI NIF: 27452830F

Datos del proyecto

Titulo: DESARROLLO DE NUEVOS INGREDIENTES BIOACTIVOS A PARTIR DE SUBPRODUCTOS
PROCEDENTES DEL PROCESADO DE CITRICOS

Financiacion ' COTI

PARTE I: PROYECTO DE INVESTIGACION

Resumen del proyecto

La extraccion, separacion ywo transformacion de los azicares naturales procedentes de citricos permite
incrementar el valor afiadido y dotar de funcicnalidad a cierfos alimentos, Ademas, la separacion de la fraccion
azucarada procedente de estos frutos implica la concentracion de compuesios bicactivos de gran interés
tecnoldgico, los cuales anadidos a determinados productos aportarian un valor anadido.

El esiudio va encaminado a la obtencion de babidas saludables con azdcares propios de los subproductos de
los citricos, incorpordndose asi compueslos funcionales beneficiosos para la salud, como es la fibra, los
flavonoides, etc, y que sustituyan a los productos con contenidos de azicares provenientes de la cana de
azlcar y la remolacha.

Ademas, el proyecto supene una mejora en el impacle medicambiental al suponer una valorzacién y mejor
aprovechamiento de los residuos de la industria agroalimentaria, empleando los subproductos que contienen.

- Hipotesis y objetivos.

En este ensayo se pretende comparar el impacto de un nuevo proceso tecnologico aplicade a un zumo de
frutas, en la respuesta postpandrial de la glucosa en sangre en adultos sanos.
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Comprobar que los procuctios oblenides presentan buenas propiedades funcionales,
Realizar ensayos en sujetos para daeterminar de forma experimental el indica glucémico.

= Descripcion de la muvestra (especificando reclutamiento, tamafio, caracteristicas del grups control sl lo hublera, etc._

El nismero de participantes an el esfudio 2 ha calculado en relacsbn a datos previos de estudios realizados
sobre nivel de glucosa en sangre (Peiva et &l., 2019, La muesira minima serd de 15 padicipantas, calculada
con un nivel de confianza del 95%. Considerando una lasa de abandono del 15%, aumenlarmos la muestra a
18, La principal varable respoesta serd la modiicacidin de la concentracidn de ka glucosa en sangra inducida
por hos diferentas tipos de zumos en algln punto de la curva trazada.

Como criterlos de inclusidn g2 establece que ks sujelos sean adullos sanocs (18-50 afos), que no tomen
medicacion, s embarazo, no diabeles  mellitus, enfermedad  digestiva, ingesta de  suplementos
vilaminicos/minerales, sin alergia diagnosticada, con un IMC entre 20 y 30 kg'm®, con peso corporal establa.

E! reclutarmients =& realizara deniro de la comunidad unbversitaria,

Sa frala de un ensayo doble ciego, aleatorizado v cruzade, por ko gue todos los participantes recibiran tres
fratamientos (los dos zumos probdema y wna bebida control con la misme cantidad de azucares gue los
antaricres).

= Fecha de la recogida de la muestra: [Fecha en la que se tiene previsto recoger los datos de la muestra)

El ensavo e realzard durante ¢ segunde cualrimestre del curso 201820149, realizandose las mediciones y al
andlisks de los datos de forma inmediata.

- Metodologia:

Como hemos comenlado se irata de un ensayo alealonzado, cuzado y doble ciego en el gue los participantas
reszibiran (res bebidas: zumo con Iralamiento tecnologico A, zumo con tratamients tecnokdgicoe B (ambos con
la misma composicidn), ¥ babida contral con una concentracidn de azlcares semejants.

A cada rumo e le asignard un cddign por & coordinador del estudio, de lal manera que los investigadores v
s partcipantes no conocerin sus caracteristicas,

Dos dias antes del ensayo, a2 les padird a los woluntaries que no tomen aleohal, que mantengan wn nivel
moderada de conaumo de carbohidestos v una aolividad fisica ligesa, Los participanies serdn informados de
la mscesidad de no congumir mngln ipo de alimento al menos 10 horas antes del ensayo ¥ no realizar
gjercicio mlenso duranbe esa noche o por las mananas del ensayo. Entre cada fratamienio se realizard un
descanso de una ssmana.

El engayo Se realizard en la 67 planta del edficio VITALIS de la Universidad de Murcia. Cada paricipante
acudird una vez por semana al cenbro (aproximadamente 3h por visita, cada 7 dias). & principio de la
mafiana (8 am aproximadameania) del dia del experimente, 58 tomard una muestra de sangre (tiempo 0} y &
les administrara esguidamente una de las bebidas (250 ml) que deberdn consumir en unos 10-15 minubes.
Posteriormente se seguirdn realizando exracciones de sangre a los 15, 30, 45, 60, 80 v 120 min. Tras el
coméanzo de la ingesta de la bebida,
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La muestra de sangre sa obtendrd mediante una puncidn en & dedo ulilizando lancatas estéries de un sala
uso [Verifine® 23GH EBmm). Previos estudios sugeren gue la sangre capilar, mas que la venosa, es mds
fiable para los test de glucosa en sangre. Se pedird a los participantes que callente previenen &l dedo para
imcramentar el flujo de sangre v no comprimide para exiraer la sangre ya que se puede dilsir ol plasma. La
glucosa en sangre se medird utizando el dispositvo MulliCareln®, que se calibrard diarfiamente siguiendo
las instrucciones del fabricania, pudiendo medir glucoss en una muesira de Tpl.

PARTE [1: CLUALIFICACION DEL EQUIPO INVESTIGADOR

Personal que Hevard a cabo las tareas con AR, OMG, SQP y/o SR

Apellidos,

Nombre NIF
CARMEN
MARTIMEZ | ATAEREEIV
GRACIA

Vinculacidn™

Fersonal
funcionario
Uneversidad
da Murcia

Mivel
Acaddémico™

Dactor,

——— v p—
especifica en riesgos | :;Tmr " Afio
AB,sQp yfosk | TR
I

Leguridad e Higiene en A
el Labaratorio (NEB1, | ;‘:’J’:’:""“’ 2019
NCB2, ¥ MCE3)
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PARTE I1l: VALIDEZ CIENTIFICA Y METODOLOGIA

1. Objetivos cientificos del provecto v justificacidon, (Max 10 lineas)

En pste ensayo se pretende comparar ef impacto de un nuesvo proceso 1ecnokigico ap-lu:a-du aun ruma de frutas,
en la respuesta postpandrial de la ghueosa en sangre en adultos sanos, ademds comprabar que los productos
| obtenidas presentan buenas propiedades funcianales v realizar endayos en sujetos para determinar de forma
| experimental el indice glucémico. La principal wariabbe respuesta serd la modificacidn de la concentracion de la
| pliscasa en sangre inducida par los diferentes tipos de aurmas en algdn punto de la curva trazada. Coma criterios
!de inclusidn s establece gue los supEtos sean adultos sanos (18-50 afios), gue no tomen medicacitn, sin

embarazo, no diabetes melitus, enfermedad digestiva, ingesta de suplementos vitaminicos/minerales, gin alergia

disgnosticada, con un IMC entre 20 v 30 kg/m’, con peso corporal estable. Se trata de un ensayo doble ciego,

aleatorizade v cruzado, por lo que tedos los participantes recibirdn tres tratamlentas {los dos zumos problema y

una bebida control con la misma cantidad de azecares que los anteriones),

2. Tipo de Exposicion

Lo erpasickdn o fos ogertes hioldgicos parde ser de dos fipas:

& Ewpasickdn par isterncidn deliberode de wtirar o manjpuior n aogente Boldgico, que constituye o prapdsita principal def
trobapn. Achwdodes de este Boo serion s desorrollado: cow anfmales delberadomente infectodos o en fos bborotarios
cupg actividad princiaal consiifuye & rabaes fon agentes bialaginas, ras aohividondes enunadrgas @mn 2508 Vopo Serkan,
par semplo, Jas relaclonades con los incdustrios o otecnodagin: indusinios formacdfuricos (pore e obienckin de
wntihighicos, ensimas, vocumas wokes): industno ofmentone (Cerverns, yogur): efc.

= Euposicidn mo infencionooe o dnoicental af propdsito principal del frobojo. En este coso A ochividod mo implco o
mamipaiocian, o el drobap con conracie ovecle o & wid oeiberedn O ageale BRlagicg pero & exiSlE o FEEQe O
comfemimacida por agenhes bioddgicas, Esfe serln @ coso G rrebo e confachs fon seres URAROS 0 OPWMGTE O U
productos {tejidos, sangre o fwidas), osf como & contacto con elementos o medics donde dicho agende wee o puede
sabre v [meleniotes, aud, Sudie, almendos, residvas ) Gue servidn courd e e e expasicida,

a) En esta actividad /9o realizan tareas en las gue pueda haber exposicidn ABY (con independancia de gue sea
deliberada o noj

e s
Tipo de material f agente bioldgico que se utiliza:

| [] criay manejo de animates [ ] Tejidos/sangre/fluldes animales X[ |Tejidos/sangre/fluidos humanos

| [] Microcrganismas [(] cultivos celulares [T] Endopardsitas [ Jotros/{indicar):

b} En esta actividad, ¢s@ realizan tareas de uso confinado de GMGY

[ wo L

Tipo de material biokigice que e utiliza:

[[) microorganismos [ ] Animales [ | Plantas
Pigina 4 de 14
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| ) En esta actividad, 5 realizan tareas en las que hay intencién de wtilizar 50F (Tdxicas, Cancerigenas, Inflamables, erc.]?

%] mo [

Tipo de S0P que se utiliza:

dj En esta actividad, ¢se realizan tareas en kas que hay intenchdn de wtilizar 587

%] no R
Especifigea:
Radicisatopo [ ]

Equipa radioldgica []
Instalacian radiactiva |

3. Datos referentes a los AB, SOF yv/o SR,

L efosificodidn e tipe de (os agenles bioddgioes o ied gue e2én o pueda eitor expursla ef pévionm 5& hoce de eduérda can ia fabio ¥
critgvios de clasiomcidn confenidos én ef anewo § del RO G847 ¥ sur octunhrociones. 5 wn ogente no consla en o labie se deberd
exhimoyr 5w riesgo oe infecoidn heniendo en coenta fos siquientes definiciones:

= Grupo 1: aquil gue reswlto poco prodabde que cowse una enfermedod 20 el ser hunmono, los snimakes i el medla ambicnte.

= Grupa 27 oquid! qar puede cousor ung eafermedod en el ser humong, fos animades o ol medio omivende i poede supames un peligre
Pant (s PersiviaT i Ehes, e 8 poco proballe goe se propegue 0 & cofecTaaned ¢ enisie ing prfiants o un fralomiende gfioer.

= Grupa 3 equd gue puede cowsar vng eafevmediod grave en & s&r humoma, (o8 oaimakes wie @ medio amblsale p présénta vn 1600
peligro parg ks persancs expuestos, com fesgo OE GuE S8 propegue @ i crecthdod p exdte vog profifoals o mm rmtemiende eficaz.

= Frupo 4; oquél gue corss una enfermedod grove en & ser bumane, los armoles po & medio ambiente, sepone wn seno pedgro pone
los personos cxpuarstas, con muchos probehiidodes de gue s propogue o A colechivided ¥ sin gue existo wna profilaws o um
trotamiento eficaz,

Ein caso de drds entre dog grupes debend coniideroves & of de peligrosidod supevior. Lo Table I de e Goin técnicn para fo evoivackin p
prevencion die los riesgos relocianedos con o exposicidn o ogentes bioidgicos del INSHT,

a) Microorganismos {hongos, virus, bacterias, priones)

Grupo de N Vielurmen mddimo de muestra gue se
Nombre Tipa Riespo (Grupo ficianabes™ maneja cada ver.
1,2,304) Concentracian aproximada
-
Figina 5 de 14
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b) Cultivos celulares

Egpecificer ef tipe de cultivo ceier que e a utilizorse o acoerdo 3 ko sigelenie closficasidn:

1. Linews cefwhones bign corocterizadas oe onigen hismamg a de sirlas

2. Lingws cefiones blen coracterizodas od ovigen ne haman nf de Siming, con baje resga de infeceidn enddgens con patdgenas
s Frcan o

3. Linews celwiores o cepes no toheimende caractensedas o cutsntificedos

4. Célufos com patdgenas enodgenas p cfiules debberademende infrctodas

5 Ciluiay sangedneas, Fnfoides, refido renvinse, elc, g grigen bumant ¢ Smic

G Celuins sanguineos, Frfordes, [eido mevvingo, @hc., de ovigen no Aumona ni de simios

AT

Para mas infarmeatin sobre nesgos denvades del frebaje con cultives oefelares ¥ medidas de condencidn consuior of opémdice 7
e o Gui téonic pang (o eeaivocidn ¥ prevenckin oy fos resgos relacionmdas con io exposiidn @ agenhes hiakigicos oel INSHT.

. Grupo de Rlesgo Notas
s Descripcidn/caracteristicas {Grupo1,2,304) | adicionales™
c]  Material boldgics
Tipo de Material
m-.-nrmn -hmr:hn-, Descripclan/caracteristicas Grupa de Riesgo Motas
fangra y/o Auides | s o = (Grupo1,2,304) | adicionales™
oiras
Sangre humanos, sin El valumen de moestra extraida serd de 1 pl yse | Gropa 1 :‘""P’“""'
embargs i considera abosrverd de forma instantdnea con una tira h,,,::ﬁ::,”;'
minirma expasicion por el reactiva para madir glecosa, por o que no andlisk, ks rietgas
bajo valumen de musstray | existird excedante de muestra, m*‘“
el bajo nivel de ewposiciép. |
dj Organismo modificade genéticamente
MNombre:
Huésped:
Vector utilizado: -
Inserto y especie de procedenciadel |
e o
Proteina que codifica:
z o B
Valurnen méximeo de muestra gue o
se maneja cada vez
Fagina & de 14
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&) Sustancias quimicas peligresas (Téeicas, Cancerigenas, Inflamables, etc.). Rellenar una tabla por producto,
Nombre praducto® '

e CAs*™

Fase H**

EPts

N® de Laboratoris

Nombre Respansable

** Consultar en la ficha de seguridad del products

1} Sustancias radiactivas

Radigisatopo [5) | compuestos marcades Actividad por esperimanto [pCi o kBg)

3.1 Frecuencla y periodicidad de wso.

3.2 Trayectoria completa de los AB y OMG. Describir &l recorrido desde su obtencldn hasta su eliminacidn.

utilizand lancetas estériles retractiles de sapuridad, de un solo wo (Verifine® 33G,/1.Bmm). Previas estudios sugicren
que |3 sangre capllar, mas gue lavenosa, es mas fiabbe para los test de glucosa en sangre. Se pedird a los participantes
que caliente previamente el dedo para incrementar el flujo de sangre y no comprimirlo para extraer 1a sangre ya que s
puede diluir ¢l plasma. La glucasa en sangre se medird utilizands el dispositivo MultiCareln®, gue se calibrard diariamente
siguiendo las nstrucciones del fabricante, pudiendo medir glucosa en una meestra de 1k,

Transparte: NO lo hay
Recapeitn: MO la hay
Almacenamiento: MO b hay

Elirninacidn: Los residuns oblenidos en el ensiyo e eliminardn de acuerda con la establecida en el manual de Gestidn de
residuos Peligrosos de la Universidad de Murcia (contenedares amarilias de 5 iros de polipropilens, para eliminar las
lancetas, guantes v las tiras impregnadas) 5e etigeetara de forma correcta, no se lenard mas del BO% y se entregara
cerrado.

Pagina 7 de 14
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3.3 En el uso de SOP.

Expln:ar al hm de mampulanjn a mh:armn e;te pmdmupmdm WO procede

3.4.En ol caso de uso de 5R.

Explicar el tipa de manipulaciin a realizar oon ks sustancias radisctivas: NO pracede

PARTE IV: ASPECTOS ETICOS ESPECIFICOS DE PROYECTOS DE INVESTIGACION CON AGENTES BIOLOGICOS

Evaluaciin del rlesgo (En case de manejo de varios agentes de distinte nivel de resgo consldérese el de nivel superiar)

W] | Mivel I: Riesgo individual y poblacional escaso o nulo. Microarganismes que tienen pocas probabilidades de
provacar enfermedades en el ser humano o los andmakes.

[ | mivel i Riesgo individual maderado, riesgo poblacional bajo. Los agentes patdgenos que pueden provacar
erfermedades hurmanas o animales pero gue tieren poces probabilidades de entraiiar un riesgo grave para el
persona| de laborataria, la poblacian, el ganado o &l medio ambiente. La exposicion en e laboratorio puede
prawacar una infeccidn grave, pero eaisten medidas preventivas y terapéuticas eficaces y el riesgo de
progpagacicn es lEmitado,

L1 | mivel 1: Riesgo individual elevada, riesge poblacianal bajo. Agentes patogends que suelen provocar
enfermedades hurnanas o animales graves, perg que de ardinanio no se propagan de un individuo a otro,
Existen medidas preventivas y terapduticas eficaces.

0 | wivel nv: Riesgo individual y poblacienal elevade. Agenles patdgenas que suelen provacar enfermedades graves
& el ser humand o los anifsales ¢ gue se rarmiten ficimente de un individuo & otro, directa o
ndirectaments,. Narmalmante nag existen n:bt_:!dida: pr_m:'\gnl:iu:s. v terapduticas eficaces.

a} Caracteristicas del riesgo:

il ilos agentes bioldgicos que se utilizan implican algon tipe de efecto potenclalmente nocho?

| Grupa Diana nociva
1
| [l= [] Ser humana _| infecciosn
x| No [] animales AMrgico I
] media Ambiente ] moxico |
] ore: . ]

i} iLos OMG que s utllizan irmplican algn tipo de efecto potencialmente nocvo?

Enfermedades que afecten a bos animales o a los vegelales.

Minguno o insignificante.
Enfermedades que afectan a las personas, Incluidos los efectos alérgicos o Wuicos.,
L

F'éa:ma Bdae 14
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Los efectos potancialrmente noched se relacionan con

El organisme receptos,
El material genético insertado procedente dal organismo donante.

El vector,

El organisma danante (s s utiliza durante la operaciaa),

El organdsre modificade gendticamenta resultante.

III:I Dascribir Brévements la enfermedad o efectos nocivat que puedan derivarse del wsa de agentes yw/'o material
bicldgica, Principabes sintarmas, vias de Iransmisian, tratamienta, etc.

b) §Existe vacuna eficaz o tratamiento prafiléctice disponible?

PARTE V: MEDIDAS DE SEGURIDAD DE LA INSTALACION

al Laboratorio en el que se tiene previsto realizar b actividad con AB/OMGS

Instalacidn codigo Patrimonial Nivel de contencitn Ubicacian
(Ml L: B i cosng ratbios 1, Labyerabari bilaia,
Pieal 2 Wlvel i combarciin 2, laberatorn biskn con cabine de
segeridad bizlégics w ofroy dapsefrcs apropisdss de peoiecciédn
permnal o contercidn ks,
Bibanl = Mival S conterchén B, laorateria restringido con cabisa de
segeradad bisldgica o piros deplainress aproplades de paotecckin
pertanal o cossendidn Fska,
I | Pibe] &: Laberataria da consancits
Estaclas, Unidad | B1 6.014, Bl 6.015, B1 Hivel 1 B Planta Edilicia
e Mutricidn 6.016, B1 6.017, B1 VITALIS
6.018
b} fLa instalacidn dispone de autorizacion para el trabaje con este AR/OMGE?
[(J= L] [C]PRESENTADA ¥ PENDIEMTE DE RESOLUCION
Entidad y feche de murtorizncidn;
Papgina 0 de 14
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| Fendiente de presentacidn, S0mos conscentes de gue &5 una 1area a realizar en las PrOEIMAs Semanas.

Pdgina 10 de 14
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gl Laboratofio en el gue se tiene previsto realizar la actividad con S8

Instalacién Radiactiva/Equipo radiclégico

Cadigo Patrimenial

Ubicacian

. Cwmpas

d) ila Instalacidn dispone de autorizackin para el trabajo con la sustancia radiactiva fequipo rediskdgico |SR)

W [Jmo

e} Reduccion de riesgos

DFHESEN'I'ADA'I‘ PEMDMENTE DE RESOLUCION

i. Ademds de para las persanas que se tiene prevista trabajen con &8, S0P, SR, OGS, & hay riesgo
the expodicion para otras personas?

s ¥ MO

Especificar (rantenimienta, limpieza, etc.):

Em casoe afirmativa deberd infarmar a dichas personas

il. é5e tienen previstas medidas para limitar y reducir el nimero de personas expuesias?

[] s [[Jno

Especificar (justificar en caso negativa): NO procede (utifzaremos contenadores de residuas aproplados)

lii. Describir las medidas de seguridad ESPECIFICAS previstes para la manipulacidn del AB OMGS, S0P

' SR

Sa utilizardn guantes apropiadas en el procedimients de oblencion de muestra y durante ¢l ensaya, Desinfectante alcohol
96, Contenadores amarilles para objelos punzantes SL.

Phgina 11 de 14
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. Describir los métados de descontarminacidn/esterilizacidn del material contaminado. Especificar
productes utifizados

El material {iancetas de seguridad v tizas reactivas) serdn intreducidas inmediatamente tras su utilizacidn en
contenedores de residucs normalizados, segan dispone la Universidad de Murcla,

¥. Conrespecto ala gestibn de residuns biskgicos, OMGS, quimicas y radisctivas, conace, aplica y
tene a su disposicidn el “Manual de Gestidn de Residuns Peligrosos de la Universidad de Murcia™
[htep: Sewea um.es S weby'sal contenideyservicios radioproteccion-residuns/normas)

d Jsi COwno

vi. Exishe un protocolo escrite de actuacidn en casa de accidente hioldgico
s Mo
En caso alirmative, adjuntar prolocols a la mesmafia.

En caso negativo, justifiguelo: Mo procede por el tips de ensayo gue se va a realizar

.NI'.;A Fl.r';:;EEﬂE en EE.t-E. Ei’.'iﬂ

vil, Em bo que se refiere al uso de agentes guimicos, indicar el protocels escrito de actuacion en caso
de accidente

Exposicidn por puncidn yfo corte: o
Exposicion a aenpsoles:
Exposicion por contacto;

Viertido:

o

[ i5e presé que las taress con el AB, OMGS, S0P o SR, o parte de ellas se realicen en dependencias de otra

institucidn? (=)

Pégina 12 de 14
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¥ Jmo =

Imdicar el lugar elegido, justificando la necesidad de realizar las tareas en ese [Ugar

JCumple con los requisitos de contencidn reguerido para estos Agente bicldgico? | |51 |_|ND
El trabajo con este Agente biokigico, £ha sido notificado a la Autoridad competente? [ 51 Cno
Dispone de |a auterizacién necesaria para este tipo de trabajp? 51 [Jwo  [JrENDIENTE

[*] e recuerda que o informe del CBE, sdlo e viSdp para labores desarrolladas en Instalaciones de la URW, por personal de la Ui
> por -:ualq:ulur e gui, an aplicaciin de la nprmativa vigente, desarmole sus labares en la misma.

PARTE Vi: VIGILANCIA ¥ PROTECCION DE LA SALUD
al LAl personal expuesto a agentes bioldgices, en caso de existir, se le ofrece b posihillidad de vacunacion?
s ] we
Crganismao sanitario responsable de la wacunacian;

En caso negativa, justificar

Mo proceds.

b} i%e contemplan medidas especiales de proteccidn para las personas especialmente sensibles gue lo reguieran
{mujeres embarazadas, enfermas cranicos, etc.}?

(= ¥ Ino
Ezpecificar:

En caso negativo, Justificar:

—

Mo se consideran sujetos elegibles en el ensayo, nd participan coma investigadores, personas especialmente sensibles,

Pagina 13 de 14
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¢] {Todas las personas guee van a tener contacto ntencionado o no con el AB, GMGs, 50O l|r.l'-u SR tienen seguns
de accidentes y de responsabilidad ciwil?

[(O= COno

Especificar seguro, o justificar su ausencia:

I &l ser personal de ka Universidad de Murcia tenemos segung de accidentas,

El abaja firmante, en calidad de investigadorfa principal de este procediméento, declara que la mformackin contenida en
este formulario es completa y se corresponds con la realidad. Asimismo, declara que aplicard las medidas y pricticas de
bioseguridad necesarias de acwerdo con la normativa legal relativa a la proteccion hemana v del medio ambiente [Lay
3001595, RO 66497, Ley S/2003 v RD 178/ 2004), v cualguier cambio significative de las condiciones de trabajo en que se
desarrollard este irvestigacion, serd comunicado previamente al Comité de Bioseguridad,

Fa

Firma del Imugn:.&q‘n e hace la declaracion Asuncidn b2 Hidalgo
[ i grotas [SCF, fal como e defing o Seglammsbs ankrs clasBcscién, s ¥ io P da ¥
rrazrcia. {[F] 1272/2000.
[**] Sustanced radetivid o nslalickeoes radlactivis, spdn b nomative recegide s o B0 1335/1599 ¥ an &l RO, PERDOON. Egelpoi
raficiigioas, imgdn ol KD 20HS/2009, de ¥ de juliz, por el que s ol inbew i by wtilcackin de apanibos Sa Ragoi K
- oen finey de diagrasicn medico,
[1}: Tipn da memaria

Rurup: Ay sctfeidad gue ng ha dog @aaliads satercrmente poresie comibe

Carpidn: r.ura aqued b Pemieras (upd dRvaciin sea la de nloeme Tvorable condicinado

Modifizacian pars #n algures de las congeniday de ura [ It {pmr mpmpls, mismizms del
equipa de vestigacion, nussn bibombons,

Prormag: Padi aguilis stidddes qus vin a derad un Lempo supenod a 184 beas @ de wildae dil isMom Meescabla & al praedaminte b piebada.

[E]: Fodadon o bk i o Pisadi @ cabed | proad i imvaiad (S bregreliden oo dad pabdica, Fondod Propat, Coaralo o8 Emgieia, ool

[E): Vinculackaee FOI, PAS, Bacaria, PL Esudianie, Vircuido

[4): Wrwred Bechar, Loy Ciplomada, FP, DR
[5}: Degannma sredisdor: ML, INGHT, TSR, Oim, |

[} Matay sdidonslm
51 ne requinre, indicar |
M pidibles cheoen allvgieas
[ 1] 1q [1:12 . & bn by ls ks de irsSajadare s paperedny |
T4 produce eanas
W il e uru vicuss alicar dagonible |
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Anexo VII. Formulario de Bioseguridad para proyectos.

UMTVERSIDAD DE  Wicorrectorade de =Y - )
MURCIR  Investiacson ¢ Teamalores E‘»;:g Etica 3

COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION

CITUD DE INFORME

Datos del Invastigador'a Principal o Responsabla:

Dipto.: Ingenieria Quimica | Cantro/Facullad: Quimica
Puesto/Cargo: Prodesora Titular A
Direccidn: Campus Universitano de Espinardo, CP 30100, Murcia

Teléfono: BEABATASS Fax: B6B8B4148 |@-mail: ahidalgo@um.es |
Personal adscrito al proyecto:

Mombre v Apellidos, DNy Titukacidn:

Diia. M? Cruz Arcas Mifiarro, 2324277T0M, Leda en Biclogia v Dra en Biclogla por la
UML), responsable del Proyecto en AMC

D. Sergio Sireitenberger Jacobi, 492478031, Doctor en Bioguimica

D. José Anlomio Macaro Legaz, 48517227-5, Graduado en Ingenieria Quimica,
hiaster en Ingenieria Cuimica.

Cumplimentar af menos s da las pevsonas gue cxabaran en 8 proyects, invesiigaciin o esfudis

Titulo Proyects DESARROLLO DE MUEWOS INGREDIENTES BIOACTIVOS A

¥ duracidn: PARTIR DE SUBPRODUCTOS PROCEDENTES DEL
PROCESADO DE CITRICOS. duracién = 30 meses

Financiacidn (1): COTI [Afio: 2017 NPR: IDI-2017-1262

{1) CIC¥T, FIS, Plan Propio, proyecto FUE. conirado direcio con empresa o similr, oirs,
En case de empresa, indicar nombme y datos:

BMC Innowa Juice and Dvinks SL

Zukan 5L

| INFORMACION SOBRE EL PROTOCOLO EXPERIMENTAL |

La investgackin & realizar inchiye tema de muesiias biokgicas de ongen numana? | 5! rm
Marque una opeitn) |

= Remitir proyecto complato en formato pdf.

La exraccion, separacidn wo iransformacidn de los azucares naturales procedenies de
citricos parmibte incrementar el valor afiadido v dotar de funcionalidad a ciertos alimentos.
Ademids, la separacion de la fraccidn azucarada procedente de esios frubos implica la
concentracidn de compussios bioactivos de gran interés tecnoldgico, los cusdes ahadidos a8
delerminados producios aporlarian wun valor afadido.

El astudio va sncaminado & 1s obtencidn de bebidss easludables con azicares proplos de los
subproductas de los cilficos, incorporandose asi compeesios Tuncionakss benehciosos para

196



8. Anexos

UNIVERSIDAD DE  Vicrerectorsdad F oY wml
MURCIA  Insestiacion y Fransierencia ‘_==$ Etica Yy

COMIZION DE ETICA DE IMVESTIGACION

la salud, como s la fibra, los favonoides, etc, ¥ que susliluyan a 105 producios Con
contenidos de anicares provenientes de ta cafa de azdcar v la remolacha.

Ademas, el proyecio supone una mejora en & impacio medioambiental & suponar una
valorizacion v mejor aprovechamiento de os residuos de la indusiria agroalimentarla,
empleanda los subproducios que contiensn,

= Hipotesis y objetivos.

En este ensayo se pretende comparar el mpacto de un nuevo proceso ecnoldglon aplicado
a un zumo de frutzs, en la respuesta postpandrial de |a glucosa en sangre en adulios sanos.
Comprobar que ks productos abbenidos prasentan buenas progeedades funconales,
Fealizar ensayos en supatos para determinar de forma expenimeantal el indice glucémico.

» Descripcidn de la muestra (especificando rechtarniento, tamafio, caracterisficas del
gruga controd i o hubéera, ate..):

El mimaro da participantes an el estudic se ha calculado en relacién a datos previos de
astudios realizados sobre nival de glecosa en sangre (Paiva el al, 2079). La muesgira
minkma serd de 15 pericipantes, calculada con wn nivel de confianza del 95%.
Considerando una tasa de abandong del 15%, aumentamos la muestia a 18, La princapal
variable respuesta serd s modificacidn de la concantrecién de la glucosa an gangra inducide
por o5 diferenies fipos de zumos en algon punlo de la curva razada.

Comd criterios de mclusion se eslablece que los sujelos sean adullcs sanos (18-60 ahosg),
que no tomen medicaciin, sin emberazo, no diabetes mellitus, enfermedad digestiva,
ingasia de suplemantos vilaminicosminerales, sin alengia dagnoslicada, con wa IMC enire
20 ¥ 30 kaim®, con peso corporal establs,

El reclutamieno s& realizard dentro de la comunddad universitaria,

Se trala de un ensayo doble ciego, aleatorizado y cruzado, por lo que todos log paricipantes
recibirdn tres tratamientos (los dos zumos problema y una babida conbrol con la misma
cantidad de azucanes que (o5 anlerones).

- Fecha de la recogida de la muestra: (Fecha en la que 5o ene previsto recoger los datos
de la muestra)

El ensayo se realizard durante el segundo cualrimesire del curso 2018/2019, realizindose
las mediciones v el andliziz de los datos de forma inmediata.

- Metodologia v experiencia del grupo de Investigacién. Resumir e método. Indicar un
migdma de 5 refarencias bibliograficas relacionadas con log antecadentes del trabajo v al
ritodo, preferiblermente del progio equipo imeastgadaor:

Como hemos comanfado & (rata de un ensayo aleaborizado, cruzado y doble ciggo én o
que os participantes recibirdn tres bebidas: zumo con tratamiento tecnokbgico A, zumo
con fratamignto becnolGgico B (ambos con B misma compasician), v babida contral con
una concantracidn de anbcares semejanie,

197



8. Anexos

UWIVERSIDAD DE  Vicerrehoradn de | % )
Huﬂc.h Inwweline wn v Tramleranea é::::? =II Eﬂ“ '!1' I-E-

COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION

A cada zumo se le asignard un cddigo por el coondinador ded esiudio, de lal manera que log
invastigadores y los parbicipanies no conocardn sus caracterislicas.

Dos dias antes del ensayo, =& les pedird a los woluntarios que no fomen sloohol, que
mantangan un nivel moderado de consuma de carbohidratos y una actividad fisica gera.
Los parlicipantes serdn informados de la necesidad de no consumir ningan fipo de
alimanto al menos 10 horas antes del ensayo vy no realizar ejercicio intanso durante asa
nache o por ias mafanas del ensayo. Entre cada (iralamienbo 5o realizacd un descanso de
LNE SEMENa,

El ensayo se realizara en ka 6° planla del edificio VITALIS de la Universidad de Murcia. Cada
participante acudird una vez por semana al ceniro (aproccdmadamente 3h por visita, cadsa
¥ odes) A penciped de la manana (B am aproomadaménte) del dia del experiments, s
fomard una muestra de sangre (empo 0) v 28 lea administrard seguidaments une de las
babidas (250 ml} que deberan consumir en unos 10-15 minutos. Postariormente se
seguirdn realizando extracciones de sangre a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min. Tras e
comienzo da la ingesta de la bebida.

La muesira da sangre & obiendrd mediante una puncion en al dedo wilizando lancalas
egtériles de un ok use (Verifine® 2361 .8mm). Previos estudics sugieran qus s sangre
capilar, mas que la venosa, as mas fiable para os test de glucosa en sangre. Se pedird a
los participantes gue celiente previenen e dedo para incrementar el flujo de sangre y no
camprimirka para exdraer la sangre ya que 5¢ puade diluir ol plasma, La glucosa en
sangre 58 medird utilizando al dispositive MulliCaraln®, que sa calibrard diariamanis
siguiento las inslrucciones del fabricante, pudiendo medir glucosa en una muesira de
Tul.

S8 compararan las diferencias en & incremeanto del area bajo la curva de la glucosa en
Eangre,

Experiencia del grupo de investigacin.

El grupn liene expenienca prévia en @ realizacion de esbe bipd de ensdyos en
colaboraciones con los miembros del equipe de invesfigacidn EOOE-02 (www.=atin-
satialy.eu).

Otras referencias que utilicen metodologias semejantes:

Lightowler, H., Thondre, 5., Holz, A, & Theis, 5 (2018). Replacement of glycaemic
carbohydrates by inulin-type fructans from chicory (oligofructose, inulin) reduces the
postprandial blood glucose and insulin response to foods: report of two double-blind,
rancomized, controlled toals. Ewropear jowrnal af rutrition, S7(3), 1259-1265,

Xu, I., Jonsson, T., Plaza, M., Hikansson, A., Antonsson, M., Ahrén, 1. L., ... & Granfeldt, Y.
{201 8). Prohiotic frwit beverages with different polyphenol profiles attenuated carly insulin
response, Nutritfon foprral, 17{1), 34,
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Rodrigues, M., Peng, M., Ocy, L, & Venn, B. 1. {2018). Glycacmic, uricacmic and blood
pressure response to beverages with partial fructose replacement of sucrose. Ewropean
Sowrnal of elirleal nutrition, 1.

de Paiva, A, Gongalves, D, Ferveira, P, Baldwin, E., & Cesar, T_ {2019). Poatprandial effecy
of fresh and processed orange juice on the glucose metabolism, antioxidant activity and
prospeciive food inmake. Sowrnal of Funetional Foods, 52, 302-309.

= Beneficios esperados: Se espera delerminar si al comparar |3 ingesta de una bebida
convencional del mercado fremle a la allernaliva propussta con un mayer conbenido en
aricares procadantas de la fruta, &l indica glucémico presanta variacionas.

Las esirategias distébcas para modular los pardmetros metabdlicos tras la ingesta de
alimenlos vy bebidas, comd s niveles de glucosa en sangre, puedan ayuwdar a redwcir la
ingesta da nutrientes ensngéticos, incrementar la sacledad y mejorar @l mantendmiento de

peso corporal. Acluakmante sé ha exendido la creencia de que bodos los zumos de frula
faworecen |z ganancia de peso vy la obesidsd, dnicamente tenlendo en cuenta la
concentracion de azicares libres v las calorias tolakes que pueda aportar. Hay que tenar an
cuenta gque o método de procesado pare @ obfenckin de zumos puede Influir en la
congentracdn v solubildad de sus nulrientes. Esle estudio poded darficar cual de los
tratamientos aplicados al zumo de frutas es el indicado para producir una disminucidn de la
glucosa en sangre, y por lo tanto ser mas indicado para evitar el desarmolio de diabetes lipo
2 o enfermedades cardiovasculares (aungue tambéén existen olros factores determinanbes
i gran importancia como ef eslilo de vida),

- (Existe algun tipo de coniraprestacion yo seguro para los participantes?: 5i, exisle
confraprestacidn, se les dard un lote de productos elaborados por AMC innova,

- Posibles efectos indeseables o secundarios: Mo se han descrito

- Consentimlents informadoa (imprescindible adiuntar &f modelo 8 emplear, pare Booer
realzar fa evaluacidin)

= Hoja de informacitn facilitada a los participantes (imprescindible adiundar ef madelo 5
e para raalizar [a evaluacidn)

- Derecho eaxplicito de |la persona a retirarse del estedio. Garantias de
confidencialidad

"aBd 08 no oxishr refarencias que avalen fa melodakegia, deberd induirss una descripctn delallada dal
Focha 2E0220149

Erviar a8 camision atica ireshgacionilum e
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Anexo VIII. Informe favorable de la Comision de Bioseguridad en Experimentacion (CBE).

UNIVERSIDAD DE | Vicerrectorade de CEI gomisk ? n
HURClA 1 a vestigacion  Campus MARE NOSTRUM
INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION
DE LA

UNIVERSIDAD DE MURCIA

Jaime Peris Riera, Catedratico de Universidad y Secretario de la Comision de
Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia,

CERTIFICA:

Que D. José Antonio Macario Legaz ha presentado la memoria de trabajo de la
Tesis Doctoral titulada: “Aprovechamiento  biotecnoldgico  mediante
minimizacion de residuosen el procesado de frutas y vegetales” dirgido por D ®
Asuncidn M.* Hidalgo Montesinos, a la Comisién de Etica de Investigacion de la
Universidad de Murcia.

Que dicha Comision analizd toda la documentacion presentada, y de
conformidad con lo acordado el dia seis de marzo de dos mil diecinueve', por
unanimidad, se emite INFORME FAVORABLE, desde el punto de vista ético de
la investigacion.

¥ para gue conste y tenga los efectos gue commespondan firmo esta certificacion
con el visto bueno del Presidente de la Comisidn.

'Illll'D BDI
EL PRESIDENTE DE LA CQMISI@N
DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Fdo.: Francisco Esguembre Martinez

|Frmte: e 0 P PR ot s 1 T A 1, e o G PN L 1= oo P T 30
[ 1A s 1 P A T, e v TATRETNG WDEIA, s e onl B Ch PHIT U i, EL o sl PH T PG 5,

'A los efectos de lo establecido en el art. 19.5 da la Ley 4002015 de 1 da octubre de Bégimen Turidico del
Sacter Publico (B.Q.E. 02-100, se advierte que el acta da la sasion citada est pendiente de aprobacion

| Codigo seguro de verificacifn: ROxFMseC-1]BL4gQTi-TFwlel]Y-kKIZrgEduR | COFIA KLACTEONICA - Figins 1 ds 1
L S T S e Sl NI ROTAG U ST . R e 2 & o 3n ey s, 2 e
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Anexo IX. Formulario para Tesis enmarcadas en proyectos previamente aprobados por el
Comité de Bioseguridad.

.___-._-...._' ,-3.'.-_' |-_.'- i il ._'E =Y 4_-\.- i
MURCEA | Irealigacian g Tanstenen & ;..—E Etica

COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION

SOLICITUD DE INFORME PARA

Datos del Doctorandao:

Mombre y Apelidos: José Arlonio Macario | DMI 48517227-5

Legaz

Dpto.: Ingenleria Quimica CentrofFacultad: Quimica
Pueste/Carge:  Doctorande  en Quimica

Basica v Aplicada

Direccion: Cf Marqués de Lozoya n®4 Barrio del Progreso (Murcia)

Taléfono: 677331254 | Fax: | a-mail: joseantonio macario@um_es
Dates ded Director’es de |a fesls:

Nombre y Apellidos: Asuncion M* Hidalgo Montesinos | DNI 27452830-F

Dipto.: Ingenieria Quimica Cantro/Facultad: Quimica
Fuesio/Cargo: Profesora Tiwler . |
Direccidn: Campus Universitario de Espinardo, GP 30100, Murcia )
Teléfono: 888887355 Fax: Boa884145 e-mail: ahidalgod@um,.es
Mombre y Apalidos: | DI

Dplo. Centro/Facultad:

Puesto/Carge: 1

Teléfono: | Fax: | e-mail:

Mombre y Apellidos: ~|bmi

Dpto.: | Centro/Facultad:

Puesio/Cargo; |

Direccion:

Teléfona: | Fax: | e-mail:

Titudo de la tesis: | Aprovechamianto biofecnoldgico medianta minimizacion de
residuos en el procesado de frutas v vegetales,
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I INFORMACION SOBRE EL PROTOCOLO EXPERIMENT AL |

La invesligacitn a realizar incys foma de mussiras biologicas de ongen humana? o | ha
(Merquewmaopoiony I =

Resumen de la tesis

En la Regitn de Murcia existen numerosas industrias dedicadas a la actividad industrial del
procesado de frutas y vegetales. Como consscuencla de esta actividad, en el procesado de
frutas v vegetales so genaran difarantas tipos da fraccionss de las cualss, algunas de elias
hasta |a fecha no son valorizablesfreutiizables, Eslo supone wn prablema, por o que exisle
un interés y una preccupscidn por kograr un mejor aprovechamients de los mismos, asl
comn ge los productos v subproducios gue confienen, con @ fin de obbener un magyar
rendimisnts econdmico ¥ minimizar los gastos que euponen la gestidn de estos residuos,

A través de la ulilizacién de lss tecnologles emergentes, o procesos blolecnolbglcos, como
elementos inndvadoras del proyecto, & ha intentado buscar una explofacian nulricional para
asbos subproducios, dedo gue poseen compuestos de alio valor afladido, oomo aceles,
agenles anliogidanbes donde enconlramos mas de treinta polifencles (Abad-Garcia =t al.
2014) rentabilizando sl su vabor acondmion,

El objetivo global de eate provectos es la blsgueda de soluciones biolecnolbgicas
encaminadas a realizar un maamo aprovechamiento de las diferentes fracciones que sa
gemneran en el procesado de la frula v de los compeesios vegelales. Esias fracciones
prasantan un polencial biotecnolbgice importante ya gue uwna wvaz caracterizadas, a
identificadas, pueden ser el punto de partida para la formulackn v preparacidn de muesos
productas.

La meadodologia a seguir conlleva la idantificacion de cada una de las diferentes fracciones
que son susceplibles de ser valonzZadas coma Son;

= |& pulpa fina procedanta del despulpado del zwmo. Esta pulpa que a5 un residun dal zumo
de en tormo a un 9% en peso (Mavarro et al 2008), es causanie de problemas econdmicos y
médioambiantakes por su facil fermantacian (Tripodic et al. 2004).

- los extracios concentrados clarificedos del zumo de fruta gue poseen un allo o un bajo
conlenids &n anbéanss y axlractos ncos en agenies anbioxidandes, donde los procesos
convencionales de clarificacidn, tlienen por objeto elminar los sdiidos ingolubles y destruir kas
sustancias pacticas degradando la pectina v el almidén con enzimas especificas, floculando
2 nubosidad con agenles clarificantes (benonita, gelaling y [ o silicasol) (Grampp, 1977),
siando las peclinas las principales causantes de la turbldez presente (Dey and Banerjes
2014). Con la fillkacidn madante membranas 58 asegura un permeado de axcalants calidad
con un aumento de la clandad y por conskguiente una notable elimnacion ded color
{Jegathessan et al. 2012).

Una vez identificadas y caracierizadas ianio de forma fisico-quimica, como de forma
microbloldgica, se evaluard su estabilidad v e realizard un estudio de la vida Gtil,

Adamds, se esludiaran & comportamiento de sislemas emulsionantes a partir de aceites
vefgedalas, aptos para &l uso alimentario {aceites esenciales de cltricos v otros de distintos
origenas). Estos sistemas estén clasificados como emulsionss oil-in-waler (OVW)] v son
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preparados mediante dispersibn de aromas o aceiles vegetales en una fase Acuosa
(Taherian et al. 2008),

Estas amulsiones estdn compussias de dos fases, una cleosa con aceites esenciales,
aceltes vegelales v agenles espesantes. La ofra fase denominada conlinua, donde se
ancuenkra agua, goma ardbica o almidon modiicado, dcido citreo, preservantes y colorantas
(Kawdman and MNissim 1884, Garfi af al. 1991, Chanamai and McClaments 2000, Chanamal
and MoClaments 2001),

Duranbe esle procaso se delerminars la posibilidad de comercializar de forma directa estos
nuevos productss, o su aphcacion en diferenfes desarmolles (zumos, smoothies, compaund
de frulas, babidas refrescantes, atc.).

Por iodo ello, la Tesis Doctoral gueda perfectamente [ustificada, al contemplar el desarrolio
der nuevos proceses biolecnoldgicos que puedan dar solucidn a las diferentes fracciones
residuales gue contienen {pulpa, azdcares, agentes antioxldantes y acelies vegetales, enlre
abras), valorizando dichos compuesios al darle wna salida an nuavas formulacionss v
preparados, ya que si no fusra asl tendrian que ser eliminados Somo un residu,

La valorizacidn de las diferentes fracciones, no solo repercule en mejorar la rentabilidad de
las indusbrias procesadoras de frulas y vagedales, sino que ademas, este fipo de acciones
basadas en el aprovechamienio infegro de las frutas y vegetales ayuda a reducic la
comlaminacion ambiental, mediante la minimizacidn de loe diferantes residuos.

Esfa accion pretande proporcionar wna visidn més amplia scbre las posibilidades
biotecnoidgicas para ed aprovechamients de estos residuos v su posible transformacisn an
productos de alio valor afiadido.

Inciluir:
- Hipétesis y objetivos.

En este ensayo se pretende comparar el impacto de un nuevo proceso lecnoldgico aplicado
a un zumo de frulas, en la respuasta postpandrial de la ghecosa en sangre &n adultos sanos.,
Comprobar que los producios oblenidos presentan buenas propigdades ncionales.
Realizar ensayos en sujetos para determinar de forma experimentsl & fndice glecdmico,

- Material y Métodos:
= Descripcidn de la muestra (espacificando reclutamiento, tamafio, caracteristicas dal
grupe conlred i lo hubiena, ele...)

El nimero de paricipantes en el estudio 52 ha calculado en relacidn a datos previos de
estudios realizagos sobre mivel de glucosa en sangre (Paiva el al, 2019} La muesia
minima s=rd de 15 participantes, celculsds con un mivel de confianza del 95%,
Considerands una tasa de abandono dal 15%, aumentamos la muesira a 18. La principal
variable respuesta serd ka modificacion de la concentracian de la glucosa en sangre inducida
par s diferenies tipos de zumaos en algon punto de la curva frazada.

Comd critefios de inclusian se establece gue los sujeios sean adultos sanos {(18-50 afos),
qua no tomen medicacdn, sin embaraze, no diabetes mellilus, enfermedad digestiva,
ingesia de suplemanios vilaminicos/minerales, sim alergia diagnosticada, con un IMC anire
20y 30 ky'm®, con peso corporal estable,

El reclutamiento se realizard dentro de [a comunidad universitaria,
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Se trata de un ensayo doble ciego, aleatorizade y cruzado, por lo gue todos los paricipanies
recibirdn tres tratamientos (los dos zumos problema v una bebida control con la misma
cantidad de azucares que los anteriores).

- Fecha de la recogida de la muestra (indicar la fecha en la que se fiene previsto
recoger la muesira)

El ensayo se realizara durante el segundo cuatrimestre del curso 2018/2019, realizandose
las mediciones y el analisis de los datos de forma inmediata,

- Metodologia y experiencia del grupo de investigacion. Resumir &l método. Indicar
un maximo de 5 referencias bibliograficas relacionadas con los antecedentes del
trabajo y &l método, preferiblemente del propio equipo investigador

Como hemos comeantado se trata de un ensayo aleatorizado, cruzado v doble ciego en al
gue los participantes recibiran tres bebidas: zumo con tratamiento tecnologico A, zumo
con tratamiento tecnoldgico B (ambos con la misma composicion), v bebida control con
una concentracion de azicares semejante.

A cada zumo se le asignard un cddigo por el coordinador del estudio, de tal manara que los
investigadores y los participantes no conocerdn sus caracteristicas.

Dos dias antes del ensayo, se les pedira a los voluntarios que no tomen alcohal, que
mantengan un nivel moderado de consumo de carbohidratos v una actividad fisica ligera.
Los participantes seran informados de la necesidad de no consumir ningdn tipo de
alimento al menos 10 heras antes del ensayo y no realizar ejercicio intenso durante esa
noche o por las mafanas del ensayo. Entre cada tratamiento se realizard un descanso da
una semana,

El ensayo se realizard en la 6° planta del edificio VITALIS de la Universidad de Murcia. Cada
participante acudira una vez por semana al centro (aproximadamente 3h por visita, cada
T dias). A principio de la mafiana (8 am aproximadamenta) del dia dael experimenio, se
tomara una mueastra de sangre (tiempo 0) v s les administrard seguidamente una de las
bebidas (250 ml) que deberdn consumir en unos 10-15 minutos. Posteriormente se
seguiran realizando extracciones de sangre a log 15, 30, 45, 80, 90 y 120 min. Tras el
comienzo da la ingasta de la bebida,

La muestra de sangre se obtendrd mediante una puncion en el dedo utilizando lancetas
estériles de un solo uso (Verifine® 23G/1.8mm). Previos estudios sugiersn gque la sangre
capilar, mas gue la venosa, es mas fiable para los test de glucosa en sangre. Se pedira a
los participantes que caliente previenen el dedo para incremeantar el flujo de sangre ¥ no
comprimirlo para extraer la sangre ya que se puede diluir el plasma. La glucosa en
sangre se medira utilizando el dispositive MultiCareln®, que se calibrara diariamente
siguiendo las instrucciones del fabricante, pudiendo medir glucosa en una muestra de
1ul.

Se compararan las diferencias en el incrementc del area bajo la curva de la glucosa en
sangre.

Experiencia del grupo de investigacidn.
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El grupo tiene axperiencia previa en la realizackn de este tpo de enseyos en
colaboracionas con los miembros del equipo de investigacion EO098-02 (www.satin-
satisty.ew’.

Otras referencias gue utilicen metodologias semoejantes:

Lightowler, H., Thondre, 5., Hole, A, & Theis, 5 (20018), Replacement of glyeaemic
carbohydrates by inulin-type fructans from chicory {olipofructose, inulin} reduces the
postprandial Bood glecose and insulin response o foods: report of two double-blind,
randomized, controlled trials. Ewropean fouraal of mereitior, $7(5), 12591268,

Xu, 1., Jnsson, T., Plaza, M., Hikansson, A., Antonsson, M., Ahsén, 1, L., ... & Granfeldt, Y.
(2018}, Probicdic fruit beverages with different polyphenol profiles attenuated carly insulin
responee. Naeiiton fourmal, 171, 34,

Rodrigucs, M., Peng, M., Oey, I, & Venn, B, J. (2008}, Glycasmic, wricasmic and hlood
pressure response o bevernges with partin] froctose replacement of sucrose, Ewopean
Jonrnad af elinleal rutrition, |

de Paiva, A, Gongalves, I, Ferreira, P, Baldwin, E. & Cesar, T. (2009). Posiprandial effect
of fresh and processed omnge juice on the glucose metebolizm, antioxidant actrvity pnd
prospective foed intake. Sowrnal of Funciiona! Foeds, 52, 302-309,

- Beneficios ezperados

Sa aspara deferminar gi al comparar [a ingests de una bebida convencional del mercado
frenbe @ la allérmativa propuesta oon wun mayor contenide en azicares protedentas de @
fruta, el indice glucémico presanta variaciones,

Las eslrategias dietéticas para modular los parametros mefabdlicos fas la gesta de
alirmentes y bebidas, como los niveles de glucosa en sangre, puedan ayuder a reduce la
ingesta de nulrentes energélices, incrementar |3 saciedad v mejorar & mantenimiento de
peso conporal. Actualments se ha axtendido la creencia de gue todos boa zumes da fruts
favorecen la ganancia de peso ¥ B obesidad, Onichmenle leniends en cuenla @A
concentracion de apicares lires y las calorias totales gue pueda aportar. Hay que tener en
cugnta que ¢l mélodo de procasado para la oblencion de zumos pusde influir en la
concenfracion y solubilidad de sus nuldentes. Esle estudio podrd clarificar cual de los
tratamiantos aplicados al zumo da frutas es el indicado para producir una disminucion de la
Qlucosa &n sangre, y por o lanko ser mas indicado para evitar 8l desarrolio de diabetas tipo
2 o enfermedades cardiovasculares (aunque también existen obtros faciores determinanies
de gran impodancia como el estilo da vida),

= jExiste algin tipo de contraprestacion yi'o seguro para los participantes?

Si, existe contraprastacidn, ae les dard un lote de produches elaborados por AMO innawa,
= Posibles efectos indeseables o secundarios

Mo g2 han descrio

= Consentimiento informado (imprescindible adiuniar & modelo & emplear, para poder
ripaizay i avalLaciin)
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- Hoja de informacidn facilitada a los participantes (Imprescimaible adiuniar & modelo a
emplear para reslizar fa evaluackn)

[Afadir las paginas necesanas)

Fecha: Zg/nz g9

Firma @"{_

Josd Anionie Macark Lagez (= O

Hombre lidos alumnc'a

Ermiar pomision alica investigacioniiam e
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Anexo X. Hoja de informacidn al participante.

HOJA DE INFORMACION A LA PERSONA PARTICIPANTE
sobre el proyecto Desarrollo de nuevos ingredientes bioactivos a partir de
subproductos procedentes del procesado de citricos

Estimado Sr. o Sra.:

Le invitamos a participar en un estudio de investigacion sobre el desarrollo de nuevos
ingredientes bioactivos a partir de subproductos procedentes del procesado de
citricos.

Titulo del proyecto: Desarrollo de nuevos ingredientes bioactivos a partir de
subproductos procedentes del procesado de citricos

Promotor o financiador del proyecto: CDTI

Lugar donde se procesard la muestra o toma de datos: Edificio Vitalis

Objetivos y finalidad

El estudio sobre el desarrollo de nuevos ingredientes bioactivos a partir de
subproductos procedentes del procesado de citricos pretende comparar el impacto
de un nuevo proceso tecnolégico aplicado a un zumo de frutas, en la respuesta
postpandrial de la glucosa en sangre en adultos sanos. Ademas, se pretende
comprobar que los productos obtenidos presentan buenas propiedades funcionales.

El proyecto cuenta con el informe favorable de la Comisién de Etica de Investigacion
de la Universidad de Murcia

Datos de los investigadores
Ante cualquier duda o renuncia que pueda surgir en relacién con su participacién en
la presente investigacion, pueden dirigirse a la persona responsable de la misma,
cuyos datos son los siguientes:
Nombre: Asuncién M2 Hidalgo Montesinos
Cargo: Profesora Titular de Ingenieria Quimica
Direccién de contacto: Campus Universitario de Espinardo, 30100 (Murcia)
Correo electrénico: ahidalgo@um.es
Teléfono de contacto: 868887355

Datos referentes al participante. Informar sobre lo siguiente:
Naturaleza voluntaria de su participacion. El participante es libre de participar,
de modo que se puede negar a participar sin que ello le suponga ninguna
merma en los potenciales beneficios a que tendria derecho en caso contrario.
Duracion del estudio.
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Cada participante acudira una vez por semana al centro aproximadamente 3h por visita, cada
7 dias y durante tres semanas.

Si se efectuara alguna compensacién por la participacidon del sujeto en el estudio (por
ejemplo, gastos de viaje), si procede.

Si, existe contraprestacion, se les dara un lote de productos elaborados por AMC innova.
Beneficios generales de la investigacion.

Se espera determinar si al comparar la ingesta de una bebida convencional del mercado
frente a la alternativa propuesta con un mayor contenido en azlcares procedentes de la
fruta, el indice glucémico presenta variaciones.

Las estrategias dietéticas para modular los parametros metabdlicos tras la ingesta de
alimentos y bebidas, como los niveles de glucosa en sangre, pueden ayudar a reducir la
ingesta de nutrientes energéticos, incrementar la saciedad y mejorar el mantenimiento de
peso corporal. Actualmente se ha extendido la creencia de que todos los zumos de fruta
favorecen la ganancia de peso y la obesidad, Unicamente teniendo en cuenta la concentracién
de azucares libres y las calorias totales que pueda aportar. Hay que tener en cuenta que el
método de procesado para la obtencién de zumos puede influir en la concentracién y
solubilidad de sus nutrientes. Este estudio podra clarificar cual de los tratamientos aplicados
al zumo de frutas es el indicado para producir una disminucién de la glucosa en sangre, y por
lo tanto ser mds indicado para evitar el desarrollo de diabetes tipo 2 o enfermedades
cardiovasculares (aunque también existen otros factores determinantes de gran importancia
como el estilo devida).

Responsabilidad del equipo investigador de proporcionar asistencia sanitaria a los
participantes, si procede.

Al final del estudio, el participante podra conocer los resultados generales del estudio y los
resultados individuales que le puedan afectar, si consiente a ello.

No, procede.
Si, al final del estudio, los productos o las intervenciones que se hayan demostrado seguros y
eficaces en la investigacién se proporcionaran a los sujetos que hayan completado su

participacién, y en qué condiciones, si procede.

No Procede.
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Posibilidad de que la investigacion dé lugar a productos de interés comercial y, en ese caso,
la renuncia del participante a cualquier derecho de naturaleza econdmica, patrimonial o
potestativa sobre los resultados o potenciales beneficios que puedan derivarse de manera
directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a cabo con la muestra que cede para
investigacion.

Riesgos e Inconvenientes para el participante
Descripcidn sucinta del procedimiento de obtencidén de muestra.

Se trata de un ensayo aleatorizado, cruzado y doble ciego en el que los participantes recibiran
tres bebidas: zumo con tratamiento tecnolégico A, zumo con tratamiento tecnolégico B
(ambos con la misma composicidn), y bebida control con una concentracion de azucares
semejante.

A cada zumo se le asignara un codigo por el coordinador del estudio, de tal manera que los
investigadores y los participantes no conoceran sus caracteristicas.

Dos dias antes del ensayo, se les pedira a los voluntarios que no tomen alcohol, que
mantengan un nivel moderado de consumo de carbohidratos y una actividad fisica ligera. Los
participantes seran informados de la necesidad de no consumir ningun tipo de alimento al
menos 10 horas antes del ensayo y no realizar ejercicio intenso durante esa noche o por las
mafianas del ensayo. Entre cada tratamiento se realizara un descanso de una semana.

El ensayo se realizard en la 62 planta del edificio VITALIS de la Universidad de Murcia. Cada
participante acudira una vez por semana al centro (aproximadamente 3h por visita, cada 7
dias). A principio de la mafiana (8 am aproximadamente) del dia del experimento, se tomara
una muestra de sangre (tiempo 0) y se les administrard seguidamente una de las bebidas (250
ml) que deberan consumir en unos 10-15 minutos. Posteriormente se seguiran realizando
extracciones de sangre a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min. Tras el comienzo de la ingesta de la
bebida.

La muestra de sangre se obtendra mediante una puncién en el dedo utilizando lancetas
estériles de un solo uso (Verifine® 23G/1.8mm). Previos estudios sugieren que la sangre
capilar, mas que la venosa, es mas fiable para los test de glucosa en sangre. Se pedira a los
participantes que caliente previenen el dedo para incrementar el flujo de sangre y no
comprimirlo para extraer la sangre ya que se puede diluir el plasma. La glucosa en sangre se
medird utilizando el dispositivo Contour® XT que se calibrard diariamente siguiendo las
instrucciones del fabricante, pudiendo medir glucosa en una muestra de 1 L.

Se compararan las diferencias en el incremento del area bajo la curva de la glucosa en sangre.

Descripcidn de riesgos inherentes al proceso de obtencién de muestra, si es que los hubiese.
No se han encontrado riesgos inherentes.

Posibles inconvenientes vinculados con la donacidn y obtencion de la muestra (si los hubiera),
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incluida la posibilidad de ser contactado con posterioridad a fin de recabar nuevos datos u
obtener nuevas muestras, para lo que podra solicitarsele informacién sobre el modo de
hacerlo. En todo caso el paciente siempre cuenta con la potestad de negarse a participar en
posteriores requerimientos.

Extensidn y duracion de los procedimientos.

Cada participante acudira una vez por semana al centro aproximadamente 3h por visita, cada
7 dias y durante 3 semanas. A principio de la mafiana (8 am aproximadamente) del dia del
experimento

Derecho de los participantes

Derecho a la revocacién del consentimiento y sus efectos, incluida la posibilidad de la
destruccion o de la anonimizacién de la muestra y de que tales efectos no se extenderan a
los datos resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo. Se debe
especificar el modo en que el participante puede ejercer el derecho de retracto y a quién
debe dirigirse para ejercerlo.

Posibilidad de contactar con los investigadores en cualquier momento y, especialmente, en
caso de apariciéon de efecto adverso imprevisto.

Derecho a revocar el consentimiento en cualquier momento, sin que eso afecte de ningln
modo a su tratamiento médico.

Derecho a decidir el destino de sus muestras y datos personales en caso de retirarse del
estudio (Ver el punto 5.5).

Derecho a que se vuelva a pedir su consentimiento si se desea utilizar la muestra en estudios
posteriores.

Seguro u otras medidas que existan para asegurar una compensacién adecuada en el caso
gue el sujeto sufra algun dano por su participacion en la investigacion.

Garantia de confidencialidad de la informacidon obtenida, indicando la existencia del fichero,
la finalidad de la recogida de los datos y destinatarios de la informacién, del caracter
obligatorio o facultativo de las respuestas, de la posibilidad y lugar donde ejercer los derechos
de acceso, rectificacion, cancelacion y oposicion, de la identidad y direccion del responsable
del fichero, el modo en que se manejaran las bases de datos y la identidad de las personas
gue tendran acceso a los datos de caracter personal del sujeto fuente.

En caso de que la investigacion implique andlisis genéticos: derecho a conocer para qué sirven
las pruebas propuestas. Derecho a conocer (o a no conocer) los resultados genéticos
individuales y generales confirmados que se obtengan a partir del andlisis de las muestras
donadas y las repercusiones clinicas conocidas que ello conlleva. Advertencia sobre la
posibilidad de que se obtenga informacién relativa a su salud, derivada de los analisis
genéticos que se realicen sobre su muestra bioldgica, asi como sobre su facultad de tomar
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una posicion en relacion con su comunicacion. Advertencia de la implicacién de Ia
informacién que se pudiera obtener para sus familiares y la conveniencia de que él mismo,
en su caso, transmita dicha informacion a aquellos. Compromiso de recibir consejo genético,
una vez obtenidos y evaluados los resultados del analisis. (No procede, este ultimo apartado,
ya que no se van a realizar andlisis genéticos)

Informacidn sobre los datos / la muestra donada

Almacenamiento de las muestras/datos: disociacidén, anonimizacién. Se debe explicar qué se
entiende por “anonimizacién” (proceso por el cual no es posible establecer relacidn entre un
dato o muestra y el sujeto al que se refiere) y “disociacién” (dato no asociado a una persona
identificada o identificable mediante un cddigo que permite la operacién inversa).

Destruccién de la muestra una vez finalizado el proyecto o incorporacién a una coleccion de
muestras o a un biobanco, para ulteriores investigaciones, e informar de las implicaciones
de su decision. (Real Decreto 1716/2011). En el caso de que las muestras se guarden en una
coleccion o biobanco, se indicara quién es el responsable, lugar y finalidad del mismo.

En el caso de que las muestras se guarden en una colecciéon o en un biobanco, la persona
responsable tendrd a disposicién del donante toda la informacién sobre los proyectos de
investigacion en los que se utilice la muestra. Ademas, el comité de ética externo del
biobanco o el Comité de Etica de la Investigacidn que evalud el proyecto de investigacion
decidirdn en qué casos serd imprescindible que se envie la informacién de manera
individualizada al donante.

El donante tiene la posibilidad de incluir alguna restriccion sobre el uso de sus muestras.

En aquellas investigaciones o estudios en los que se vayan a someter a tratamiento datos de
caracter personal los investigadores podran solicitar, asesoramiento en materia de
cumplimiento del marco juridico de la proteccién de datos dirigiéndose a la direccién
protecciondedatos@um.es.

En consecuencia, le solicitamos que firme y entregue la hoja de consentimiento informado que

se adjunta.

Firmado: En nombre del equipo investigador, Asuncion M2 Hidalgo Montesinos
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Anexo Xl. Declaracién de consentimiento informado.

UNIVERSIDAD DE| Wicerrectorada de
MURCIA | Imestigaciény Transferencia

CE] &z -

estigacion CAMPUS MARE NOSTT

ANEXO |

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

DDA oo , de ... afios de edad, manifiesta que ha sido informado/a
sobre los beneficios que podria suponer mi participacion para cubrir los objetivos del
Proyecto de Investigacion titulado “Desarrolle de nuevos ingredientes bioactivos a partir de
subproductos procedentes del procesado de citricos®, dingido por D. Asuncion M@ Hidalgo
Montesinos (Facultad de Quimica, con la empresa AMC Innova, la muestra se procesara
en el Edificio Vitalis, de la Universidad de Murcia.

El cbjetivo de este proyecto es llevar a cabo el desarrollo de nuevos ingredientes
bioactivos a partir de subproductos procedentes del procesado de citricos, por lo que se
pretende comparar el impacto de un nuevo proceso tecnolégico aplicado a un zumo de
frutas, en la respuesta postpandrial de la glucosa en sangre en adultos sanos. Ademas, se
pretende comprobar que los productos obtenidos presentan buenas propiedades
funcionales.

El proyecto cuenta con el informe favorable de la Comision de Etica de Investigacion de la
Universidad de Murcia, teléfono de contacto: 868887355 y correo electronico:
ahidalgo@um.es, y financiado por COTI, con el fin de mejorar los resultados clinicos.

He sido informado/a de los posibles perjuicios que la participacion en dicho proyecto puede
tener sobre mi bienestar y salud al haber leido la hoja de informacién al participante sobre
el estudio citado. (el resto de informacion se daria en el documento hoja informativa)

He sido también informado/a de que mis datos personales serdan sometidos a tratamiento
en virtud de su consentimiento con fines de investigacion cientifica por la Universidad de
Murcia. El plazo de conservacidn de los datos sera el minimo indispensable para asegurar
la realizacion del estudio o proyecto. No obstante, mis datos identificativos, para garantizar
condiciones optimas de privacidad, y cuando el procedimiento del estudio lo permita,
podrian ser sometidos a anonimizacion o seudoanonimizacion. En todo caso, la
informacioén identificativa gue se pudiese recabar sera eliminada cuando no sea necesaria.

He sido informado/a de que para cualquier consulta relativa al tratamiento de sus datos
personales en este estudio o para solicitar el acceso, rectificacion, supresion, imitacion u
oposicion al tratamiento podré dirigirme a la direccion protecciondedatos@um. es Asimismo
he sido informadofa de mi derecho a presentar un reclamacion ante la Agencia Espaiiola
de Proteccion de Datos.

He sido también informado que puedo abandonar en cualquier momento mi participacion
en el estudio sin dar explicaciones y sin gue ello me suponga perjuicio alguno.
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Se me ha entregado una hoja de informacién al paricipants v una copia de este
consentimiento informado, fechado y firmado.

Tomando ello en consideracion, otorgo mi consentimiento a que esta extraccion tenga
lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

*Mota: para aquellos casos en los que el sujeto participante sea menor de edad,
persona en situacion de discapacidad, o persona necesitada de especial proteccion’,
se hara constar lo siguiente:

“Hago constar que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus nesgos y
beneficios potenciales a la persona responsable por la tutela del participante, que dicho
participante ha sido informado de acuerdo a sus capacidades y que no hay oposicion por
su parte. El responsable legal® otorga su consentimiento por medio de su firma fechada en
este documento. [El menor, persona en situacion de discapacidad o persona
necesitada de especial proteccion firmara su asentimiento cuando por su edad y
madurez sea posible).

(Firma del investigador o la persona que proporciona la informacion y la hoja de

consentimiento informado)

Murcia, a 25 de febrero de 2019,

Fdo. DiDiia

! Art. 25 dal Cédigo Penal (Ley Orgénica 1/2015)

* En caso de ser menor de edad deberd acompafiarse en todo caso del consentimients informade expreso de ambos
padres. Con caracter general, para el caso de menores, debera recogerse la firma de ambeos padres (o progemtores); en
caso de firmar uneo selo, ndicara expresamente que el otro también ha sido mformade ¥ consients en la parficipacion
del menor.
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

D./DAA ..o , de ..... afios de edad, manifiesta que ha sido informado/a
sobre los beneficios que podria suponer mi participacion para cubrir los objetivos del
Proyecto de Investigacion titulado “Desarrollo de nuevos ingredientes bioactivos a partir de
subproductos procedentes del procesado de citricos”, dirigido por D. Asuncion M? Hidalgo
Montesinos (Facultad de Quimica, con la empresa AMC Innova, la muestra se procesara en
el Edificio Vitalis, de la Universidad de Murcia.

El objetivo de este proyecto es llevar a cabo el desarrollo de nuevos ingredientes bioactivos
a partir de subproductos procedentes del procesado de citricos, por lo que se pretende
comparar el impacto de un nuevo proceso tecnoldgico aplicado a un zumo de frutas, en la
respuesta postpandrial de la glucosa en sangre en adultos sanos. Ademas, se pretende
comprobar que los productos obtenidos presentan buenas propiedades funcionales.

El proyecto cuenta con el informe favorable de la Comision de Etica de Investigacion de la
Universidad de Murcia, teléfono de contacto: 868887355 y correo electronico:
ahidalgo@um.es, vy financiado por CDTI, con el fin de mejorar los resultados clinicos.

He sido informado/a de los posibles perjuicios que la participacion en dicho proyecto puede
tener sobre mi bienestar y salud al haber leido la hoja de informacién al participante sobre el
estudio citado. (el resto de informacién se daria en el documento hoja informativa)

He sido también informado/a de que mis datos personales seran sometidos a tratamiento en
virtud de su consentimiento con fines de investigacion cientifica por la Universidad de Murcia.
El plazo de conservacion de los datos sera el minimo indispensable para asegurar la
realizacion del estudio o proyecto. No obstante, mis datos identificativos, para garantizar
condiciones 6ptimas de privacidad, y cuando el procedimiento del estudio lo permita, podrian
ser sometidos a anonimizacién o seudoanonimizacién. En todo caso, la informacién
identificativa que se pudiese recabar sera eliminada cuando no sea necesaria.

He sido informado/a de que para cualquier consulta relativa al tratamiento de sus datos
personales en este estudio o para solicitar el acceso, rectificacidon, supresion, limitacion u
oposicion al tratamiento podré dirigirme a la direccion protecciondedatos@um.es.Asimismo
he sido informado/a de mi derecho a presentar una reclamacion ante la Agencia Espafiola
de Proteccién de Datos.

He sido también informado que puedo abandonar en cualquier momento mi participacion en
el estudio sin dar explicaciones y sin que ello me suponga perjuicio alguno.
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Se me ha entregado una hoja de informacion al participante y una copia de este
consentimiento informado, fechado y firmado.

Tomando ello en consideracién, otorgo mi consentimiento a que esta extraccion
tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

*Nota: para aquellos casos en los que el sujeto participante sea menor de
edad, persona en situacion de discapacidad, o persona necesitada de
especial proteccion’, se hara constar lo siguiente:

“Hago constar que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus
riesgos y beneficios potenciales a la persona responsable por la tutela del
participante, que dicho participante ha sido informado de acuerdo a sus
capacidades y que no hay oposicién por su parte. El responsable legal® otorga su
consentimiento por medio de su firma fechada en este documento. (El menor,
persona en situacion de discapacidad o persona necesitada de especial
protecciéon firmara su asentimiento cuando por su edad y madurez sea
posible).

(Firma del investigador o la persona que proporciona la informacién y la hoja
de consentimiento informado)

Murcia, a 25 de febrero de

2019. Fdo. D/Dfa

" Art. 25 del Cédigo Penal (Ley Orgénica 1/2015)

2En caso de ser menor de edad, debera acompafiarse en todo caso del consentimiento informado expreso
de ambos padres. Con caracter general, para el caso de menores, debera recogerse la firma de ambos
padres (o progenitores); en

caso de firmar uno solo, indicara expresamente que el otro también ha sido informado y consiente en la
participacion del menor.
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Anexo Xll. Péster presentado al Il Congreso de Jévenes Investigadores en Ciencias
Agroalimentarias organizado por la Universidad de Almeria.

Congreso de
lévenes Investigadores

en Clencias Agroalimentarias

UNIVERSIDAID

DE ALMERIA

e =

T B WM

DESARROLLO DE NUEVOS INGREDIENTES BIOACTIVOS A PARTIR DE
SUBPRODUCTOS PROCEDENTES DEL PROCESADO DE CITRICOS

_\\I(‘innmn
A

Introduccion

En los ditimes 40 afios el nimero de nifios y adolescentes de edades comprendidas
entre los 5 y los 19 afios que presentan obesidad se ha multiplicado por 10 en todo el
mundo. En Europa, la prevalencia de la obesidad en los hombres oscila entre el 4 ¥
el 283% y en las mujeres entre el 62% y el 36,5% con una variacidn geogréafica
:unslderabls Las tasas de prevalencia en Europa central, oriental y meridional son mas
altas que en Europa occidental y septentrional (Berghoefer et al., 2008)

Para observar la importancia del tema objeto de estudio, se ha realizado un bﬂsqueda
en la base de datos Web of Science, recogiendo el nimero de citas

J.A Macario!, AM. Hidalge?, C. Martinez3

Fruit Tech Natural, Ctra Madrid-Cartagena, km 380, Espinardo 30100 (Murcia), Spain, joseantonic.macario@um.es; UNIVERSIDAD DE
2Departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Murcia, Campus de Espinardo, 30100 (Murcia), Spain.

ouP — JDepartamento de Nutricién y Bromatologia, Universidad de Murcia, Campus de Espinardo, 30100 (Murcia), Spain.
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Resultados

El andlisis de los resultados se ha realizado utiizando el programa estadistico R. Los iAUCs de
ambos zumos se calcularon como el total del drea marcada por los incrementos de la glucosa en
sangre ignorando el drea situada por debajo de la glucosa basal Se ha realizado el test de
Kolmogorov-Smimov para analizar la normalidad de los datos, realizandose ANOVA o test no
paramétricos (Wilcason) para conlrastar las medias, En concrelo, se compararon tanto los indices
Glucémicos (1G) comoel IAUC entre los zumos Ay B y el control (10,4% de dextrosa),

— ZimoA = Zumo B —— Conko

La Figura 4 muesfra una respuesta
semejante para  ambos  Zumos,

durante los dlitimos 10 afios utiizando la combinacidn de las siguientes palahras clave:

- Glycaemic index W= de citas bibBegraficas en Jos ltises 10 afios
- Postprandial

- Juice

- Citrus

En la Figua 1 se

muestra el nimero de

citas bibliograficas con

las palabras clave

citadas  anteriommente

SR BN I |I. ||. ‘I. ‘I: ‘ll .|||
durante los afios 2008-

2018, Figura 1. Nimero de citas bibliograficas durante los Oltmes 10 afios,

Come se puede observar, en los dltimos afios se han incrementado &l rlurneru de citas
bibliograficas, siendo el afio 2016 donde mas publicaci hubo. La i de
palabras clave que mas publicaciones ha tenide durante el periodo 2008-2018 es
Postprandial and Juice.

Materiales y métodos

el pico maximo de glucosa a
los 30 minutos en las fres bebidas
analizadas. Este pico maximo es en  los
Zumes significativamente inferior
(p=0.05) al obtenidc para la bebida
control  preparada con  dexfrosa
(Control), adquiriendo valores de 122.68
mg/dl para el zumo A, 125.68 mg/dl para T T
el zumo B y 143.47 mg/dl para &l control. g B o - L . e
La linea roja representa el valorde 126 Tiampa [minuiss]
ma/dl de _glucosa en sangre, esta  Figura 4 \."a\ores medios de glucosa en sangre
€5 da comoun en funcién del tiempo para cada una
limite. de las bebidas del ensayo.

Ved
/
ﬁ

El indice glicémico nos indica si los hidratos de carb llegan lent: e o rapid e a la
sangre (Saltacuras et al. 2019). Se considera elevado si es mayor de 70, medio si se sitda entre
56 y 69 y bajo si es menor de 55, Para establecer estos valores se le asigna a la glucosa un valor
de 100.

En la Figura 5 aparecen los datos numéricos omnldos [Medh y mr estandar) de las IAUCs de
los zumos A y B y del control. No i e significativas entre los
dos tipos de bebida, pero si fueron slurll'lceﬂvu'nem inferiores (p=0,05) de |a bebida con la misma
concentracion de glucosa, Ademas se ha calculado las dreas restando la glucosa basal de cada
panlelpam an todos los puntos de las tres curvas obtenidas. Se ha observade diferencias en este

Se ha realizado un estudio cruzado doble ciego donde lodos los  partici
recibieron tres tratamientos (2 zumos Ay B, y una bebida control), Los zumos A yvB
fueron disefiados con una composicion diferente en relacion a la fuente de hidratos de
carbono utllizada, pero en ambos casos la concentracidn de azicares fue de 10.4%,
Ambos zumos, de igual aspecto, color v sabor, al igual que la bebida control, fueran
administrados en una cantidad de 250 ml,

Los paricipantes en el estudio fueron reclutados
durante el mes de marzo (2019) en la Universidad de
Murcia, Todos fueron adultos sanos, con edad
superior a 18 afios e inferior a 60, no diabéticos ni en
estado  de  embarazo, sin  enfermedades
cardic lares, v sin iento con farmacos que
pudiesen alterar la glucemia en sangre, Se reclutaron
un total de 16 sujetos (5 hombres y 11 mujeres). EI
estudio fue previamente aprobado por el Comité Etico

| igacidn de la Universidad de Murcia (ID:

—

de Is]
254012018). Figura 2. Gluzametra Contour® XT
Se ha medido la glucosa en ayunas de cada
participante, administrandole la bebida problema y
volviendo a tomar la medida a los 15, 30, 45, 60, 90 v
120 minutos tras comenzar la ingesta. La toma de
muestras se realizd utilizando el método de la
hexoguinasa, mediante puncidn capilar en los dedos
de la mano, con lanceta de un solo uso utilizando un
Glucometro Contour® XT. El dia del ensayo se pidida
los participantes que guardaran un periodo de ayuno
de 10 horas, y que evitasen la realizacion de ejercicio
tanto la noche anterior como la mafiana del estudio
La toma de muestras se realizé en la Unidad de
Mutricion vy Bromatologia (Edificio Vitalis) de la
Universidad de Murcia

Figura 3. Tiras reactivas utilizadas.
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4 debidas al sexo, donde tre valores superi marginalmente en las mujeres
(1?75 0) con respecto a los hombres (1335,5), (p<0,05).

5 BEBIDA | AUC = SEM
1 a
s #1 Zumo A | 124500 = 139,02
)
i
H ZumoB | 135047 £108,94
Control | 2317,50 = 258,24

Figura 5. Diagrama de cajas obtenidos con los valores medios de iUACs. Las barras verticales
indican el emror estandar, y diferentes letras indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05).

Conclusiones

¢ El estudio realizado ha puesto de 1 que el indice glucémico (1G) tomando como base el
100% la bebida control, en la ingesta y comparacion de dos preparados A y B, se obtuvieron
valores de 62,14 +10,45% para el Zumo A (muesfra con alto contenide en fibra) v de 67,36 +
,73% para el zuma B, sin ot difs | disti significativas

# Los hidratos de carbono de los alimentos con bajo |G se digieren y absorben mas despacio y son
efectivos para controlar la glucosa postprandial en sangre

¢ Eltema objeto de estudio segin los datos bibliograficos obtenidos ha generado interés  creciente
en los ditimos afios en la comunidad clentifica,
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