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1 Introduccién

La produccion de desperdicios de alimentos cubre todo el ciclo de vida de los
mismos; desde la agricultura hasta la industria, fabricacion y procesamiento, venta
minorista y consumo domeéstico. Es necesario integrar los residuos que se
generan a un proceso de aprovechamiento, empledndolos en cadenas
econémicas para valorizarlos y beneficiar tanto a la poblacion como a nuestro
entorno. Su transformacion a través de practicas de reldso favorece la reduccion
del impacto ambiental. Algunos ejemplos de valorizacion de residuos de alimentos
son: el empleo de aceite de cocina usado, semillas de citricos para la obtencién de
biodiesel. El empleo de semillas de sandia, tejocote, meldn para la obtencion de
antioxidantes. Los citricos son frutos de alto consumo en México y uno de los
principales productos de exportacion. Se estima que los desechos industriales de
citricos constituyen mas 40 millones de toneladas en todo el mundo, y la cantidad
de residuos obtenidos del fruto representa el 50% de la masa total. Este desecho
es rico en azUcares, fibras, acidos organicos, aminoacidos y proteinas, minerales,
aceites, lipidos y grandes cantidades de flavonoides y vitaminas. El
procesamiento de los citricos genera grandes cantidades aguas residuales y
residuos sélidos principalmente cascaras, membranas y semillas. Varios estudios
referidos a especies del género Citrus han indicado que semillas, cascara y pulpa
en general son fuente importante de antioxidantes. En el caso particular de la
toronja (Citrus paradisi) se ha reportado una produccién anual de
aproximadamente 390 mil toneladas de este fruto a nivel nacional. En la industria
alimentaria, se transforma en jugos naturales y concentrados. La céscara de la
toronja es un residuo que es poco aprovechado en México, su contenido de aceite
podria ser utilizado por sus propiedades antioxidantes en la industria
alimentaria. Hasta donde se sabe, aun no se han efectuado estudios sobre los
antioxidantes en la cascara de toronja mexicana residual. El presente trabajo
tiene como objetivo principal; extraer, cuantificar y evaluar la actividad antioxidante
de los fenoles presentes en la cascara de desecho de toronja mexicana (Citrus
paradisi), lo anterior con el propdsito de poder incorporar el extracto obtenido y

usarlo como antioxidante en un aceite comestible.



2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Extraer, cuantificar y evaluar la actividad antioxidante de los fenoles presentes en
la cdscara de desecho de toronja mexicana (Citrus paradisi), lo anterior con el
propésito de poder incorporar el extracto obtenido y usarlo como antioxidante en

un aceite comestible.

2.2 Objetivos particulares
- Definir el método de extraccién con mayor rendimiento (Soxhlet, maceracién o

hidrodestilacion con pretratamiento de ultrasonido)

-Determinar que extracto presenta mayor cantidad de polifenoles y actividad
antioxidante, empleando los métodos de Folin-Ciocalteu y DPPH respectivamente

-Evaluar la actividad oxidativa del extracto con mayor actividad antioxidante, a
través de una muestra de aceite comercial y compararla con la de una

antioxidante sintético de uso comun.

3 Hipotesis
El extracto de la cascara residual de toronja (Citrus paradisi) puede ser una

alternativa a los antioxidantes artificiales



4 Marco tebrico

4.1 Residuos

La Ley General para la Prevencién y Gestion Integral de los Residuos (LGPGIR)
define los residuos como “material o producto cuyo propietario o poseedor
desecha y que se encuentra en estado solido, semisélido, es un liquido o gas
contenido en recipientes o depdsitos, y que puede ser susceptible de ser
valorizado o requiere sujetarse a tratamiento o disposicion final” (LGPGIR, 2018).

La generacion de residuos es uno de los problemas ambientales mas graves, es
necesario reintegrar los residuos que se generan a procesos ambientales y
cadenas econdémicas para valorizarlos y beneficiar tanto a la poblacion como a
nuestro entorno, para favorecer la reduccion del impacto ambiental que provoca la
generacion de residuos y promover el desarrollo sostenible. (Sotelo & Benitez,
2013)

4.1.1 Clasificacion de residuos

De acuerdo con la LGPGIR los residuos pueden clasificarse como: residuos de
manejo especial, residuos incompatibles, residuos peligrosos y residuos sélidos
urbanos (Figura 1). (LGPGIR, 2018)

Residuos de
Manejo
Especial

Residuos P
Solidos Clasificacion

Urbanos de Residuos

Residuos

Incompatibles

Residuos
Peligrosos

Figura 1. Clasificacion de residuos segun su tipo de origen



Residuos de Manejo Especial: Son aquellos generados en los procesos
productivos, que no reunen las caracteristicas para ser considerados como
peligrosos o como residuos solidos urbanos, o que son producidos por grandes
generadores de residuos solidos urbanos.

Residuos Incompatibles: Aquellos que al entrar en contacto o al ser mezclados
con agua u otros materiales o residuos, reaccionan produciendo calor, presion,

fuego, particulas, gases o vapores dafiinos.

Residuos Peligrosos: Son aquellos que posean alguna de las caracteristicas de
corrosividad, reactividad, explosividad, toxicidad, inflamabilidad, o que contengan
agentes infecciosos que les confieran peligrosidad, asi como envases, recipientes,

embalajes .

Residuos Sélidos Urbanos: los generados en las casas habitacion, que resultan de
la eliminacion de los materiales que utilizan en sus actividades domeésticas, de los
productos que consumen y de sus envases, embalajes o empaques; los residuos
gue provienen de cualquier otra actividad dentro de establecimientos o en la via
publica que genere residuos con caracteristicas domiciliarias, y los resultantes de
la limpieza de las vias y lugares publicos, siempre que no sean considerados por

esta ley como residuos de otra indole (Figura 2).

En términos generales los RSU coincide con el de basura doméstica y comercial
usual (esto es, que no sea de manejo especial o de tipo peligroso), es uno de los
fendmenos que mas impacto tiene sobre el medio ambiente y sus recursos. Al
hacer la disposicion final de los RSU, se hace una afectacién al medio ambiente.
Esto puede implicar, entre otras situaciones, graves problemas en materia de
salud publica, utilizacion de espacios y recursos, ademas de mayor contaminacion

ambiental, por mencionar algunas. (Carrasco E., Rodriguez S. 2015)
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Figura 2. Residuos solidos urbanos

4.1.2 Residuos de alimentos

El desperdicio de alimentos se puede definir como los "productos finales de varias
industrias de procesamiento de alimentos que no han sido reciclados o utilizados
para otros fines. Son los flujos no derivados de productos de materias primas cuyo
valor economico es menor que el costo de recoleccion y recuperacién para su
reutilizacion; por lo tanto descartados como residuos " (Lin et al. 2013). La
industria de procesamiento y fabricacién de alimentos produce desechos, pérdidas
y desperdicio de alimentos en toda la fase de produccion debido a razones tales
como: procesamiento de materias primas (extraccion o separacion de la porcidon
nutricional de los restos), dafios durante el transporte o sistemas de transporte no
apropiados, problemas durante el almacenamiento, pérdidas durante el
procesamiento o contaminacién, embalaje inadecuado. (Girotto et al., 2015;
Baiano, 2014; Mirabella et al., 2014)

4.1.2.1 Valorizacion de residuos alimentarios
La valorizaciéon de los residuos, que se ha definido como el proceso de convertir

éstos en productos mas Utiles. Los desechos alimentarios son valiosos recursos



biolégicos que se pueden utilizar para obtener sustrato para la produccién
fermentativa de metabolitos de interés, para la generacion de bioenergéticos,
suplemento alimenticio para animales, etc. (Saval, 2012)
Se pueden tener en cuenta varias razones para desarrollar practicas avanzadas
de valorizacion de residuos. (Garcia et al., 2019) Estos contienen cantidades
significativas de carbohidratos, proteinas, acidos grasos que podrian recuperarse,
concentrarse y reutilizarse en alimentos funcionales, aditivos, o0 materia prima para
produccién de biodiesel (Xiong et al., 2019). Algunos ejemplos como lo ilustra la
Figura 3, donde se emplea la extraccion asistida por microondas para la
extraccion de pectina de restos de manzanas y papa, la extraccion de fenoles de
semillas de uva, pigmentos solubles en agua de remolacha roja y pectina de
restos de manzana donde se ha usado extraccion asistida por ultrasonido, los
aceites usados pueden emplearse para la produccion de biocombustibles (Lin et
al., 2013).

Carbdn activado
gas de sintesis

Celulosa

bioadhesivos :
nanocristales de celulosa
Azucares fenoles
Eni ; , almidén nanocompuestos
lipidos elastina inoacidos P

bio-surfactantes

colageno
biocombustibles

pectina
quitosano /

quelantes naturales
Materialzs de remplazo de PVC

hemicelulosa fitoquimicos
i hidrogeles
celulosa bacteriana
bioSolian monomeros
PHAs SIS quimicos
antioxidante

alcoholes
aditivos de combustible lubricante

Figura 3. Componentes presentes en los desperdicios de la cadena de suministro

de alimentos y sus usos en aplicaciones comunes de consumo



4.1.3 Citricos y valorizacion de sus residuos.

El género Citrus, perteneciente a la familia Rutaceae, la cual consta de alrededor
de 1300 especies, algunas importantes incluyen: C. sinensis (naranja), C. paradisi
(toronja), C. limon (limén), C. reticulata (mandarina) etc. Las plantas de la mayoria
de las especies de citricos son grandes arbustos de hoja perenne o0 pequefios
arboles, de 5-15 m de altura, la anatomia general de los frutos citricos se ilustra
en la Figura 4. Los citricos son reconocidos como uno de los principales cultivos
frutales del mundo. Estos se producen en muchos paises de todo el mundo con
clima tropical o subtropical. Brasil, Estados Unidos, Japén, China, México,
Pakistan y los paises de la region mediterranea son los principales productores de
citricos. (Anwar et al., 2008). Los citricos son frutos de alto consumo en México y
uno de los principales productos de exportacion, en la industria alimenticia el fruto
de estos es aprovechado para obtener jugos naturales y concentrados
(SAGARPA, 2017).

Como resultado de su procesamiento son generadas grandes cantidades de
aguas residuales y residuos soélidos principalmente cascaras, membranas y
semillas. (Espina et al., 2011). Estos desechos son ricos en azucares, fibra, acidos

organicos, lipidos, vitaminas y minerales. (Faleye et al., 2012; Khan et al., 2012)

Pulpa (sacos de jugo)

Semillas

3 o Mesocarpo
BT (Albedol/Médula)

Secciones/ Carpelos



La valorizacion de los residuos de céscara de citricos puede darse de forma
directa para alimentacién animal, fertilizante, en procesos bioquimicos para la
obtencién de etanol o enzimas, en extraccion para obtener pectina o aceites
esenciales, como lo ilustra la Figura 5. (Schulz et al., 2002; Lin et al., 2013; Satari
& Kim, 2018)

La cascara de toronja residual se compone de 20% de materia seca (azucares,
celulosa, hemicelulosa, pectina y d-limoneno) y 80% de agua. Sin embargo, la
investigacion llevada a cabo sobre la valorizacion de los residuos citricos casi
siempre se ha centrado en la producciébn de un solo componente, como d-

limoneno, pectina o bioetanol. (Balu et al. 2012)

Figura 5. Vista de la cadena de suministro de citricos y la valorizacion de sus

residuos.



4.1.4 Toronja

La toronja (Citrus paradisi) tiene una pulpa amarilla o roja, jugosa y con un
distintivo sabor amargo (Faleye et al., 2012). Es un fruto de alto consumo en
México y uno de los principales productos de exportacion. El primer productor es
EU, seguido por China y Sudafrica y en 4to lugar esta México. Se han registrado
390 mil toneladas de produccion de este fruto a nivel nacional. (SAGARPA, 2017).
Es una fuente de muchos nutrientes y fitoquimicos que contribuyen a una dieta
saludable, se consume fresco, en la industria alimenticia se transforma en jugos
naturales y concentrados. Existe evidencia de que la toronja tiene propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antiinflamatorias. (Xi et al., 2015). La cascara
residual de los citricos (Figura 6) se compone de 20% de materia seca (azucares,
celulosa, hemicelulosa, pectina y d-limoneno) y 80% de agua, el aceite de la
cascara de la toronja se ha utlizado como insecticida, sin embargo, la
investigacion llevada a cabo sobre la valorizacion de los residuos citricos casi
siempre se ha centrado en la produccion de un solo componente, como d-
limoneno, pectina o bioetanol. (Faleye et al., 2012; Balu et al., 2012).

Se han identificado un total de 15 compuestos fendlicos en jugos de toronja,
como los acidos p-hidroxibenzoicos: acido galico, p-hidroxibenzoico y acido
vanilico, acidos hidroxicinamicos: acido cafeico, acido clorogénico, acido p-
cumarico, acido ferdlico y acido sinapico, y compuestos de flavanonas: narirutina,
naringina, hesperidina, neohesperidina, didima. (Mandadi et al., 2007; Kelebek,
2010). Los compuestos fenolicos encontrados en la cascara de toronja (flavedo)
son: naringina, acido cafeico, feralico, p-cumarico, sinapico, eriocitrina, naringina,
poncirina, neohesperidina, narirutina, neodiosimina, rhoifolina, heptametoxiflavona,
nobiletina. (M’hiri, et al., 2017; Zhang , 2007).

El aceite esencial de toronja contiene principalmente D-limoneno, también
contiene a-terpinoleno, geraniol, heneicosano, mirceno, perilaldehido, trans-P-
mentha-2,8-dienol, 4-metilprolina, benzaldehido, Z-5-nonadecano, d-carvona, tujol,
a-pineno, 1-octanol, 5-acetil-2-metilpiridina, 3-careno, linalool, p-cimeno, citronelol,

limoneno glycol (Khan et al., 2012; Yang et al., 2010).



Figura 6. (Citrus paradisi) Toronja

4.2 Antioxidantes

Un antioxidante es cualquier sustancia que cuando esta presente a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable, retrasa o0 previene
significativamente la oxidacion de este sustrato (Payne et al., 2010). Basado
en su funcién los antioxidantes se clasifican en primarios, sinergistas y
secundarios, segun su origen se clasifican como naturales o sintéticos. (Madhavi
et al., 1995).

Los antioxidantes son compuestos o sistemas que pueden interactuar de manera
segura con los radicales libres y terminar la reaccion en cadena antes de que se
dafien las moléculas vitales. Pueden usar varios mecanismos:

a) Eliminar especies que inician la peroxidacion,

b) Quelar iones metalicos para que no puedan generar especies reactivas o
descomponer peroxidos

c) Prevenir la formacion de peroxidos.

d) Romper de la reaccién en cadena autooxidativa

e) Reducir las concentraciones localizadas de oxigeno.

La efectividad antioxidante de estos compuestos depende de sus caracteristicas
guimicas y ubicacién fisica dentro de un alimento. Los antioxidantes tienen
diversas propiedades biolégicas, como los efectos antiinflamatorios,
anticancerigenos y antiateroscleréticos. (Orian y Escriche, 2015)



Con los antioxidantes (tipo AH) se secuestran los radicales oxi y peroxi que se
forman durante las etapas de iniciacion, propagacion y multiplicacion en cadena,
aquellos antioxidantes con grupos fendlicos que dan lugar a radicales fenoxi
estabilizados por resonancia, todavia pueden capturar radicales alcoxi y peroxi
pero no pueden sustraer H de acil-lipidos insaturados. Como consecuencia, se
interrumpe la propagacion en cadena por formacion de productos relativamente
estables y se inhibe la peroxidacion lipidica. El radical A (Figura 7) tiene que ser
tan estable (por resonancia con un sistema aromatico) que no pueda sustraer
ningin atomo de hidrogeno de los acidos grasos insaturados. El esquema
muestra una molécula antioxidante puede interrumpir dos reacciones en cadena.
(Belitz, 1988)

RO« + AH — ROH + A-

ROO- + AH — ROOH + A-
RO- + A — ROA

ROO. + A- — RODA

Figura 7. Accion de los antioxidantes como secuestradores de radicales.
AH: Antioxidante

Los antioxidantes primarios (BHA, BHT y TBHQ) terminan la reaccion en cadena
de los radicales libres al donar hidrégeno o electrones a los radicales libres y
convertirlos en productos mas estables. También pueden funcionar mediante la
adicion en reacciones con los radicales lipidicos, formando complejos de lipido-
antioxidantes. (Madhavi et al., 1995).

Los antioxidantes sinergistas son sustancias que refuerzan la accién antioxidante.
(Belitz, 1988). Se puede clasificar en términos generales como eliminadores de
oxigeno y quelantes. Pueden actuar como donantes de hidrégeno al radical

fendlico, regenerando asi el antioxidante primario. Por lo tanto, los antioxidantes



fendlicos se pueden usar en niveles mas bajos si se agrega un sinergista (como
por ejemplo los &cido ascorbico, citrico, fosférico y fumarico) simultaneamente a
los productos alimenticios, también proporciona un medio acido que mejora la
estabilidad de los antioxidantes primarios. (Madhavi et al., 1995).

Los antioxidantes secundarios o preventivos como el acido tiodipropionico y el
dilauril tiodipropionato funcionan descomponiendo los peréxidos lipidicos en

productos finales estables. (Madhavi et al., 1995)

4.2.1 Antioxidantes sintéticos

Antioxidantes fendlicos sintéticos actualmente permitidos para su uso en los
alimentos son hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), galato
de propilo (PG) y terc-butilhidroquinona (TBHQ). (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

BHA es un antioxidante monofendlico. Esta disponible como escamas cerosas
blancas, que es una mezcla de dos isdbmeros, 3-terc-butil-4-hidroxianisol (90%) y
2-terc-butil-4-hidroxianisol (10%) Figura 8(a). El BHA es muy soluble en grasas y
aceites e insoluble en agua y es un antioxidante mas efectivo para prevenir el
deterioro del sabor y el color de los aceites esenciales. BHA es ligeramente mejor
gue BHT en sus propiedades de transferencia. Es particularmente efectivo para
controlar la oxidacion de los acidos grasos de cadena corta como los que se
encuentran en los aceites de coco y de almendra de palma que se usan
tipicamente en los productos de cereales y confiteria. Un efecto sinérgico del BHA
con otros antioxidantes como BHT, TBHQ (Shahidi & Ambigaipalan, 2015).

El Butil hidroxitolueno o BHT Figura 8 (b) no es tan efectivo como el BHA
principalmente debido a la presencia de dos grupos terc-butilo, que ofrecen mayor
impedimento estérico que el BHA a la molécula, BHT es soluble en grasas y
aceites e insoluble en agua y mas efectivos en la supresion de la oxidacion de las

grasas animales que los aceites vegetales. (Shahidi & Ambigaipalan, 2015)



El terc-butilhidroquinona o TBHQ Figura 8(c) es un antioxidante altamente efectivo
para aceites vegetales insaturados, muchas grasas animales comestibles y
productos carnicos, se puede usar solo 0 en combinacion con BHA o BHT a una
concentracion maxima de 0.02% o 200 ppm, segun el contenido de grasa de los
alimentos, incluidos los aceites esenciales (Shahidi & Ambigaipalan, 2014;
Marquez-Ruiz et al., 2014)

~0 ~0 OH
\ i > HD—{: é;DH
!
OH OH
(a) BHA (b) BHT (c) TBHQ

Figura 8. Estructuras quimicas de (a) BHA, (b) BHT y (c) TBHQ

4.2.2 Antioxidantes naturales

Los antioxidantes sintéticos se usan ampliamente debido a su estabilidad y su
amplia disponibilidad; Sin embargo, estan relacionados con los efectos
mutagénicos y cancerigenos y esto ha llevado a la busqueda de antioxidantes

extraidos de las matrices de plantas (Soquetta et al., 2018).

Los extractos naturales de origen vegetal podrian proporcionar alternativas a los
antioxidantes sintéticos.(Caleja et al., 2017). Los flavonoides son una clase
importante de compuestos bioactivos debido a sus versatiles propiedades
antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias y su capacidad para los efectos
de la antiperoxidacion lipidica. Los dos grupos de flavonoides que se encuentran
en los citricos son las flavonas glicosiladas y polimetoxiladas. (Sarma et al., 2017).
Las flavanonas glucésiladas mas abundantes en la cascara de citricos son:
naringina, hesperidina y neohesperidina (Satari & Kim, 2018) sus estructuras

guimicas se presentan en la Figura 9.
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Figura 9. Estructuras quimicas de (a) naringina, (b) hesperidina y (c)

neohesperidina

Los flavonoides tienen una amplia gama de actividades biol6gicas, como la
inhibicion de la proliferacion celular, la apoptosis, la enzima, los efectos
antibacterianos y antioxidantes. Ademas, los flavonoides poseen varias
propiedades clinicas, como los efectos antiateroscleréticos, antinflamatorios,
antitumorales, antitrombogénicos, antiosteoporoéticos y antivirales (Jang et al.,
2010)

La abundancia de carotenoides en frutas citricas los convierte en una importante

fuente de nutrientes de la dieta (Sharma et al. 2017). Los carotenoides



generalmente se clasifican en dos clases principales: carotenoides de
hidrocarburos, conocidos como carotenos (por ejemplo, b-caroteno, licopeno); y
carotenoides oxigenados, conocidos como xantofilas (por ejemplo, luteina). Las
estructuras quimicas de los carotenoides presentes en citricos comunes se
muestran en la Figura 10 (Marquez-Ruiz et al., 2014)

NN OO Y

HO"

Figura 10. Estructura de carotenoides presentes en los citricos (a) beta-caroteno

(b) licopeno (c) luteina.

4.2.3 Antioxidantes en toronja

Se han encontrado altos niveles de glucoésidos de flavanonas bioactivas como
naringina y narirutina en las semillas y cascaras de toronja, después de la
extraccion de su jugo. (Castro-Vazquez et al.,, 2016). Las flavanonas son los
polifenoles tipicos de las especies de citricos (Khan et al., 2014). La naringina y
neohesperidina son las principales flavanonas en toronja (Figura 9). Entre las

flavonas polimetoxiladas (PMF) identificadas, la nobiletina y la tangeretina fueron



las las mas abundantes. Entre los &cidos fendlicos el &cido galico fue el
predominante, seguido por el &cido clorogénico, el &cido cafeico y el acido ferulico.
(Xi et al., 2015)

4.3 Teécnicas de extraccion

La extraccion es un proceso fundamental para la separacion y recuperacién de
compuestos bioactivos de las plantas. Desde la antigiedad, se han utilizado
métodos de decoccidn, maceracion, infusién, digestion y percolacion para obtener
extractos. Sin embargo, estas técnicas de extraccion convencionales, tienen las
desventajas de usar gran cantidad de disolvente, largo tiempo para la extraccion y
obtener rendimientos bajos. (Belwal et al., 2018). La extraccion de compuestos
bioactivos depende de varios factores, como la técnica de extraccion, las materias

primas y el disolvente de extraccion que se utiliza. (Soqueta et al., 2018)

4.3.1 Teécnicas convencionales de extraccion
La extraccion de compuestos bioactivos depende de varios factores, como la
materia prima, el disolvente y la técnica de empleada, algunos ejemplos incluyen

maceracion, hidrodestilacion y soxhlet. (Soqueta et al., 2018)

La maceracion consiste en moler la matriz vegetal en particulas mas pequefas
para aumentar el area superficial de contacto para una buena mezcla con el
disolvente, la agitacion durante el proceso facilita la extraccién de dos maneras: al
aumentar la difusién y al eliminar la solucién concentrada de la superficie de la
muestra, se decanta vy filtra la mezcla dejando el disolvente con la sustancia de
interés y el material sélido ausente de dicha sustancia, la elevacion de la
temperatura y la eleccion adecuada de los disolventes mejoran el proceso de
extraccion. Este proceso se ha utilizado durante mucho tiempo para obtener
aceites esenciales y compuestos bioactivos. (Azmir et al., 2013). Esta técnica es
un método facil y simple. Sin embargo, utiliza un gran volumen de disolventes
(Azwanida, 2015).



El método Soxhlet utiliza un sistema de extraccion ciclica de los componentes que
se encuentran en el alimento (NMX-F-089-S-1978). Es una extraccion continua en
caliente, en este método, la muestra finamente molida se coloca en una bolsa
porosa o “dedal” hecho de un papel de filtro fuerte o celulosa, que se coloca en la
camara del dedal del aparato Soxhlet., el disolvente de extraccion se calientan en
el matraz inferior, se vaporizan en el dedal de muestra, se condensan en el
condensador y se vuelven a gotear. Cuando el contenido liquido alcanza el brazo
del sifén, el contenido liquido se vacia de nuevo en el matraz inferior y el proceso
contina. (Azwanida, 2015). Este método requiere una cantidad menor de
disolvente en comparacion con la maceracion, sin embargo, esta técnica requiere
un tiempo de extraccion extenso y grandes cantidades de disolvente (Heleno et
al., 2016).

La hidrodestilacion es el proceso para obtener el aceite esencial de alguna materia
prima vegetal mediante el uso del vapor saturado a presion atmosférica (Cerpa,
2007). Este método no involucra solventes organicos, se realiza con agua
destilada y se emplea para extraer la fraccion volatil en la materia vegetal. Los
compuestos organicos solubles no volatiles se extraen en el agua hirviendo que
estd en contacto con la matriz dentro del destilador. (Wu et al., 2015). Sin
embargo consume altos niveles de energia, tiempo, ademas a una temperatura
de extraccion alta, pueden perderse algunos componentes volatiles, este
inconveniente limita su uso para la extraccion de compuestos termolabiles.
(Soqueta et al. 2018)

4.3.2 Técnicas modernas de extraccion

Las técnicas convencionales de extraccibn de solido-liquido, se utilizan
principalmente para obtener extractos de compuestos bioactivos a partir de
material vegetal. Sin embargo, los procesos convencionales de extraccion con
solventes tienen ciertas limitaciones, tales como menor eficiencia, bajo
rendimiento de extraccion, uso de gran cantidad de solventes y resistencia a la

transferencia de masa. (Safdar et al., 2017).



Se han desarrollado nuevos métodos de extraccion con el objetivo de mejorar el
rendimiento, acelerar el proceso de extraccion y ahorrar energia (Hashemi et al.,
2018) Estos incluyen, extraccion asistida por microondas, extraccion asistida por
ultrasonidos, extraccidén asistida por enzimas entre otros. Estas técnicas son
conocidas por su corto tiempo de extraccion, volumen reducido de solventes
organicos, logrando un mayor rendimiento de extraccién con menor consumo de
energia (Belwal et al., 2018).

Extraccién asistida por microondas

La extraccion asistida por microondas (Figura 11) utiliza radiacion
electromagnética (300 MHz300 GHz) que interactta con los dipolos de materiales
polares y polarizables (por ejemplo, solventes y muestras) provoca un
calentamiento cerca de la superficie de los materiales y el calor se transfiere por
conduccion. En los solventes no polares, se produce un calentamiento deficiente
ya que la energia se transfiere solo por absorcion dieléctrica. (Azwanida, 2015)

Es posible tener acceso a temperaturas mas altas de manera facil, segura y
reproducible; el rendimiento puede aumentar; y la pureza se puede mejorar en
comparacion con los métodos de calentamiento convencionales, pero la eficiencia
de extraccion bajo microondas depende de la naturaleza del disolvente y la

muestra. (Soqueta et al., 2018)
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Extraccion asistida por ultrasonidos

La extraccién asistida por ultrasonido (Figura 12) utiliza un bafio ultrasénico y / o
una sonda ultrasénica que genera ondas sonoras que varian de 20 kHz a 100
MHz las cuales generan cavitacion que implica la produccion, el crecimiento y el
colapso de burbujas, aceleran la transferencia de calor y masa a través de la
ruptura de las paredes celulares, lo que lleva a la extraccion de compuestos de la
muestra al medio disolvente (Azmir et al., 2013). La temperatura, la presion, la
frecuencia y el tiempo de sonicacién son todos factores que regulan la accién del
ultrasonido, la duracion del proceso es inferior a 1 hora, el rendimiento de
extraccion es de 6% a 35% mas alto que el obtenido utilizando técnicas de
extraccion tradicionales que emplean un tiempo de extraccion mas largo de 12 o
mas horas (Safdar et al., 2017). Se ha considerado como una alternativa
prometedora para la extraccidon de compuestos bioactivos; permite la extraccion a
temperaturas mas bajas que las utilizadas normalmente, la reduccién de los
volumenes de solventes, aumenta el coeficiente de transferencia de masa, acelera
la cinética y aumenta el rendimiento final (Soquetta et al., 2018). Sin embargo, el
uso de ultrasonido de mas de 20 kHz puede tener un efecto sobre los fitoquimicos
activos a través de la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) durante

la sondlisis. (Azwanida, 2015)
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Figura 12. Extraccion asistida por ultrasonido

Extraccién asistida por campo eléctrico pulsado

La tecnologia de la extraccion asistida por campo eléctrico pulsado aplica como
un pretratamiento en los procesos de extraccién de materia vegetal, (Belwal et al.
2018). Es una tecnologia no térmica basada en la electropermeabilizacion de las
membranas celulares, que ocurre cuando se aplica un campo eléctrico moderado
o alto (0.1-50 kV/cm) a las células vivas, separa las moléculas de la membrana
celular de acuerdo con su carga, esta repulsion forma poros, aumentando su
permeabilidad aumentando asi el rendimiento de extraccion.(Azmir et al., 2013).
Este método reduce el consumo de energia y aumenta la produccién de extractos

de alta calidad y pureza. (Soqueta el al. 2018)



Extraccion asistida por enzimas

La extraccion asistida por enzimas es otra técnica de extraccion avanzada que se
ha desarrollado para reducir el uso de disolventes, como se emplea en los
procedimientos de extraccion tradicionales, reduciendo los insumos del proceso.
Este innovador método de extraccién se basa en aumentar la permeabilidad de la
membrana plasmatica celular o la pared celular a través de la accion hidrolitica de
las enzimas (a-amilasa, celulasa, pectinasa y proteasa), que ayuda a la extraccién
de los compuestos de interés, como los pigmentos naturales, polisacaridos,
saborizantes y compuestos bioactivos. La extraccion asistida por enzimas permite
el uso de una solucion acuosa y condiciones de procesamiento suaves para
obtener un extracto para diversas aplicaciones industriales. Las enzimas utilizadas
se derivan principalmente de microorganismos, pero también se pueden obtener

de plantas y animales. (Belwal et al. 2018)

4.4 Métodos para la cuantificacion de polifenoles

-Ensayo Folin-Ciocalteu

La cuantificacion de polifenoles totales se determina a través de un ensayo
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu. Este método se basa en la capacidad
de los fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo Folin-
Ciocalteu contiene molibdato y tungstato sédico que reacciona con cualquier
tipo de fenol, formando complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6éxidos
cromogenos de color azul intenso, de tungsteno (WgO»3) y molibdeno (MogO,3),
siendo proporcional este color al niamero de grupos hidroxilo de la molécula. El
contenido de polifenoles totales resultante de la aplicacion del reactivo de
Folin-Ciocalteu es regularmente expresado como mg de equivalentes de acido
galico (EAG)/100 g de muestra (Singleton et al., 1999; Reyes et al., 2014).



4.5 Meétodos para la evaluacién de actividad antioxidante

Existen diversos métodos para evaluar la actividad antioxidante, una de las
estrategias mas aplicadas en las medidas de la capacidad antioxidante total de un
compuesto, mezcla o alimento, emplea sustancias cromédgenas de naturaleza
radical donde la pérdida de color se da de forma proporcional a la concentracién
(Kuskoski et al., 2005).

Algunos compuestos cromégenos comunmente usados para determinar la
capacidad de los compuestos fendlicos de captar los radicales libres generados
son ABTS, DPPH, ORAC y FRAP se (Kuskoski et al., 2005).

ABTS

Este método espectrofotométrico se basa en la disminucidn de la absorbancia del
ABTS (2,2'-azino-bis (3 - acido etilbenzotiazolina-6-sulfonico)) el cual absorbe a
743 nm, dando un color verde azulado, debido a la interaccion con especies
donantes de hidrogeno o de electrones se produce la decoloracién de la solucién
gue indica el porcentaje de inhibicion del ABTS, cual se cuantifica (Pisoschi &
Negulescu, 2011; Sotelo et al., 2015). Este método es aplicable al estudio de
antioxidantes solubles en agua y solubles en lipidos, compuestos puros y

extractos alimenticios. (Re et al.,1999).

FRAP

El método FRAP (poder antioxidante reductor férrico por sus siglas en inglés) se
basa en la reduccién por los antioxidantes del complejo i6nico férrico-TPTZ (2,4,6-
tri (2-piridil) - 1,3,5-triazina). La unién de Fe!” al ligando crea un color azul marino
muy intenso el cual se lee a 593 nm. La absorbancia se puede medir para evaluar
la cantidad de hierro reducido y se puede correlacionar con la cantidad de
antioxidantes, se utilizan como referencias trolox o acido ascoérbico. (Pisoschi &
Negulescu, 2011).



La reaccion es inespecifica, ya que el potencial redox estandar de Fe " / Fe ™ es
+0.77 V; cualquier compuesto con potencial redox mas bajo presente en la mezcla
de reaccién puede reducir teéricamente Fe ™ a Fe ™y contribuye a los valores de
FRAP falsamente altos. (Benzie & Strain 1999; Ou et al., 2002)

ORAC

El método ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno por sus siglas
en inglés) se basa en la generaciéon de radicales hidréfilos piroxilo (ROO*) por la
descomposicion térmica del compuesto diazo AAPH (2,2’-azobis (2-
amidinopropano) dihidrocloruro), estos radicales oxidan el sustrato fluorescente
fluoresceina causando una extincion de su fluorescencia. Por tanto, la inhibicion
de este proceso por un antioxidante es una medida de su capacidad para reducir
la produccion de ROO. (Sotelo et al., 2015)

-Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidacil)
El método colorimétrico del radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidracil) es un método
para la evaluacidon de actividad antioxidante total en alimentos y extractos

vegetales (Singh et al., 2013).

La técnica se basa en el cambio de color del DPPH que es un radical cromégeno
con una coloracion violeta (Figura 13) que se pierde progresivamente a medida
gue reacciona con los antioxidantes de la muestra, produciendo un descenso de la
absorbancia a 515 nm. La actividad antioxidante medida por el método de DPPH a
menudo s informa como ICsp, que se define como la concentracion inicial de DPPH

en un 50%.
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Figura 13. Reaccion entre antioxidante y el reactivo DPPH (Mohammadpour, et al.
2012)

4.6 Evaluacion de la estabilidad oxidativa

La oxidacion de los lipidos es una de las principales causas del deterioro de la
calidad de los alimentos, ya que estos son susceptibles a los procesos oxidativos
en presencia de catalizadores como calor, luz, enzimas, metales vy
microorganismos, dando lugar al desarrollo de sabores desagradables en los
alimentos y la pérdida de aminoacidos esenciales, vitaminas liposolubles y otras
moléculas bioactivas (Shahidi & Zhong, 2005; Igbal et al., 2008)

La evaluacion de la actividad oxidativa de un aceite se puede medir mediante
distintas pruebas, como son: indice de acidez, indice de yodo e indice de

peroxidos.

4.6.1 indice de acidez
Este método se basa en la titulacién de los &cidos grasos libres, con un alcali,
el indice de acidez, es la cantidad en miligramos de hidréxido de potasio
necesaria para neutralizar los acidos grasos libres en 1.0 g de aceites o grasa
(NMX-F-101.). Su fundamento se basa en la titulacién de los &cidos grasos

libres con un &lcali. Estos acidos grasos son reflejo de la cantidad de acidos



grasos hidrolizados de los triacilgliceroles (Nielsen, 2010). Caracteriza el grado
de envejecimiento del aceite durante el almacenamiento, ya que aumenta

gradualmente debido a la degradacion del aceite (Ferrari at al., 2011)

4.6.2 indice de Yodo

El indice de yodo permite valorar la insaturacion total de un aceite o grasa, se
expresa en miligramos de yodo que reaccionan por gramo de aceite (NMX-F-
152-S). El monitoreo de este parametro permite analizar la pérdida de
insaturaciones en los triacilgliceroles, dado que, en las reacciones de
oxidacion, las dobles ligaduras son susceptibles a ser atacadas por radicales

libres, para la formacion de nuevos compuestos (Alvarez et al., 2007).

4.6.3 Indice de peroxido

La oxidacion lipidica involucra la produccion de radicales libres, formando
compuestos iniciales de peréxidos e hidroperoxidos que se transforman en
productos secundarios de la oxidacion, como aldehidos y cetonas,
responsables del olor y sabor rancio (Belen, et al.,2007) Se expresa en

miliequivalentes de peroxido por kilogramo de muestra (NMX-F-154.).

El aceite se coloca en presencia de yoduro de potasio en exceso, este
relaciona con los peroxidos presentes produciendo yodo (Hamilton y Hamilton,
1992), el cual posteriormente es titulado con tiosulfato de sodio estandarizado
(Nielsen, 2010)
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Equipos

Balanza analitica (Scientech, modelo SAT 20)

Equipo de Soxhlet

Evaporador rotatorio Buchi modelo R-124

Hidrodestilador

Parrilla eléctrica

Lector de microplacas con dispensadores automaticos (BioTek ® MODELO
Synergy 2)

Licuadora (Oster ®, modelo 6640-13)

Sonicador Ultrasonic Cleaner (Sper Scientific modelo 10004, Frecuencia 42
KHz, 60 W)

Termobalanza (Ohaus, modelo MB35)

Reactivos y disoluciones:

Aceite de oliva e Diclorometano

Acido 6-hidroxi-2,5,7,8- e Etanol
tetrametilcroman-2-carboxilico e Fenolftaleina

(Trolox) e Hexano

Acido acético e Hidréxido de potasio

Acido clorhidrico e Metanol

Acido galico e Radical 2,2-Diphenyl-1-
Almidén para yodimetria picrylhydrazyl (DPPH)
Agua destilada e Reactivo de Folin-Ciocalteu
Bultilhidroxitolueno (BHT) ¢ Reactivo de Wijs
Carbonato de sodio e Tiosulfato de sodio
Cloroformo e Yoduro de potasio
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5.1 Recoleccion limpiezay secado del material vegetal

Se recolecto el residuo de cascara de toronja en un negocio de jugos al sur
de la ciudad de Meéxico, provenientes de la central de abastos, se
selecciond y limpio la cascara residual de toronja, se retird el exocarpo con
la menor cantidad de mesocarpo con ayuda de un pelador de papas, se
corté en trozos pequefios (0.5 cm X 0.5 cm) se colocé sobre un papel

absorbente y se dej6é secar a la sombra por 7 dias,

5.2 Molienday determinacién de la humedad

La cascara seca se someti6 a un proceso de molienda empleando una
licuadora marca Oster (figura 14).

La determinacion de la humedad se llevé a cabo colocando 1 gramo de
cascara molida extendida uniformemente en todo el plato de la
termobalanza marca Ohaus a una temperatura de 85°C (NMX-F-428-1982).

Figura 14. Molienda de la cascara



5.3 Extraccidn del aceite de la harina de cascara de toronja

El desengrasado de la harina de cascara de toronja se llevo a cabo por el método
Soxhlet, pesando por triplicado 30 gramos de harina de cascara de toronja,
colocandola en un cartucho de papel filtro, se utilizaron 300 mL de hexano como
disolvente. El hexano se puso en el matraz de ebullicion, la muestra se extrajo en
un extractor Soxhlet durante 6h. Una vez terminado el proceso, se evaporé el
hexano bajo presion reducida en un evaporador rotatorio, se pesé el extracto

obtenido para calcular el rendimiento (Ismail et al., 2010)

5.3.1 Maceracion.

e 30 gramos de cascara de toronja seca y molida, se pusieron en maceracion
en un matraz con 300 mL de metanol por 24 horas, Terminado el tiempo de
extraccion, se filtré y concentro el extracto con ayuda de un evaporador
rotatorio Buchi modelo R-124. El remanente de disolvente en el extracto se
eliminé al vacio hasta peso constante y se guardo a 4°C hasta su uso. Esta
operacion se realizo por triplicado. (Xu et al, 2007; Jang et al., 2010; Faleye,
2012; Zahoor S., 2016; Safdar M., 2017)

Crus por adis;

——

Figura 15. Maceracion



5.3.2 Extraccién mediante el método de Soxhlet

e Se colocaron en cartuchos de papel filtro 10 g de cdscara de toronja molida
y se introdujeron en un aparato de Soxhlet (Figura 16). Se pusieron 300
mL de metanol en el metraz de ebullicién y se calentd por un periodo de 6
horas. Después se evaporo el disolvente a presion reducida con ayuda de
un evaporador rotatorio Buchi modelo R-124, eliminando el remanente de
disolvente mediante evaporacion al vacio hasta peso constante, el extracto
se almacend a 4°C hasta su uso. Esta operacion se realiz6 por triplicado.
(Ajewole K., 1993; Lopresto C.G., 2014; Cigerodlu Z., 2018)

Figura 16. Equipo Soxhlet

5.3.3 Extraccion mediante hidrodestilacion asistida por ultrasonido.

-10 g de cascara seca y molida, se colocaron en un matraz Erlenmeyer de 125 mL
y se agregaron 100 mL de agua destilada. La mezcla se sometié a sonicacion
(Figura 17) por diferentes periodos de tiempo (15, 30, 45 y 60 minutos, por
triplicado respectivamente) una vez transcurrido el tiempo determinado, la mezcla
sonificada se transfir6 a un matraz bola de 500 mL y se agregan 100 mL de agua
destilada. A este matraz se le coloc6é un aparato hidrodestilador (Figura 18) y se
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sometid a ebullicidbn por un periodo de 2 horas (o hasta que no cambie el volumen
de extracto). El aceite obtenido se seco con sulfato de sodio anhidro, se decantd,
peso y almacend a 4°C hasta su uso. Esta operacion se realizo por triplicado. (Xu
et aal, 2007; Guimarées et al., 2010; Bimakr M., 2012; Khan M., 2012; Palacios S.,
2009; Lopresto C.G., 2014; Song J., 2016 ;Askin et al., 2015 ; Castro-Vazquez et
al., 2016)

Figura 17. Equipo de sonicacion



Figura 18 .Equipo de extraccion por hidrodestilaciéon

5.4 Cuantificacion de polifenoles por el método de Folin-Ciocalteu

En un vaso de precipitados de 10 mL se pesaron aproximadamente 0.1 gramos
de extracto y se afadieron 5 mL de metanol 80%, se agitd vigorosamente y una
vez disuelto el extracto se adicion6 a un matraz volumétrico de 25 mL y se aforé

con metanol 80%

La cuantificacidon de posibles compuestos polifendlicos se llevo a cabo con el
método colorimétrico de Folin-Ciocalteu (Zhang, Y., et al 2010; Siddhuraju, P.,
2007) realizando algunas modificaciones y empleando el Lector de microplacas

con dispensadores automaticos (BioTek ®, MODELO Synergy 2) (figura 19)
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Figura 19. Lector de microplacas Synergy 2

Se elaboré una curva patrén de acido galico para cuantificar los polifenoles, se
adicionaron aproximadamente 0,0125 g de éacido galico y se colocaron en un
matraz aforado de 25 mL, se adicion6 agua destilada hasta el aforo.
Posteriormente se hicieron diluciones de esta solucion en tubos Eppendorf
obteniendo las siguientes concentraciones de acido galico: 0.02 mg/mL, 0.04
mg/mL, 0.06 mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.10 mg/mL, 0.12 mg/mL, 0.14 mg/mL, 0.16
mg/mL, 0.18 mg/mL, 0.20 mg/mL, 0.22 mg/mL.

Se colocaron 25uL de cada dilucion de acido gélico en diferentes pozos de la
micro placa y consecutivamente se adicion6 en cada pozo 30 pL de solucion de
carbonato de sodio al 20%,125 uL de agua destilada y 20 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu. Después de la agitacion vigorosa se dejo reposar la microplaca 30
minutos en la obscuridad, terminado el tiempo se midi6 la absorbancia a 760 nm
en el lector de microplacas Sinergy 2.



Se realizaron diluciones de la preparacion del extracto en tubos Eppendorf. Se
colocaron 25uL de cada dilucion en diferentes pozos de la microplaca (figura 20) y
consecutivamente se adicioné en cada pozo 30 pyL de solucion de carbonato de
sodio al 20%,125 pL de agua destilada y 20 yL de reactivo de Folin-Ciocalteu.
Después de la agitacion vigorosa se dejoé reposar la microplaca 30 minutos en la
obscuridad, terminado el tiempo se midié la absorbancia a 760 nm en el lector de

microplacas Sinergy 2. La prueba se realiz6 por cuadruplicado para cada muestra.

Figura 20. Microplaca con prueba de fenoles totales

5.5 Determinacién de la actividad antioxidante por el método de DPPH

La actividad antioxidante se evalué llevando a cabo el ensayo de la capacidad de
remocién del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH por sus siglas en inglés) de
acuerdo al método de Brand-Williams, Cuvelier & Berset, 1995, siguiendo algunas

modificaciones de (Cheng et al., 2006)

Se pesaron 0.0197 gramos de DPPH y se disolvieron con 1 mL de acetona,
después esta mezcla se adicion6 a un matraz aforado de 100 mL y se aford con
metanol al 80% obteniendo una concentracion de 0.4998 mM de DPPH.



El 4&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (trolox), es un compuesto
hidrosoluble que se utiliz6 como referencia para elaborar la curva patrén de esta
prueba. Se partié de un stock de trolox de 1000 uM, posteriormente se realizaron
diferentes diluciones para obtener las siguientes concentraciones: 49.94 yM, 99.88
MM, 149.82 uM, 199.77 uM, 299.65 uM, 399.54 uM, 499.42 uM.

En el caso de los diferentes extractos se realizaron diluciones para llegar a la
concentracion idonea y posteriormente de la solucion tomando diferentes alicuotas
las cuales fueron de 100 L, 200 pL, 300 uL, 400 uL, 500 uL, 600 uL, 700 uL, 800
bL, 900 pL, 1000 L y se aforaron un mililitro con metanol al 80%.

En una microplaca de 96 pozos se adicionaron 200 yL de cada dilucion del
extracto (figura 21), 200 uL de disolucién del reactivo de referencia (trolox), como
control 200 pyL de disolvente, el dispensador automatico suministr6 50 yL del
reactivo de DPPH a cada pozo y como blanco de reactivos para desarrollar la
prueba se adicionaron 250 uL de disolvente. La microplaca con muestras se dejo
reposar por 30 minutos en la oscuridad para después medir la absorbancia a 515
nm en el lector de microplacas Sinergy 2. La prueba se realiz6 por cuadruplicado

para cada muestra.

Figura 21. Microplaca con prueba de actividad antioxidante



El calculo de actividad antioxidante se expres6 como ICso que es la concentracion
de muestra necesaria para inhibir el 50% de radicales libres (DPPH) afiadidos. En
este método se hizo un comparativo entre las muestras contra un estandar
(trolox), a través d un modelo matematico de regresion lineal (Cheng. Et al., 2006).
El valor obtenido de actividad antioxidante se define como la capacidad de

captacion de radicales libres en yM equivalentes de trolox por gramo de muestra.

5.6 Prueba de estabilidad oxidativa

Se afiadieron extractos metandlicos al aceite de oliva precalentado (a 50 ° C
durante 3 h) a concentraciones de 150 ppm. Antioxidante sintético, es decir, BHT
se empled en su limite legal de 200 ppm para comparar la eficacia de los
antioxidantes naturales. Todas las muestras (120 ml cada una) se colocaron en
frascos, sin tapones y se almacenaron en un horno a una temperatura fija de 55 °
C (Figura 22). Las muestras de control también se colocaron en las mismas
condiciones de almacenamiento. Los andlisis se llevaron a cabo después de
intervalos regulares de 7 dias durante 21 dias. Se analizaron al menos tres
muestras de cada categoria para cumplir con los requisitos de analisis
estadisticos. (Igbal et al., 2008; Ling et al., 2015; Igbal et al.; Chong et al., 2015;
AOCS, 1997)




5.7 Andlisis estadistico.

Una vez terminadas las pruebas de estabilidad oxidativa durante el tiempo
propuesto, se realizé un andlisis estadistico para comparar la funcién como
antioxidante en una matriz alimentaria entre el extracto de la cascara residual de

toronja (Citrus paradisi) y el antioxidante sintético (BHT).

En este analisis se utilizé el programa de analisis estadistico STATISTICA para
comparar resultados y comprobar si existe diferencia significativa entre las
muestras. Se elabord un andlisis de varianza (ANOVA) con valor de significancia
de 0.05 y la comparacion de medias de realizo por Tukey (R Core Team, 2017)



6 Resultados y analisis

6.1 Humedad de la cascara molida
Se midio el porcentaje de humedad de la cascara fresca, dando como resultado un
porcentaje de humedad de ~70%, al dejar secar y moler la cascara se midio

nuevamente la humedad la cual se redujo a 10%.

6.2 Rendimientos obtenidos de los extractos de cascara de toronja

El aceite obtenido por desengrasado de la cascara seca mediante el método de
Soxhlet empleando hexano como disolvente tuvo un rendimiento de 7.93%.

Una vez desengrasada la harina de la cascara de toronja (Citrus paradisi), se llevo
a cabo la extraccion de posibles compuestos fendlicos mediante la técnica de
Soxhlet y maceracion empleando metanol como disolvente. Una parte de la harina
sin desengrasar se empledé para la extraccion de posibles compuestos
antioxidantes mediante la técnica de hidrodestilacion asistida por sonicacion

empleando agua destilada como disolvente.

e Extraccion mediante Soxhlet y maceracion

En cada método de extraccion (Soxhlet y maceracion), se empleé metanol como
disolvente. El rendimiento de cada extraccion se presenta en la Grafica 1, en la
cual se observa que la técnica que obtuvo mayores rendimientos fue la técnica de

maceracion
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Grafica 1. Rendimiento de los extractos de metanol de la cascara de toronja

(Citrus paradisi), empleando las técnicas de Soxhlet y maceracion.

e Extraccion asistida por ultrasonido

En la extraccion asistida por ultrasonido se emple6 agua destilada como
disolvente y se llevd a cabo a diferentes tiempos (0, 15, 30, 45, 60, 75 minutos).
Como se observa en la Grafica 2, el mayor rendimiento de extraccion se obtuvo a

los 60 minutos de sonicacion



5.40

5.29

5.30 5.27
o
© 5.20
© > )
e 0 min
= 5.10
a5 .
—_— H 15 min
]
T 5.00 i 30 min
S
S 4.90 M 45 min
S 4.80 M 60 min
S i 75 min
& 4.70
X

4.60

4.50

Grafica 2. Rendimiento de los extractos de cascara de toronja (Citrus paradisi)

asistida por sonicacién a diferentes tiempos, empleando metanol como disolvente.

Se ha reportado un rendimiento de hasta 0.531 % de aceite esencial de toronja
(Song et al., 2016). En dicho caso se empled la cascara completa, mientras que
en este caso se procuré tomar solo el exocarpo, tratando de tomar la menor

cantidad de mesocarpo.

Considerando los métodos de extraccion utilizados (Soxhlet, maceracién e
hidrodestilacion asistida por sonicacion), el orden de rendimiento de extraccion
guedaria de la siguiente manera: maceracion 47.46% > Soxhlet 15.25%>

hidrodestilacion asistida mediante sonicacién 5.29% > solo hidrodestilacion 4.78%.

Es importante hacer notar que mientras que en el proceso de hidrodestilacion solo
se extraen los componentes volatiles de la cascara de toronja, en las técnicas de
maceracion y Soxhlet se extraen todos los componentes solubles en metanol de la
harina desengrasada de la cascara de toronja. (Yang, et al., 2010).



6.3 Cuantificacién de los polifenoles obtenidos por el método Folin-

Ciocalteu

Los compuestos polifenolicos se encuentran distribuidos en todo el reino vegetal,

se ubican en toda la planta (Oroian & Escriche, 2015). Diversos estudios han

encontrado que la cascara de toronja contiene importantes compuestos bioactivos,

entre ellos polifenoles, los cuales tienen actividad antioxidante (Mandadi et al,

2007.) Por lo anterior se investigdo el contenido de polifenoles totales en los

extractos obtenidos, mediante el ensayo de Folin-Ciocalteu.

En la tabla 1 se resumen los resultados obtenidos del contenido de polifenoles

totales de los extractos de cascara de toronja, junto con el andlisis estadistico

Tukey.

Tabla 1. Polifenoles totales presentes en los extractos de cascara de toronja.

Técnica de extraccion

extracto)

Fenoles totales (mg de EAG/g de

Soxhlet metanol

54.15+21.43°

Maceracion metanol

56.83+19.61°

Hidrodestilacion

Sonicaciéon 0 min

15.66+0.33%

Sonicacion 15 min

15.25+5.40%

Sonicacion 30 min

13.21+3.472

Sonicacion 45 min

15.31+3.19%

Sonicacion 60 min

13.68+8.38%

Sonicacién 75 min

13.41+7.57®

N=3,

Andlisis estadistico por tipo de técnica de extraccion. Superindices

promedio

+ desviacion

estandar.

> significan diferencia

significativa (p<0.05), donde el intervalo va desde a (menor contenido), hasta d (mayor contenido).




La cantidad de polifenoles totales de los extractos obtenidos por las técnicas de
extraccion  soxhlet, maceracién, hidrodestilacion e hidrodestilacion asistida
mediante sonicacién se muestran en la Gréfica 3. Con el método de maceracién
se obtuvo mayor contenido de polifenoles, obteniéndose 56.83+19.61° + mg de
EAG/g de extracto.
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Gréfica 3. Polifenoles totales en los extractos de cascara de toronja (Citrus
paradisi), empleando diferentes métodos de extraccion: Soxhlet, maceracion y

hidrodestilaciéon con sonicacion.

Comparando los resultados obtenidos de todos los extractos, se observa que la
mayor cantidad de polifenoles totales fue a partir del extracto obtenido con el
método de maceraciéon 56.83+19.61 mg de EAG/g de muestra, seguido por



56.831£19.61 con mg de EAG/g de muestra y hidrodestilacion sin sonicacién
(15.66+£0.33 mg de EAG/Qg).

6.4 Evaluacion de la actividad antioxidante

La actividad antioxidante mediante el método de eliminacién de DPPH se informa

como ICso que se define como la concentracion de antioxidante efectiva necesaria

para disminuir la concentracion inicial de DPPH en un 50% (Shahidi &

Ambigaipalan, 2015). Por lo anterior, a menor valor de ICso hay mayor actividad

antioxidante.

En la tabla 2 se resumen los resultados de actividades antioxidante de los

extractos obtenidos de la cascara de toronja con su respectivo promedios y

desviacion estandar.

Tabla 2. Actividad antioxidante de los extractos de cascara de toronja.

Técnica de extraccion

DPPH ICso (Mmg/mL)

Soxhlet metanol

2.34+0.18°

Maceracion metanol

1.92+0.15%

Hidrodestilacion

Sonicacion O min

39.74+2.38%

Sonicacion 15 min

27.29+7.56°

Sonicacion 30 min

21.21+0.62°°

Sonicacion 45 min

34.47+1.01°%

Sonicacion 60 min

31.20+1.52%

Sonicacion 75 min

58.13+14.83°

N=3,

Andlisis estadistico por tipo de técnica de extraccion. Superindices

promedio

I+

desviacion

estandar

" significan

diferencia significativa (p<0.05), donde intervalo va desde a (mayor actividad),

hasta f (menor actividad).

En particular, con la técnica de extraccion por maceraciéon con metanol se observa

gque el extracto tuvo mayor actividad antioxidante, con ICsp de 1.92+0.15 mg/mL.




Los resultados que se muestran en la Gréfica 4 corresponden a los valores de 1Cs
de todos los extractos.
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Gréfica 4. Actividad antioxidante presente en los extractos de cascara de toronja

residual (Citrus paradisi), empleando diferentes técnicas de extraccion.

Los extractos con mayor actividad antioxidante fueron los siguientes en orden

descendiente: maceracién> Soxhlet > hidrodestilacion > hidrodestilacién asistida

mediante sonicacion.

Se ha reportado un buen rendimiento de extraccibn con metanol de los
componentes polifendlicos presentes en la cascara de toronja (Zahoor S., 2016;
Zhang et al., 2007). Los componentes de extractos obtenidos con metanol son
diferentes a los obtenidos mediante hidrodestilacion debido a que el aceite
esencial de toronja obtenido se compone principalmente de limoneno y trazas de

algunos terpenos, el cual presenta baja actividad antioxidante, (Bacanl et al.,
2015; Yang et al., 2010).



6.5 Estabilidad oxidativa del aceite

La oxidacién de los lipidos es una de las principales causas de deterioro de la
calidad de los alimentos. Los lipidos son susceptibles a los procesos oxidativos en
presencia de catalizadores como calor, generando hidroperdxidos y dienos
conjugados como productos de oxidaciébn primarios que posteriormente se
degradan a productos secundarios como alcoholes, aldehidos, cetonas,
hidrocarburos, acidos organicos volatiles y epoxi compuestos, entre otros (Shahidi
& Zhong, 2015).

El estudio de la estabilidad oxidativa se llevd a cabo con tres muestras: control
(aceite de oliva extra-virgen), aceite de oliva adicionado con BHT y aceite de oliva
adicionado con el extracto de cascara de toronja obtenido con la técnica de
maceracion con metanol. Las muestras se almacenaron en condiciones
aceleradas a 55°C por un periodo de 21 dias (Chong et al., 2015), que equivalen a
16 meses de almacenamiento en temperatura ambiente de acuerdo a Matthaus,
2010.

El extracto de toronja utilizado fue el obtenido con la técnica de maceracién con
metanol. Los cambios oxidativos de las muestras almacenadas fueron
monitoreados cada 7 dias durante 21 dias, determinando el indice de peréxidos,

indice de yodo e indice de acidez.

6.6 Indice de Acidez

El indice de acidez (IA) normalmente refleja la cantidad de &acidos grasos
hidrolizados presentes una muestra de aceite se usa a menudo como un indicador
de la calidad del aceite (O’Keefe & Pike, 2010).

En la gréfica 5 se observa que el indice de acidez adicionado con el extracto de
cascara de toronja aumenta al igual que el aceite adicionado con BHT, en el dia
21 el aceite adicionado con el extracto metandlico de cascara presenta una mayor

acidez que el aceite control.
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Gréfica 5. indice de acidez de las diferentes muestras a través del tiempo usando
como control aceite de oliva, aceite de oliva adicionado con 150 ppm de extracto
de céascara de toronja y aceite de toronja adicionado con 200 ppm de BHT a 55°C

por 21 dias.

En la tabla 3 se muestran los resultados del indice de acidez con su respectiva desviacion

estandar y analisis estadistico Tukey.



Tabla 3. indice de acidez en aceite de oliva con extracto de céscara de toronja,

BHT y control, almacenados bajo condiciones aceleradas 55°C por 21 dias.

indice de acidez (mg KOH/g muestra)

Muestra/Tiempo | O 7 14 21

Extracto de | 0.0428+0.0056° | 0.0464+0.0014° | 0.0442+0.0015° | 0.0489+0.0004°
cascara de

toronja

BHT 0.0395+0.0133° | 0.0453+0.0045°% | 0.0478+0.0012% | 0.0486+0.0006°
Control 0.0428+0.0220° | 0.0391+0.0142° | 0.0467+0.0016% | 0.0407+0.0137°

n=3, promedio + desviacion estandar.
Andlisis estadistico para indice de acidez por dia. El superindice 2 indica que no

hubo diferencia significativa (p<0.5) entre los valores.

6.7 indice de Peréxidos
En general, la oxidacion de lipidos produce peréxidos como productos de primera
generacion que son inestables y se degradan a una amplia gama de productos

secundarios incluidos compuestos volatiles y no volatiles (Shahidi & Zhong, 2015).

El indice de perdoxido (IP) es una de las pruebas mas utlizadas en la

determinacién de la calidad de los aceites (O’keefe & Pike, 2010).

En la grafica 6 se observa un incremento en el indice de peréxidos durante el
almacenamiento, el aceite adicionado con BHT presenta un menor indice de
perdxidos que el aceite adicionado con el extracto de cascara de toronja, ambos
por debajo del valor maximo permitido de 20 meq de peréxido /g (NMX-F-109-
1982)
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Gréfica 6. Indice de perdxidos de las diferentes muestras a través del tiempo

usando como control aceite de oliva, aceite de oliva adicionado con 150 ppm de

extracto de cascara toronja y aceite de oliva con 200 ppm de BHT a 55°C por 21

dias.

En la tabla 4 se muestran los resultados del indice de peroxidos con su respectiva

desviacion estandar y analisis estadistico Tukey.

Tabla 4. indice de perdxidos en aceite de oliva con extracto de cascara de toronja,

BHT y control, almacenados bajo condiciones aceleradas 55°C por 21 dias.

indice de peréxidos (meq peréxidos/kg muestra)

Muestra/Tiempo | 0 7 14 21

Extracto de | 6.8126+1.3747° 11.0117+1.9360° 7.8541+2.1241° 14.2335+1.5112°%
cascara de

toronja

BHT 5.8145+2.1556 % 8.6169+2.27832 13.0722+0.4641° | 12.6247+1.0042%
Control 4.6749+1.8665? 7.3917+1.0819° 10.9543+2.1935% | 12.2257+0.3082°

n=3, promedio * desviacién estandar.

Andlisis estadistico para indice de perdxidos por dia. El superindice

a-c

indica

diferencia significativa (p<0.5) entre los valores, donde # es el menor indice y © el

mayor.




Se muestra que existe diferencia significativa entre las muestras adicionadas con
extractos y el aceite control al dia 14 donde disminuy6 el indice de peréxidos del

aceite adicionado con extracto metandlico de cdscara de toronja.

6.8 indice de Yodo

El indice de yodo es una medida del grado de insaturacién, en relacién con la
cantidad de aceite, cuanto mayor es la cantidad de insaturacion, mas yodo se
absorbe y mayor es el indice de yodo (O"Keefe & Pike, 2010).

En la grafica 7 se observa como el indice de yodo disminuye durante el

almacenamiento de las muestras
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Gréfica 7. indice de yodo de las diferentes muestras a través del tiempo usando
como control aceite de oliva, aceite de oliva adicionado con 150 ppm de extracto

de cascara toronja y aceite de oliva con 200 ppm de BHT a 55°C por 21 dias.
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En la tabla 5 se muestra los resultados del indice de yodo con su respectiva

desviacion estandar y andlisis estadistico Tukey.

Tabla 5. indice de yodo en aceite de oliva con extracto de cascara de toronja, BHT

y control, almacenados bajo condiciones aceleradas 55°C por 21 dias.

indice de yodo (centigramos de l,/g muestra)

Muestra/Tiempo | O 7 14 21

Extracto de | 91.40+3.86° 87.4146.90° 95.20+1.64° 75.7445.01°
cascara de

toronja

BHT 89.95+7.41° 84.47+6.43° 97.93+1.11°° 81.9946.39°
Control 89.8248.75° 85.59+3.30° 92.33+1.43° 78.12+44.72°

n=3, promedio * desviacion estandar.

Andlisis estadistico para indice de yodo por dia. El superindice *° indica diferencia

significativa (p<0.5) entre los valores, donde ® es el menor indice y © el mayor.

En la tabla anterior puede observarse que existe diferencia significativa entre el

aceite adicionado con BHT vy el aceite control al dia 14.




7 Conclusiones

1. Se analizaron los extractos obtenidos de la cascara de toronja (Citrus paradisi)
mediante los métodos de extraccion: Maceracion, Soxhlet e hidrodestilacion

asistida con ultrasonido.

2. El orden de rendimiento de extraccion fue el siguiente: maceraciéon usando
metanol (47.46%) > Soxhlet empleando metanol (15.25%) > hidrodestilacion
asistida mediante sonicacion 5.29% > hidrodestilacion 4.78%.

3. El extracto con mayor cantidad de polifenoles fue el obtenido mediante el
método de maceracion con metanol (56.83+19.61 EAG/g de extracto).

4. El extracto con mayor actividad antioxidante fue el obtenido mediante el método
de Soxhlet con metanol (ICso de 1.92+0.15 mg/mL).

5. El estudio de estabilidad oxidativa no presenta diferencia significativa entre las
muestras de control (aceite de oliva), aceite adicionado con BHT y aceite
adicionado con extracto de cascara de toronja. Por lo anterior se concluye que el
extracto de cascara de toronja no mostro ser eficiente para retardar el proceso de

oxidacion bajo las condiciones empleadas en este experimento.
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