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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

Actualmente la incesante generacion de residuos sélidos ha sido considerada un tema
de atencién mundial debido a los riesgos que ocasiona al medio ambiente. Dentro de
los residuos solidos generados se encuentran los biorresiduos a los cuales se les ha
prestado suma atencion por su oportunidad de aprovechamiento en la generacion de
productos beneficiosos (Isiaka, 2023). En los citricos se tiene identificado un elevado
porcentaje de desperdicio, principalmente de cascara, siendo de entre un 40 y 50%.
Por este hecho, se vuelve relevante continuar el desarrollo en las diferentes formas
de aprovechamiento, recuperando compuestos nutracéuticos tales como los

polifenoles, importantes por su actividad antioxidante (Haokip et al., 2023).

Por otro lado, el uso de antioxidantes sintéticos es la forma mas adecuada de
estabilizar los aceites comestibles, sin embargo, el uso de tales sustancias ha sido
cuestionado debido a sus posibles riesgos para la salud (Kahl y Kappus, 1993). Se
ha encontrado que tanto la terbutil Hidroquinona (TBHQ) como el Butilhidroxianisol
(BHA) pueden ejercer efectos inmunotdxicos en recién nacidos y adolescentes a
través de un efecto citotoxico sobre los linfocitos (Takeda et al., 2017). El eritorbato
de sodio puede provocar cambios mutagénicos y efectos cancerigenos (Boeira et al.,
2020; Bellucci et al., 2022). La exposicion prolongada al BHA puede provocar niveles
anormales de calcio, estrés en el reticulo endoplasmico y disfuncion mitocondrial en
los testiculos (Ham et al., 2020). Por lo tanto, la busqueda de antioxidantes de origen

natural se vuelve una necesidad en el desarrollo de productos alimenticios saludables.

La presente investigacion tiene como principal propoésito, determinar el efecto
antioxidante del polvo de cascara de naranja mexicana (Citrus sinensis) a diferentes
concentraciones en la estabilidad oxidativa del aceite de soya, ademas de obtener las
propiedades electronicas de los principales antioxidantes presentes en el polvo de
cascara de naranja empleando calculos tedricos para obtener los descriptores
moleculares utiles en el analisis de su capacidad antioxidante y compararla con el

conservador de alimentos BHT.



OBJETIVOS E HIPOTESIS.

2. OBJETIVOS E HIPOTESIS.

Objetivo general.
Evaluar el efecto de la adicion de diferentes concentraciones de polvo de cascara de
naranja mexicana (Citrus sinensis) en la estabilidad oxidativa de un aceite de soya

comercial.

Objetivos particulares.

e Identificar la concentracion de polvo de cascara de naranja 6ptima (PCN) para
ser utilizada como antioxidante natural en el aceite de soya comercial.

e Realizar la extraccién con etanol y cuantificar el contenido de polifenoles
totales y determinar la actividad antioxidante del polvo de cascara de naranja
utilizado en las pruebas de deterioro oxidativo del aceite de soya comercial.

e Comparar la muestra de aceite mejor estabilizada con PCN contra una muestra
estabilizada con un antioxidante sintético (BHT) y contra el extracto etandlico
del mismo PCN.

e Determinar qué tan viable es el PCN como antioxidante natural del aceite de

soya comercial en la sustitucién de los actuales antioxidantes sintéticos.

Hipotesis.

La adicion del polvo de cascara de naranja al aceite de soya comercial le
proporcionara una mayor estabilidad oxidativa frente a reacciones tipicas de deterioro

oxidativo en comparacién con el antioxidante sintético BHT.
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3. ANTECEDENTES.

3.1 Residuos.

La industrializacion de paises en desarrollo trae consigo problemas de gestion
ambiental, los cuales se vuelven cada vez mas importantes con el crecimiento
acelerado que existe actualmente. Una de las problematicas mas importantes es la
generacion de desechos solidos, la cual ya ha sido reconocida como un tema critico
por numerosos estudios (Liu et al., 2016 ; Zhou et al., 2017 ; Guan et al., 2019). Por
lo anterior, existe un desafio hacia la investigacion de nuevas tecnologias de reciclaje,
mejorando la gestién de residuos y facilitando el objetivo de un desarrollo sostenible

en contra de una inminente expansion de actividades industriales.

Se entiende por desecho sélido a la basura o cualquier desperdicio material que se
produce en el desarrollo de la vida cotidiana o alguna actividad industrial, estos
desechos pueden ser peligrosos o no (Ting et al., 2022). En base a esta definicion,
todas las industrias tienen consigo una generacion de residuos sélidos. Se prevé que
la produccion mundial de residuos aumentard de 2.010 millones de toneladas
producidas en 2016 a 3.400 millones de toneladas anuales en las proximas tres
décadas (Kaza et al., 2018).

De acuerdo con la clasificacion indicada por la “Secretaria de medio ambiente y
recursos naturales” de México (SEMARNAT) se puede clasificar a los residuos solidos
en dos grandes grupos; los residuos sélidos domiciliarios (RSD) y residuos solidos no
domiciliarios (RSND). Esta clasificacion permite identificar el tipo de residuos que
tienen un mayor impacto en el medio ambiente. En 2020 tras un informe publicado
por SEMARNAT, los datos de la generacion per capita de residuos en México indican
gue el promedio general de RSD es de 0.653 kg/hab/dia mientras que el de RSND es
de 0.291 kg/hab/dia, sumando un total de 0.944 kg/hab/dia. Este informe también
permite observar datos importantes acerca del porcentaje de residuos desglosados
por categoria y subproductos en donde se puede destacar la elevada cantidad de
residuos generados por los desechos alimenticios, con un total de 33.07%, ver Figura
1.
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Envase de carton Fibras sintéticas 0.34 %

encerado 151 % Hule 0.54 %

Lata 0.98 %
Carton Material ferroso 0.88 %
4.55% — Material no ferrose 0.57 %
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Material de construccion 0.70 % 6.755%
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10.84 %

Vidrio transparente 313 %

Cuero 0.46 %

Fibra dura vegetal 0.73 %
—Hueso 0.52 %

- Madera 0.79 %

Figura 1. Composicion porcentual de los residuos en México elaborada con informacion del
CNGMD 2017 y de los PPGIR en sus modalidades estatal, municipal e intermunicipal.
(SEMARNAT, 2020)

3.1.1 Residuos alimentarios.

Podemos definir los residuos de alimentos como todo lo que se descarta o se pierde
en diversas etapas de la cadena de suministro de alimentos, incluida la produccion,
el almacenamiento, el procesamiento, la distribucion y los alimentos no consumidos
en los hogares y empresas (Teigiserova et al., 2020). Un estudio de las Naciones
Unidas (ONU, 2021) indicé que en el 2019 un 17% de los alimentos a nivel mundial
fueron desperdiciados, equivaliendo a un total de 930 millones de toneladas,
reconociendo asi, que el desperdicio de alimentos es un problema global no solo del
mundo desarrollado. El desperdicio de alimentos tiene importantes efectos
ambientales, sociales y econdémicos. Por ejemplo, en un momento en que la accion
climatica aun esta rezagada, entre 8% y 10% de las emisiones globales de gases de

efecto invernadero estan asociadas con alimentos que no se consumen.


http://www.fao.org/fileadmin/templates/nr/sustainability_pathways/docs/FWF_and_climate_change.pdf
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3.1.2 Valorizaciéon de residuos alimenticios.

Son numerosas las industrias de alimentos que ya han iniciado la tarea de realizar
investigaciones hacia una valorizacion de sus residuos alimentarios generados. En
los alimentos derivados del mar dentro de la Unidn Europea, se ha introducido el “Plan
de accién de Economia Circular”, con el fin de aumentar el consumo de productos del
mar y cambiar el tipo de consumo de una economia lineal a una economia circular
(EC) (Comisién Europea., 2020). En la cadena agroalimentaria, la economia circular
tiene por objetivo disminuir los residuos y al mismo tiempo, aprovechar al maximo los
desechos, subproductos y coproductos agricolas, ver Figura 2. Esto se hace mediante
el uso de tecnologias innovadoras y practicas comerciales rentables para aumentar
su valor agregado (Trisha et al., 2017). El desarrollo de la EC requiere la adopcion de
sistemas de circuito cerrado que trabajen hacia los objetivos de mejorar la
sostenibilidad econdémica y ambiental.

Biorrefineria

Conversion
Extraccion —— Residuos — hiolégica

quimicay
termoquimica

Tecnologias
convencionales
y avanzadas

y

Desechos de alimentos Multiples productos

, . Antioxidantes,
Nutraceuticos, productos
ECO n O m I a CI rC u la r farmaceéuticos, ingredientes
cosmeéticos, bioplasticos,
bioenergia, fertilizantes,
alimento de ganado

Uso del producto enla cadena
de suministro de alimentos

L L OL ¢
= b ) &

Figura 2. Diagrama basico de la economia circular (Talekar et al, 2023)

Se piensa que el avance hacia una economia circular podria ser la clave hacia el
aprovechamiento y reduccion de los residuos alimentarios generados diariamente

(Waluyo y Kharisma, 2023). Los residuos alimentarios incluyen una cantidad
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importante de compuestos bioactivos, como proteinas, carbohidratos, lipidos, lignina,
polifenoles y colorantes naturales, los cuales con las técnicas apropiadas pueden ser
recuperados y ser aprovechados en la produccion de nuevos alimentos, o utilizados
en la industria farmacéutica o quimica (Campuzano y Gonzalez-Martinez, 2016; Azam
et al., 2020; Manu et al., 2021) . Son numerosas las formas en las que se podrian
seguir aprovechando los residuos de las frutas y verduras, las cuales son los
principales residuos generados. Como ejemplo, se ha estudiado la viabilidad para
utilizar los residuos de cascara de sandia para absorber metales pesados (Wang,
2022). Existen estudios que evaltan la viabilidad de produccion de energia a través
de desechos, tal es el caso de la produccion de bioelectricidad a partir de residuos de
frutas (Gehring et al., 2020). A partir de residuos de platano y naranja se logran
producir picos de voltaje de 0,067V con celdas elaboradas de electrodos de carbén
activado y zinc (Florian et al., 2019). De igual forma, se ha demostrado que con
residuos de naranja, mango y platano en celdas fabricadas con electrodos de fieltro,
se logran obtener picos de voltaje de 370, 130 y 120 mV respectivamente (Varma et
al., 2019).

3.1.3 Valorizacion de cascara de naranja citrus sinensis.

La corteza de los citricos se compone de dos divisiones principales, flavedo y albedo
como se muestra en la Figura 3, esta contiene principalmente flavononas y sus

derivados, como las flavonas polimetoxiladas (Haokip et al., 2023).
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Figura 3. Morfologia de los tejidos y composicién quimica principal de la naranja
(CONAHCYT., 2023).
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1. Taxonémicamente la “Naranja dulce” (Citrus sinensis) también conocida como
naranja, naranja amarilla, naranjo, entre otros nombres, proviene de la familia
Rutaceae, subfamilia Aurantiodeae (Bustamante et al., 2001; Bown, 2004;
Kamal et al., 2011; Hynnewta et al.,, 2014). La subfamilia Aurantiodeae
comprende 33 géneros y 210 especies incluyendo el género citrus, Figura 4
(Swingle, 1967; Bayer, 2009; Morton et al., 2014).

EUEIGNEN » Aurantiodeae

Figura 4. Clasificacion taxonémica de la Naranja dulce Citrus sinensis (Moore, 2001).

Segun varios estudios y de acuerdo con los documentos mas antiguos, el origen del
género Citrus se sita en el sudeste tropical de Asia, el sur de China y Malasia.
(Agouillal et al., 2017). En cuanto a la especie Citrus Sinensis, es la mas importante
del género, representando alrededor del 50% de la produccién mundial de citricos
(Seminara et al., 2023).

Segun datos publicado por SENASICA en su informe “Analisis de impacto econémico
ante un posible establecimiento y dispersion del cancro de los citricos en México en
areas comerciales” y en base a datos de la FAO publicados en 2022, las diversas
variedades de citricos representan el mayor impacto de produccion de frutas a nivel
global, representando el 19% de la produccion mundial, aportando 180 millones de
toneladas para el afio 2020. En México en 2021 la produccién de citricos represento

un valor estimado de 36 mil millones de pesos, siendo el 2° lugar a nivel mundial en
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producciéon de limones y limas, 4° en toronjas y 5° en produccion de naranjas,

tangerinas, mandarinas y clementinas (SENASICA, 2022).

En las naranjas se tiene identificado un elevado porcentaje de desperdicio,
principalmente de céscara, siendo de entre un 40 y 50% (Haokip et al., 2023). México
es uno de los principales productores por lo que se vuelve relevante investigar nuevas
formas de aprovechamiento, recuperando compuestos nutracéuticos, tales como los
polifenoles, importantes por su actividad antioxidante (Haokip et al., 2023). La Figura
5 redne algunos de los principales compuestos fitoquimicos que pueden ser

recuperados de los desechos de los citricos (Magbool et al., 2023).
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Figura 5 . Algunos principales fitoquimicos presentes en los desechos de citricos (Magbool

et al., 2023).

3.2 Antioxidantes.

En la industria de los alimentos los antioxidantes son adicionados para eliminar los
radicales libres e inhibir las reacciones de oxidacion en la preservacion de su vida util
(Garg et al., 2022). Los lipidos forman un componente esencial en los productos
alimenticios debido a la nutricién, la saciedad, la sensacion en boca y la promocion
de la salud. Sin embargo, los lipidos son los principales objetivos del proceso de
autooxidacion debido a su baja estabilidad (Garg et al., 2022). Los antioxidantes se

clasifican en primarios y secundarios segin su mecanismo de accion (Jacobsen,
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2019). Algunos antioxidantes pueden tener mas de un mecanismo de accion (Berdahl
et al., 2010).

Los antioxidantes primarios, también conocidos como antioxidantes interrumpores de
reacciones en cadena, pueden reaccionar directamente con los radicales libres y
convertirlos en productos mas estables y no radicales. Algunos de los antioxidantes
primarios sintéticos son el hidroxitolueno butilado (BHT), el hidroxianisol butilado
(BHA), el galato de propilo y la butilhidroquinona terciaria (TBHQ). Como
antioxidantes primarios naturales tenemos el tocoferol, el 4cido ascorbico , el cido

cafeico y el &cido rosmarinico (Jacobsen, 2019).

Los antioxidantes secundarios inhiben la oxidacion de lipidos mediante diferentes
mecanismos, como la quelacion de metales de transicion, la eliminacion de oxigeno
y la extincion del oxigeno singlete. Algunos antioxidantes secundarios quelantes de
metales son: etilendiaminotetraacético sintético (EDTA), polifosfatos, fitato, caseinato

y lactoferrina (Jacobsen, 2019).

3.2.1 Antioxidantes sintéticos.

El desarrollo de antioxidantes como aditivos alimentarios intencionales comenzo en
la década de 1920 y se convirtié en una industria importante en las décadas de 1940
y 1950 .(Berdahl et al., 2010). EI BHA fue aprobado para uso alimentario con funcion
antioxidante a finales de la década de 1940, posteriormente fueron aprobados el BHT
y el Galato de propilo (Berdahl et al., 2010). En 1972 en Estados Unidos se aprobo el
uso de TBHQ para su uso en aceites poliinsaturados (Sherwin, 1989). El BHA, BHT,
Galato de propilo y TBHQ son fenoles hidroxi sustituidos y como tales, actian como
eliminadores de radicales al donar atomos de hidrogeno, formando asi radicales
fenoxi mas estables que no contribuyen al mecanismo de oxidacién de lipidos.
(Berdahl et al., 2010). Al ser afladidos en alimentos es comudn su utilizacion como
mezclas. El Departamento de Agricultura de los Estados Unidos por sus siglas en
ingles USDA permite la adicion de BHT Y BHA con una concentracion de 0.01% solos
0 0.02% de manera sinérgica (Du et al.,, 2022). Como ejemplo de compuestos
guelantes y secuestrantes, el acido etilenodiaminatetraacético (EDTA) es un agente

secuestrante de metales de calidad alimentaria aprobado por la Administracion de

9
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Alimentos y Medicamentos por sus siglas en ingles FDA (Ash, 2004). El EDTA es
comunmente utilizado en bebidas y emulsiones tales como la mayonesa, aderezos,
productos lacteos, que contienen fase acuosa (Berdahl et al., 2010). En la Figura 6 se
redanen los principales antioxidantes sintéticos utilizados en la industria de los
alimentos (Sherwin, 1989; Berdahl et al., 2010).

\

o OH OH
OH OH
BHA BHT TBHQ

Figura 6. Principales antioxidantes sintéticos utilizados en la industria de alimentos
(Sherwin, 1989; Berdahl et al., 2010).

3.2.1.1 Riesgos hacia la salud por uso de antioxidantes sintéticos.

Si bien, los antioxidantes sintéticos han sido utilizados por décadas, actualmente
existe un enorme debate sobre los efectos negativos que conlleva la utilizacion de
cada uno de ellos. Como efectos adversos, tenemos que; estudios in vivo han
indicado los posibles efectos toxicoldgicos del BHT y BHA, tales como, promocion de
tumores en los pulmones (Meier et al., 2007), perturbacion en la esteroidogénesis
(Sun et al., 2019 ) citotoxicidad en humanos y astrocitos (Park et al., 2019). Se ha
demostrado que el BHA conduce a un aumento de la incidencia de obesidad en
ratones debido a sus efectos sobre la adipogénesis (Sun et al., 2019). Un efecto
prolongado de BHA puede provocar niveles anormales de calcio, estrés en el reticulo
endoplasmico y disfuncion mitocondrial en los testiculos, lo que eventualmente resulta
en su disfuncién (Ham et al., 2020). El galato de propilo en presencia de cobre causa
dafnos extensos en el ADN en forma de roturas de hebras de ADN (Blundell et al.,
2022).
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3.2.2 Antioxidantes naturales.

Los antioxidantes naturales estan presentes principalmente en las plantas, pero
también pueden encontrarse en otros reinos ( Lourenco et al., 2019; Kumar et al.,
2021). Las fuentes de antioxidantes naturales son descendientes de diversos
parametros como origen, madurez, condiciones climaticas y aspectos genéticos.
(Gouvéa et al., 2023).

Los compuestos fendlicos son los principales fitoquimicos con potencial antioxidante
Figura 7. Estos compuestos presentan una estructura comun de anillo aromatico con
uno o mas hidroxilos, los cuales son capaces de inactivar radicales libres que inician
el proceso de oxidacibn mediante mecanismos de transferencia de atomos de
hidrégeno y transferencia de electrones (Albuquerque et al., 2021). Esta clase incluye
acidos fendlicos , flavonoides , taninos, estilbenos y lignanos (Oliveira et al., 2018 ;
Kumar y Goel, 2019).

OH

Figura 7. Grupo fenol caracteristico de la estructura de los compuestos fendlicos
(Bowsher et al., 2008).

3.2.3 Antioxidantes presentes en Citrus sinensis.

La cascara de los citricos puede ser separada en pericarpio o flavedo (superficie
exterior coloreada) y mesocarpio o albedo (Capa interior blanca y suave). En estas
capas exteriores se han reportado un conjunto de diferentes biomoléculas. Balwinder
Singh y colaboradores en 2020 reportaron compuestos fenélicos (acidos fendlicos,
flavanonas y flavonas polimetoxiladas) , carotenoides y acido ascorbico.
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Los compuestos fendlicos muestran diversas bioactividades, como propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, anticancerigenas y antiinflamatorias, antimutagénicas
y antialérgicas (Singh et al., 2016; Sridharan et al., 2016; Ferreira et al., 2018;). Las
propiedades reductoras y la estructura quimica de los compuestos fendlicos juegan
un papel importante en la neutralizacion de radicales libres y quelacion de metales de
transicion, que actian en los pasos de iniciacion y propagacion de las reacciones de

autooxidacion de lipidos.

Un estudio de cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) detallado realizado en
un extracto butanolico y un extracto acuoso procedentes de cascara de naranja Citrus
sinensis indico la presencia de los compuestos mostrados en la Tabla 1 (Doha et al.,
2022). La Figura 8 muestra la estructura de los principales compuestos antioxidantes

presentes en la cascara de naranja.

Tabla 1. Andlisis de HPLC realizado en dos diferentes extractos de cascara de naranja
Citrus sinensis. (Doha et al., 2022)

Compuestos Extracto butandlico Extracto acuoso
(Hg/9) (Mg/9)
Acido galico 79298.7 19243.5
Acido clorogénico 5522.0 2706.9
Catequina - 2814.7
Galato de metilo - 5.4
Acido cafeico 1159.9 6.8
Acido siringico 327.1 381,5
Pirocatecol 881,6 -
Rutina 105,7 35.2
Acido elagico 10124.7 23,5
Acido cumarico 464,7 3.3
Vanilina 22.4 -
Acido ferdlico 567,9 627,4
Naringenina 1000.1 621.4
Hesperidina 1526.7 2086,7
Taxifolina 103,7 55
Acido cinamico 6.0 -
Kaempferol 11.0 -

12
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Figura 8. Principales compuestos fendlicos identificados mediante un analisis de HPLC en
dos diferentes extractos de cascara de naranja Citrus sinensis (butanolico y acuoso) (Doha
et al., 2022).

3.3 Técnicas de extraccion de antioxidantes.

Los compuestos antioxidantes como lo son los fenoles simples y los polifenoles son
muy demandados debido a su utilizacion en el enriguecimiento de alimentos y como
nutracéuticos (Pinela et al., 2016). Esto justifica el desarrollo de nuevos métodos
rapidos para su extraccion conjunta o individual a partir de una variedad de materias
primas. Es por esto que se han desarrollado una serie de métodos para extraer

fenoles a partir de subproductos de la industria agroalimentaria (Pinela et al, 2016).
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3.3.1 Extraccién sélido-liquido (Maceracion).

Este es el tipo de método mas antiguo para la extraccion de extractos de origen
vegetal Figura 9. En este tipo de método el soluto a extraer debe de tener una mayor
solubilidad en el disolvente que en la fase original de la matriz vegetal (Cravotto et al.,
2021). Una manera de aumentar la rapida y completa extraccion es aumentando el
area de contacto de la materia vegetal con el disolvente, esto se logra reduciendo el
tamafo de particula entre 250 um y 600 um, dependiendo de la situacion. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que un tamafio de grano demasiado pequefio
puede provocar aglutinaciones y filtraciones posteriores en el filtrado final. Los pasos
gue seguir en este tipo de método son; la dispersion de la fase sélida (la cual contiene
al soluto) en un disolvente afin al soluto, el mezclado de las fases, reposo y

eliminacion de la fase soélida mediante el método de filtracion (Cravotto et al., 2021).

Tapén
_—

Medio de extraccion

»_.  Materia prima
gl "atona prima

Figura 9. Modelo de extraccion bésica sélido-liquido (Maceracion).

Este método conlleva la utilizacion de grandes cantidades de disolventes y tiempos

prolongados de extraccion.
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3.3.2 Extraccién asistida por ultrasonido.

Este tipo de técnica se encuentra entre las preferidas para la extraccion de
compuestos debido a la alta eficiencia de la misma, Figura 10. La extraccion de
metabolitos asistida por ultrasonido aporta grandes ventajas debido al ahorro de
tiempo y a la calidad del extracto (Zhu et al., 2017). Es un tipo de técnica muy
explotada debido a que se clasifica como un tipo de tratamiento no térmico, lo cual
evita la degradacion de los extractos de alimentos termosensibles (Li et al., 2013;
Chemat et al., 2017). La cavitacion generada por las fuerzas de ultrasonido ocasiona
altas fuerzas de corte y microburbujas que mejoran la erosion de la superficie,
aumentando su fragmentacion. Se ha observado que independientemente de que a
nivel molecular se alcanzan temperaturas y presiones muy elevadas, los compuestos
activos permanecen inalterados. Esto puede atribuirse al hecho de que las
condiciones intensas solo existen durante intervalos de tiempo muy pequefios
(normalmente unos pocos microsegundos) y, por tanto, no dan lugar a ninguna

desactivacion o desnaturalizacion (Cravotto et al., 2021).
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Figura 10 . Diagrama esquemaético de un aparato de extraccion asistida por ultrasonido
(Zhang et al., 2008).
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3.3.3 Extraccion por Soxhlet.

La extraccion Soxhlet Figura 11 es una herramienta muy util, utilizada desde hace
mucho tiempo para la extraccion y recuperacion de analitos valiosos de diferentes
matrices solidas (Zygler et al., 2012). En la extraccion por Soxhlet el analito se
concentra de la matriz en su conjunto o se separa de sustancias que interfieren en

particular. (Castro et al., 2013).

En el Soxhlet convencional, la muestra se coloca en un soporte dedal que durante el
funcionamiento se llena gradualmente con disolvente nuevo condensado de un
matraz de destilacion. Cuando el liquido alcanza un nivel de desbordamiento, un sifon
aspira todo el contenido del dedal y lo descarga nuevamente en el matraz de
destilacion, transportando los analitos extraidos en el liquido a granel. Esta operacion

se repite hasta lograr la extraccion completa (Zyngler et al., 2012).

Condensador

Extractor

Sifén

Matraz bola

[ o }__Parilla

Figura 11 Equipo de destilacion Soxhlet para extraccién de compuestos bioactivos (Castro
et al., 2013).
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Como la eleccion del disolvente afecta significativamente la eficiencia de la extraccion,
la seleccion de éste debe basarse en su capacidad para disolver los analitos objetivo
sin afectar la matriz de la muestra. También se debe considerar el tipo de muestra y

la fuerza de las interacciones analito-matriz (Zygler et al., 2012).

3.3.4 Extraccién asistida por microondas.

Las microondas son ondas electromagnéticas las cuales se clasifican como
radiaciones no ionizantes. En este tipo de técnica una de las variables mas
importantes a controlar es la generacién de calor, la cual se ve influenciada por la
frecuencia y la potencia aplicada Figura 12. Las variables de este tipo de proceso son;
tiempo de exposicion, tamafio de muestra, viscosidad, tipo de disolvente y
temperatura. Esta técnica permite la mezcla de disolventes polares o no polares con

el fin de mejorar la eficiencia o economizar el proceso.

A escala de laboratorio, la extraccidn asistida por microondas se utiliza principalmente
para lograr la extraccion exhaustiva de componentes especificos, generalmente sin
tener en cuenta la calidad o la posible degradacion de los extractos.
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U
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) ; ™~
Punto de

ruptura

Microondas entrantes
Microondas entrantes

Pared celular Humedad

evaporada
Membrana
Acumulacién

1
1
1
Humedad de presion )
1
I

Vacuola
Vacuola Vacuola ; Vacuola

K Célulaseca Célulaestirada Pared célula estirada Célulavegetal rota /

Figura 12. Mecanismo de accion de la extraccion de compuestos bioactivos asistida por

microondas (Chan et al., 2017).
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Como principales ventajas de este método tenemos, el tiempo de procesamiento y
los volumenes de disolvente a utilizar, ambos siendo considerablemente mas bajos
gue en otras técnicas como lo son la maceracion (Chan et al., 2017). Las restricciones
especificas de este tipo de método son dependientes del extracto a recuperar, ya que
la estabilidad de los compuestos se puede ver comprometida por las temperaturas
alcanzadas en las pruebas (Luque y Castillo, 2016).

3.4 Métodos de evaluacion de actividad antioxidante.

Un antioxidante es, quimicamente hablando, un agente reductor. Los agentes
reductores se definen como moléculas que pueden recibir electrones y/o donar
hidrogeno. Hay varias formas de evaluar la reduccion de la actividad. Estos varian
segun la naturaleza de las especies radicales que se eliminan. En consecuencia, es
apropiado considerar el uso de varios métodos diferentes de andlisis cuando se busca

definir las propiedades antioxidantes (Griffiths, 2016).

3.4.1 Ensayo de Folin-Ciocalteu.

El ensayo Folin-Ciocalteu es uno de los ensayos mas populares para el analisis de
los compuestos fendlicos (Singleton y Rossi, 1965; Singleton et al., 1999). El principio
del ensayo, es la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu (FCR) en presencia de
compuestos fendlicos, lo que da como resultado la produccién de azul de molibdeno-
tungsteno que se mide espectrofotométricamente a 760 nm y la intensidad aumenta
linealmente con la concentracion de fendlicos en el medio de reaccion como lo
describen Swain y Hillis (1959).

El método tiene las ventajas de ser facil, rapido y altamente reproducible (con un
menor coeficiente de variacidén). Sin embargo, tiene una limitacién, los reactivos para
este método no reaccionan especificamente solo con fendlicos, sino que también
reaccionan con otros compuestos oxidables como el acido ascorbico, aminas

aromaticas, azucares reductores y aminoacidos aromaticos (Khoddami et al., 2013).
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3.4.2 Capacidad de reduccion férrica del plasma (FRAP).

La capacidad reductora férrica del plasma (FRAP) se basa en la reduccién de un
complejo férrico coloreado a ion ferroso a pH bajo, lo que provoca la formacion del
complejo ferroso tripiridiltriazina coloreado. Los valores se obtienen comparando el
cambio de absorbancia a 593 nm en las mezclas de reaccién de prueba con aquellas

gue contienen cloruro ferroso azul (Griffiths, 2016).

3.5 Mecanismos oxidacion de los lipidos.

Las grasas comestibles que contienen moléculas insaturadas son susceptibles a la
oxidacion de lipidos, dando lugar a compuestos de sabor voléatiles indeseables,
productos de oxidacion potencialmente toxicos y un deterioro general de la calidad de
la grasa (O'Brien et al.,, 2022). Los mecanismos de reaccion y la velocidad de
oxidacién de los lipidos se ve influenciada por distintos parametros como lo son; la
composicién de acidos grasos, la presencia de prooxidantes y antioxidantes, el tipo
de lipido (triacilgliceroles, fosfolipidos y otros) y las condiciones de almacenamiento,
por ejemplo; temperatura, luz, disponibilidad de oxigeno y actividad del agua. Segun
el mecanismo de reaccion, la oxidacion de lipidos se puede clasificar en; Oxidacion
enzimatica, Fotooxidacion (oxigeno singulete) y Autooxidacion (Mozuraityte et al.,
2016).

3.5.1 Oxidacién enzimética.

Las lipoxigenasas son enzimas que contienen hierro y pueden catalizar la insercion

de 0, en un &cido graso insaturado produciendo hidroperéxidos lipidicos. Las

mieloperoxidasas pueden iniciar la oxidacion de lipidos en presencia de peréxido de

hidrégeno (H,0,) y haluros como bromuros y yoduros (Mozuraityte et al., 2016).
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3.5.2 Fotooxidacion (oxigeno singulete).

En presencia de fotosensibilizadores y bajo la exposicion de la luz, el oxigeno triplete
(03) no reactivo puede convertirse en oxigeno singlete reactivo (031). El oxigeno
singlete 01 puede atacar directamente a los dobles enlaces de un acido graso e iniciar
la fotooxidacion. La oxidacion inducida por oxigeno singlete conduce a la formacién
de hidroperoxidos conjugados y no conjugados, que se descomponen aun mas

mediante los mismos mecanismos de la autooxidacion (Mozuraityte et al., 2016).

3.5.3 Autooxidacion.

Este es el mecanismo de oxidacion mas importante en lipidos el cual es producido
mediante un mecanismo radicalario en forma autocatalitica. El mecanismo se puede
dividir en 3 etapas principales, inicio, propagacion y terminacién, ver Figura 13
(Gryn'ova et al., 2011).

El inicio de la autooxidacion, es decir, la formacién de radicales libres, puede ser
desencadenado por varios factores, como el oxigeno singlete (03), radiaciones, un
estado excitado de fotosensibilizadores, contaminantes ambientales, calor y/o luz
(Ahmed et al., 2016). Estos radicales, como el oxigeno o el radical hidroxilo, poseen
uno o mas electrones desapareados que son altamente reactivos. En los &cidos
grasos insaturados (RH), estos radicales pueden combinarse con un atomo de
hidrégeno, lo que da como resultado la formacion de un radical libre (R¢) (Garg et al,
2022).

Iniciada la etapa de propagacion se produce una reaccion en cadena de radicales
libres. Esta reaccion da como resultado la generacion de peréxidos e hidroperéxidos
gue son bastante inestables. Por tanto, la division de estos compuestos da como
resultado la formacion de mas radicales libres y la propagacion de reacciones en
cadena (Garg et al, 2022).

El paso de propagacion aumenta la concentracion de los compuestos altamente

reactivos, estos compuestos altamente reactivos interactian entre si y dan como
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resultado la formacion de productos no radicales estables (Antolovich et al., 2002).
Estos productos estables no radicales son resultado de la terminacion del proceso de

autooxidacion (Garg et al, 2022).

@)
RH
Acido graso insaturado
INICIACION 1 0%, Radiacion,
metales, enzimas
» Re

Radicales libres

l

ROQO-

Radical libre perdxido

|

PROPAGACION

— Re + ROOH
TERMINACION Hidroperéxidos
ROO #
Re
02
Productos de oxidacion
R-R secundaria
(Epoxihidroperoxidos,
ROOR cetohidroperdxidos,
dihidroperodxidos, biciclos;
Productos estables endoperéxidos

Figura 13. Diagrama de mecanismo de autooxidacion en acidos grasos (Garg et al.,
2022).
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3.6 Pruebas de deterioro oxidativo.

Hasta la fecha se han propuesto varios métodos analiticos para evaluar el grado de
oxidacion del aceite en funcion de la alteracion de las propiedades sensoriales,
guimicas y fisicas del aceite. Ademas, dada la complejidad de los productos de
oxidacién del aceite, es esencial dilucidar la relacion entre los productos
representativos de la oxidacion del aceite y los métodos analiticos (Mehta et al., 2015).
Segun los productos de oxidacién primaria y secundaria, se han propuesto multiples
indices para evaluar la oxidacion del aceite, incluido el indice de peroxido (PV), el
indice de acidez (AV), los compuestos polares totales (TPC), el indice de yodo (IV),
el &cido 2-tiobarbiturico (TBA), el indice de carbonilo (CV) y el indice de p-anisidina
(p-AV) (Tarapoulouzi et al., 2022; Tarmizi y Kuntom, 2022).

Entre las diferentes técnicas de deteccion de oxidaciébn en grasas y aceites, los
métodos de titulacion son especialmente valorados debido a su practicidad y bajo
nivel de complejidad. Estos procedimientos han sido ampliamente adoptados como
meétodos oficiales por diversas organizaciones, incluyendo la Asociacion de Quimicos
Analiticos Oficiales (AOAC) (AOAC, 2000) (Zhang et al., 2021).

3.6.1 indice de acidez.

Los aceites vegetales estan compuestos principalmente por triglicéridos, los cuales
son ésteres derivados del glicerol y tres acidos grasos (Gunstone, 2013). Estas
moléculas estan sujetas a reacciones de hidrolisis iniciadas por agentes quimicos,
como acidos y bases o enzimas. (Murty et al., 2002). La hidrélisis de los triglicéridos
libera glicerol y acidos grasos, iniciando el proceso de rancidez y provocando que el

aceite se degrade gradualmente (Boskou, 2015).

Existe una variedad de técnicas que pueden usarse para determinar el indice de
acidez de un aceite, sin embargo, la titulacion con hidréxido de sodio o potasio sigue
siendo el método mas utilizado. La metodologia es simple, comiunmente se disuelve
1 g del aceite a analizar en etanol y se realiza una titulacion con hidréxido de sodio

utilizando fenolftaleina como indicador (Irwin y Hedges, 2004).
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3.6.2 indice de yodo.

El indice de yodo es una métrica critica utilizada en la industria alimentaria para
monitorear el grado de insaturacion de los aceites. Este valor cuantifica la cantidad
de acidos grasos insaturados que han reaccionado con el yodo (Moufakkir et al., 2023)
definida como la masa de yodo (en gramos) requerida para reaccionar completamente
con 100 g del aceite (Ying et al.,, 2020). El indice de yodo es una propiedad
fisicoquimica caracteristica de cada tipo de aceite. Para el aceite de soya, la norma
NMX-F-252-SCFI-2005 establece un rango de indice de yodo entre 118 y 139 cqg I./g.

3.6.3 indice de peroxidos.

Dado que los peroxidos o hidroperéxidos se producen al comienzo de la oxidacion de
aceites y grasas para descomponerse después en productos de oxidacion
secundarios, es posible que el indice de peroxidos no represente la etapa de
oxidacion real del aceite. (Tengku et al., 2019).

El indice de peroxido determina la concentracion de hidroperéxido, los cuales son los
productos formados durante las etapas iniciales de oxidacion. El principio del método
se basa en la liberacién de yodo a partir de yoduro de potasio de la siguiente forma:

ROOH + KI — ROH + KOH + I,

Posteriormente, la cantidad de ROOH se determina midiendo la cantidad de yodo
formado, lo que se realiza mediante una valoracién con tiosulfato de sodio. La
cantidad de peroxidos se calcula segun la cantidad de tiosulfato de sodio (Na,S,04)

consumido. (Kong y Singh, 2011).
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Residuos de cascara de
naranja (Citrus sinensis)

METODOLOGIA
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Figura 14. Esquema de obtencién y evaluacién de la capacidad antioxidante de extractos de
cascara de naranja (Citrus sinensis).
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4.1 Recoleccion, Seleccién, Limpieza de la cdscara de naranja (Citrus sinensis).
Se adquirieron 5 kg de cascara de naranja Citrus sinensis en un puesto de jugos
ubicado en la alcaldia Azcapotzalco durante el mes de agosto del 2023. La cascara
fue desprendida del mesocarpio figura 15, y cortada en trozos de aproximadamente
2.5 x 2.5 cm (Ahmed, et al. 2023) para posteriormente ser lavada con agua del grifo
figura 16. Para finalizar, la limpieza se realizé un ultimo lavado por duplicado esta vez

utilizando agua destilada (Asha, et al, 2015).

Figura 16. C4scara de naranja recolectada tras el proceso de lavado, limpieza y cortado.
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4.2 Secado de la cascara de naranja (Citrus sinensis).

En el proceso de secado se sometieron los trozos de cascara de naranja en un horno
de aire caliente a una temperatura de (35 + 5)°C durante 24 h figura 17 y 18. (Kim, et
al, 2022 ; Yu, et al, 2022 ; Taghavi, et al 2021 ; Guo, et al 2020 ; Long, et al, 2019).

ke S 2

Figura 17. Cascara de nranja previo a Figura 18..Cascaras de naranja tras 24 h
proceso de secado de secado at: 35+5°C

4.3 Molienda y tamizado de la cascara de naranja (Citrus sinensis).

La molienda fue realizada mediante una licuadora marca Oster sometiendo la cascara
a la velocidad méas baja del equipo y cuidando que no se elevara la temperatura
durante el proceso figura 19. Se realizé la molienda hasta alcanzar un tamafio de
particula tal para poder ser tamizada mediante un tamiz de #50 con un tamafio de
particula de 0.300 mm figura 20 (Ahmed, et al 2023). Una vez tamizada la muestra,
esta se almacend dentro de un frasco color &mbar a temperatura de refrigeracion 4°C

para posteriores analisis.

Figura 19. Proceso de reducciéon de tamafio de particula en cascara de naranja.
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Figura 20. Polvo de cascara de naranja tamizada con un tamafio de particula de 0.300 mm.

4.4 Obtencion de extracto etandlico del polvo de cascara de naranja (Citrus
sinensis) mediante maceracion.

Para la obtencion del extracto de cascara de naranja se realiz6 mediante maceracion.
El proceso de maceracion fue realizado utilizando etanol como disolvente en una
relacion de polvo de cascara de naranja, etanol (2:1) (Kim, et al, 2022 ; Asha, et al,
2015). Durante el proceso, se realizé un cambio del etanol cada tercer dia hasta
completar un periodo de 9 dias figura 21. El etanol recuperado se sometié a un
proceso de recuperacion mediante del uso de un rotavapor a una temperatura de
40°C (Kim, et al, 2022). Una vez eliminando el etanol, el extracto de cascara de
naranja se almaceno6 en un frasco color ambar y se almacend a temperatura de

refrigeracién 4°C para posteriores andlisis.

Figura 21. Maceracion de polvo de cascara de naranja en etanol.
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4.5 Determinacion de polifenoles totales por método de Folin Ciocalteu del
extracto de cascara de naranja.

El contenido de polifenoles totales se determind por el método Folin Ciocalteu
(Bancuta, 2016). Se pesaron 0.1000 g del extracto y se disolvieron en 50 mL de
metanol. Los reactivos utilizados fueron; Disolucion de Na,C05 al 20% Yy reactivo de
Folin- Ciocalteu 1:10 (v/v). Se realiz6 una curva de calibracion de 9 puntos utilizando
una disolucion de Acido galico la cual fue preparada pesando 0.0132 g de &cido gélico
con 1 mL de etanol y aforando a 25 mL con agua destilada. En una microplaca de 96
pozos se adicionaron 25 uL de la muestra, 125 pyL de H,0, 20 pL de la disolucion de
Folin-Ciocalteu y 30 pL de Na,C0; al 20%. La muestra en la microplaca se dejé
reaccionar por 30 min para posteriormente tomar lectura de su absorbancia a 760 nm.
La absorbancia se determiné utilizando un lector de microplacas (BioTek, modelo

Synergy 2).

4.6 Determinaciéon de actividad antioxidante FRAP del extracto de cascara de
naranja.

La determinacion de la actividad antioxidante se realiz6 mediante el ensayo FRAP
(Lépez, 2013). Se pesaron 0.1000 g del extracto y se disolvieron en 50 mL de metanol.
Los reactivos utilizados fueron; Buffer de acetatos 300 mM pH= 3.6, HCI 40 mM, TPTZ
10 mM y disolucion FRAP la cual fue realizada midiendo 10 mL de buffer de acetatos
(300mM), 1 mL de solucién TPTZ (10 mM) y 1 mL de solucién FeCl;6H,0 (20mM). Se
realizé una curva de calibracion de 9 puntos utilizando una disolucién de Trolox la cual
fue realizada pensando 0.0123 g de Trolox y aforando a 50 mL con metanol al 80 %.
En una microplaca de 96 pozos se adicionaron 20 pyL de la muestra, 180 pL de la
disolucion FRAP y 60 uL de H,O0 destilada, se agitaron por 30 segundos y se realizo
una lectura de su absorbancia a 595 nm. La absorbancia se determiné utilizando un

lector de microplacas (BioTek, modelo Synergy 2) figura 22.
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Figura 22. Equipo lector de microplacas utilizadas en prueba de determinacion de actividad
antioxidante FRAP y determinacién de polifenoles totales Folin Ciocalteu.

4.7 Prueba de deterioro oxidativo en un aceite de soya comercial.

Para el inicio de las pruebas de deterioro oxidativo se adquiri6 un aceite de Soya
marca “Nutrioli Lote: 29/03/23 12:41 14”. Con el objetivo de evitar que cualquier
antioxidante presente en el aceite comercial interviniera en las determinaciones
posteriores, se realizaron 5 lavados con etanol figura 23, cada uno de los lavados
consistié en agitar vigorosamente por un periodo de 15 min la mezcla de etanol:aceite
en relacion 2:1 (Chen, et al, 2021). Una vez agitada la mezcla se decanté en un
embudo de filtracién y se permitié que el etanol remanente se evaporara dentro de

una campana de extraccion.

Figura 23. Decantacién de etanol tras extraccion de antioxidantes en aceite comercial.
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Con el aceite libre de antioxidante se dividié en 6 diferentes lotes figura 24, cada uno
con 110 mL de aceite. El “Lote 1” consistié simplemente en el aceite lavado, el “Aceite
control”, el “Lote 2” se preparé con la adicién de 0.0220 g de BHT para una
concentracion al 0.02%, el “Lote 3” se preparo6 con la adicion de 0.0220 g de extracto
etandlico para una concentracion al 0.02%, el “Lote 4” se prepard con la adiciéon de
0.55009g de polvo de cascara de naranja para una concentracion del 0.5%, el “Lote 5”
se prepard con la adicion de 1.1000 g de polvo de cascara de naranja para una
concentracion del 1.0% y por ultimo el “Lote 6” se preparo con la adicién de 1.6500g

de polvo de cascara de naranja para una concentracion del 1.5%.

| ) ‘;,—1,11"_ JmORS
o B S exanva
§~“ 200,%% 4
e ¥4 -

Figura 24. Diferentes lotes de aceite comercial Nutrioli (Aceite control, Extracto etandlico
0.02%, BHT 0.02%, PCN 0.5%, PCN 1.0%, PCN 1.5%).

Los 6 lotes preparados fueron sometidos a 55°C por 3 horas en una incubadora marca
ECOSHEL modelo 9165 (Igbal, 2008; Chong, 2015). Posterior al proceso de
incubacion, los lotes fueron distribuidos en 5 diferentes viales transparentes,

adicionando 20 mL en cada uno de ellos figura 25.

Figura 25 . Muestras de aceite de soya (Aceite control, Extracto etandlico 0.02%, BHT
0.02%, PCN 0.5%, PCN 1.0%, PCN 1.5%) previo al inicio de prueba oxidativa.
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Posteriormente, los viales fueron sometidos a un proceso de incubacién a 55°C
durante 28 dias (AOCS, 1997). El vial numero 1 se emple6 para el monitoreo del
tiempo cero, el vial niumero 2 para el monitoreo a los 7 dias, el vial nimero 3 para el
monitoreo a los 14 dias, el vial niumero 4 para el monitoreo a los 21dias, el vial nimero
5 para el monitoreo a los 28 dias. En cada uno de los monitoreos se realizé la prueba
de indice de acidez (NMX-F-101-SCFI-2012), indice de peroxidos (NMX-F-154-SCFI-
2010) e Indice de vyodo (NMX-F-152-SCFI-2011), siguiendo las NMX

correspondientes. Cada una de las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.8 Determinacion de indice de acidez.

Para la determinacién del indice de acidez, se aplicé el procedimiento establecido en
la norma NMX-F-101-SCFI-2012. Se pes6 1.0000g de muestra en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL, posteriormente se adicionaron 25 mL de etanol al 95% y 5
gotas de indicador de fenolftaleina. La mezcla se cubrid con un trozo de papel
aluminio y se calenté a 50°C. Una vez calentada la muestra se procedi6 a realizar la
titulacion con KOH 0.0023 N hasta alcanzar una coloracién rosa pélido estable por 30
segundos. Finalmente se registro el volumen de KOH utilizado para la titulacion y el
mismo método se realizo por triplicado. Para el calculo del % Acidez se realizé un
blanco siguiendo la misma metodologia mencionada anteriormente excluyendo la

adicion de la muestra y se aplicé la siguiente ecuacion.

g acido oleico ) _ (1 = V5)(N)(0.282 g /mEq)(100)

% Acidez ( -
g de aceite

100 g de aceite

Donde V; corresponde al volumen gastado de KOH en la titulacion y V, corresponden
al volumen gastado en el blanco, N representa la normalidad del KOH y 0.282 es el

miliequivalente quimico del acido oleico.

Los valores fueron expresados como porcentaje de acidos grasos libres, tomando

como referencia en este caso al acido oleico, por cien gramos de aceite.
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4.9 Determinacion de indice de yodo.

Para la determinacion del indice de yodo, se aplicé el procedimiento establecido en
la norma NMX-F-152-SCFI-2011. Se adicionaron 0.1000g de muestra en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL, posteriormente se adicionaron 5 mL de diclorometano con la
finalidad de disolver la muestra. Se adicionaron 8 mL de reactivo de Wijs y se dejo
reaccionando exactamente por 30 minutos en ausencia de luz, con agitacion
ocasional y cubierto con un trozo de papel aluminio. Concluido el tiempo se
adicionaron 8 mL de Kl al 15 por ciento y 50 mL de H,0 previamente destilada, hervida
y fria. La mezcla se titul6 con (Na,S,05 - 5H,0) 0.0990 N hasta la aparicion de una
tonalidad color amarilla paja, una vez alcanzada esta tonalidad se adiciono indicador
de almidén al 1 por ciento y se continud la titulacién hasta la desaparicion de la
tonalidad azul. Finalmente se registré el volumen de (Na,S,05 - 5H,0) utilizado para
la titulacion y el mismo método se realizo por triplicado. Para el calculo de indice de
yodo se realizé un blanco siguiendo la misma metodologia mencionada anteriormente

excluyendo la adicion de la muestra y se aplico la siguiente ecuacion.

g
del v, —V,)(V) (1269 -L
g ae i >= 172 ( mol)xloo

i .
ndice de yodo (100 g de muestra

g de muestra

Donde V; corresponde al volumen gastado de (Na,S,05 - 5H,0) en la titulacion y V,

corresponden al volumen gastado en el blanco, N representa la normalidad del

(Na,S,05 - 5H,0) y 126.9 % corresponde al peso molecular del yodo.

Los valores se expresaron como gramos de yodo absorbido por cien gramos de

aceite.

4.10 Determinacion de indice de peroxidos.

Para la determinacion del indice peroxidos, se aplico el procedimiento establecido en
la norma NMX-F-154-SCFI-2010. Se pesaron 2.0000 g de muestra en un matraz
Erlenmeyer de 125 mL, posteriormente la mezcla se disolvié en una mezcla de acido
acético y diclorometano relacion (3:2). Se agité vigorosamente y se adicionaron 0.5
mL de solucion saturada de KIl. La mezcla se cubrié con un trozo de aluminio, se

colocé en oscuridad y se dejo reaccionar por exactamente 60 segundos. Una vez
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transcurrido el tiempo de reaccion se adicionaron 30 mL de H,0 previamente
destilada, hervida y fria para posteriormente realizar una titulaciéon con (Na,S,0; -
5H,0) 0.0990 N hasta la aparicion de una tonalidad color amarilla paja, una vez
alcanzada esta tonalidad se adiciono indicador de almidon al 1 por ciento y se
continuo la titulacion hasta la desaparicion de la tonalidad azul. Finalmente se registro
el volumen de (Na,S,05 - 5H,0) utilizado para la titulacion y el mismo método se
realizé por triplicado. Para el célculo de indice de perdxidos se realiz6 un blanco
siguiendo la misma metodologia mencionada anteriormente excluyendo la adicion de

la muestra y se aplico la siguiente ecuacion.

mEq de peréxidOS) _ (1, = V3)(N)(1000)

indice de Perédxidos = (
kg de muestra

g de muestra

Donde V; corresponde al volumen gastado de (Na,S,05 - 5H,0) en la titulacion y V,
corresponden al volumen gastado en el blanco, N representa la normalidad del
(Na25203 - 5H20)

Los resultados se expresaron como miliequivalentes de peroxido por kilogramo de

muestra o aceite.

4.11 Anélisis estadistico.

Para identificar diferencias estadisticamente significativas en las pruebas de indice
de acidez, yodo y peroxidos entre las muestras del ensayo de deterioro oxidativo, se
aplico un ANOVA con un 95% de confianza, realizado semanalmente en cada prueba
(15 en total). Posteriormente, mediante la prueba de Tukey al mismo nivel de

confianza, se compararon las medias para identificar diferencias individuales.

4.12 Estudios comparativos de antioxidantes mediante DFT.

Los estudios comparativos se llevaron a cabo utilizando los paquetes Gaussian 09,
Spartan 14 y GaussView, considerando como referencia el principal antioxidante
sintético empleado en la industria, el BHT, junto con dos antioxidantes mayoritarios
presentes en la cascara de naranja: el acido galico y el acido clorogénico. La
optimizacién de su geometria molecular se realiz6 mediante el funcional B3LYP y la
base 6-311++G(d,p) (Frisch et al., 2009).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Recoleccion, caracterizacion, limpieza y desinfeccion de la céascara de
naranja (Citrus sinensis).

La cascara de naranja recolectada se encontraba en buenas condiciones para poder
ser utilizada en etapas posteriores Figura 26, libre de plagas o dafios visibles a simple

vista los cuales pudieran dafar los compuestos bioactivos que este pudiera presentar.

Figura 26 . Recoleccion de Céascara de naranja
Citrus sinensis.

Las naranjas utilizadas fueron recolectadas en el mes de agosto, estas presentaron
una coloracion verde numero de Pantone P 3-7 C, con base al CODEX STAN 245-
2004 es posible clasificar las naranjas utilizadas como “Categoria 2”, debido a que no
cumplen con los estandares superiores de calidad necesarios para una “Categoria
Extra” o una “Categoria 1”.

5.2 Secado, molienda y tamizado de la cascara de naranja (Citrus sinensis).
La cascara de naranja fue cortada en trozos, secada en un horno a 35°C por 48 hy

molida para obtener una harina con un tamafio de particula de 0.300 mm al pasarla

por un tamiz del nimero 50.

34



RESULTADOS Y DISCUSION

5.3 Determinacion de humedad.

Se realiz6 una determinacion del porcentaje de humedad de la harina obtenida,
utilizando una termobalanza Ohaus Mb35. El valor promedio de humedad del polvo
de cascara de naranja fue de 6.94+0.10. Dicho porcentaje de humedad es adecuado
conforme a la NOM-247-SSA1-2008 la cual indica que la humedad de las harinas
debe ser igual o menor a un valor de 15%.

5.4 Obtencion del extracto etandlico de cascara de naranja mediante

maceracion.

Con el propdésito de evaluar la estabilidad oxidativa del extracto etandlico de cascara
de naranja en el aceite de soya se efectu6 la maceracion de 100 g de polvo de esta
cascara en etanol al 95% como disolvente, obteniéndose un rendimiento final de
7.97% (Figura 27). El calculo de rendimiento fue realizado mediante una diferencia
entre el peso del matraz vacio a peso constante contra su peso posterior con el
extracto libre de solvente. La literatura indica rendimientos esperados entre 9y 12%
(Barbierie, et al, 2023).

Figura 27. Extracto de cascara de naranja tras un periodo de maceracion de 9 dias en
etanol.
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5.5 Determinacion de polifenoles totales por método de Folin Ciocalteu del

extracto etandlico de cascara de naranja.

En la determinacidon de polifenoles totales se realiz6 una curva patron de
concentracion de acido galico contra absorbancia. Dicha curva cuenta con un valor
R? de 0.9922. Tras la interpolacion de la muestra sobre la curva patron de Acido gélico
mg acido galico

se obtuvo un valor promedio de 28.66+1.32

g de extracto

Con el objetivo de realizar una comparacion del resultado calculado tras la prueba de
polifenoles totales por el método de Folin Ciocalteu, se realizé una recopilacion de
datos la cual esta representada en la Tabla 2. Dicha Tabla contiene informacion de
diferentes valores de polifenoles totales registrados en diversas variedades de
cascara de naranja. Los datos de la literatura corroboran la magnitud del resultado
calculado anteriormente ya que se encuentra dentro de los valores reportados
anteriormente. Es importante mencionar que entre los resultados recopilados en la
literatura existe una amplia variacion en los datos, esto es debido a una amplia gama
de factores. Estudios anteriores han informado que el contenido de polifenoles totales
puede ser variable dependiendo de la época de cosecha, el estado de madurez del
fruto, la variedad de la naranja, el tratamiento post-cosecha, el tipo de secado de la
cascara, y las variables dependientes de la obtencion del extracto tales como, método
de extraccion, tiempo, temperatura y solvente (Chakroun, et al, 2023 ; Lai, et al,2022
; Kim, et al, 2022 ; Singh, et al, 2020).

Tabla 2. Recopilacion de diferentes determinaciones de polifenoles totales por

método de Folin Ciocalteu.

Metodologia de obtencidn del

Fuente Tipo de citrico Unidades Magnitud
extracto
. , . Lo Secado a 50 °C en horno. Extraccion
(Guo, et al, Naranjas Navel mg &cido galico/g
30.62 £ 1.42 | con etanol al 95% como solvente en
2020) Newhall de extracto _ )
reflujo, T: 80°C ; t: 60 min
Secado en horno de aire caliente a
(Lai, et al, Naranjas Navel mg acido galico/ g 13.42 + 1.04 50°C. Maceracion con polvo y etanol
2022) Newhall peso seco B al 95% (1/10) durante 24 h con

agitacion ocasional
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Continuacion tabla 2.

(Chakroun, . mg &cido gélico/ g Maceracion con metanol (100 mL)
Naranja Navel 30,66 £ 0,96
et al, 2023) peso seco durante 72 h.
. . , . o Secado a 35+ 5 °C en horno.
) Naranja Citrus mg acido galico/g
Propio . . 28.66 + 1.32 | Maceracion de polvo con etanol al
sinensis de extracto

95% (1/2) durante 9 dias

5.6 Determinacion de actividad antioxidante FRAP del extracto etanélico de

cascara de naranja.

En la determinacion de la actividad antioxidante se realizé una curva patron Trolox.
Dicha curva patrén cuenta con un valor R?de 0.997. Tras realizar la interpolacion de

las absorbancias calculadas con la ecuacion de la curva de calibracidn se obtuvieron

9 umol de Trolox

valores de umol de Trolox/g extracto que van de entre 63.65 a 77.0
g extracto

con

i ldeTrol
un valor promedio de 72.82 2= °2%

g extracto

El resultado promedio de 72.82 (umol de Trolox /g extracto) calculado en la muestra
de extracto etandlico de cascara de naranja Citrus sinensis se comparoé en la Tabla 3
con resultados reportados en la literatura. Se identifica una clara diferencia en los
resultados reportados en la literatura, observando que la actividad antioxidante es
claramente dependiente de la metodologia utilizada para la obtencién de los

compuestos antioxidantes.

Tabla 3. Recopilacion de diferentes determinaciones de actividad antioxidante

mediante método Frap.

) o ) ; Metodologia de
Fuente Tipo de citrico Unidades Magnitud »
obtencion del extracto
(umol de Trolox/g de Maceracion con metanol
174,14 + 14,75
(Chakroun, et extracto). (1/10) durante 72 h.
Naranja Navel
al, 2023) (umol de Trolox/g de Extraccién soxhlet con
126,4 £ 17,6
extracto). hexano (2:25) durante 5 h
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(Citrus
(Long, et al, sinensis (umol de Trolox/mg 249 +0.40 Extracto de Etanol al
2019) Osbeck cv. de extracto) e 95%
Gannanzao)
. Naranja Citrus (umol de Trolox/g Maceracion con etanol
P sinensis extracto) 72.82£549 al 95% durante 9 dias

5.7 Prueba de estabilidad oxidativa del aceite de soya.

Las grasas y los aceites son inestables porque su composicidn quimica es sensible a

la oxidacion. Los métodos para determinar el estado de oxidacion de un aceite

informan sobre su estado al momento del andlisis y se basan en la medicion de

productos de oxidacion primaria y secundaria, determinados por diferentes

parametros de calidad (Tena et al., 2019).
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5.8 Determinacion de indice de acidez.

Los aceites comestibles son propensos a una degradacion lenta, lo que da como
resultado Acidos grasos libres que aumentan a medida que pasa el tiempo y aumenta
la temperatura Figura 28. Por lo tanto, la determinacion del nivel de acidez es un
parametro importante para monitorear la calidad y grado de deterioro de un aceite
(Leal et al., 2010).

I 1
H,C—0—C—R, H,C —0OH HO—C—R,

| ‘ﬁ‘ N
HC—O0—C—R; D HC—OH +4 HO—C—R,

‘ 0 hydrolysis | o

H,C ! |

R,CO0H = saturated, mono- or polyunsaturated

Figura 28. Reaccion esquematica para una hidrélisis de triglicéridos (Leal et al., 2010).

Durante el ensayo se utilizaron 6 muestras diferentes de aceite de soya: una muestra
control, otra con BHT al 0.02%, una con extracto etandlico al 0.02%, y tres muestras

con diferentes concentraciones de polvo de cascara de naranja (PCN).

En la Grafica 1 se muestra el comportamiento de cada una de las muestras durante
su monitoreo a lo largo de 28 dias. Se observa un aumento constante en los valores
de acidez en todas las muestras a medida que avanza el tiempo de prueba, atribuible
a la liberacion de acidos grasos como resultado de la hidrélisis de los triglicéridos
presentes en el aceite. Sin embargo, el BHT presentd un buen efecto inhibidor del

incremento de indice de acidez, seguido por la muestra de extracto etandlico.
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INDICE DE ACIDEZ

= Control BHT Extracto etanolico PCN 0.5 % === PCN 1.0% === PCN 1.5% et « Limite maximo

0.900

0.800

0.700

0.500

0.400

0.300

G DE ACIDO OLEICO / 100 G DE ACEITE

0.200

0.100

0.000

0 7 14 21 28
TIEMPO EN DIAS

Gréfico 1. indice de acidez tras prueba de deterioro oxidativo con duracién de 4 semanas
almacenado a 55°C en 6 muestras diferentes. (Control lavado, BHT, Extracto etandlico,
PCN 0.5 %, PCN 1.00, PCN 1.5%).

Por otro lado, las tres muestras de polvo de cascara de naranja (PCN) mostraron un
incremento mas acelerado en sus valores de acidez, superando incluso a la muestra
control a partir del dia 21 de prueba. Esto sugiere que dichas muestras tuvieron un

efecto prooxidante.

En base al CODEX STAN 210-1999 el cual nos permite determinar un valor maximo
de indice de acidez establecido en 0,6 mg de KOH/g de aceite en aceites refinados y
observando tanto la grafica 1 como la Tabla 9 podemos determinar que a partir del
dia 21, la muestra control y las muestras con diferentes concentraciones de PCN
excedieron este limite establecido. La muestra con extracto etandlico y la adicionada
con BHT en ningln momento de la prueba excedieron el limite establecido por el
CODEX.
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Considerando la Tabla 4 presente en el anexo y observando el Gréfico 1 es posible
afirmar que las muestra de BHT y del extracto etandlico presentaron una diferencia
estadisticamente significativa en la inhibicién del incremento de los valores de acidez
respecto a las muestras de PCN a partir del dia 21, indicando que su efecto
estabilizante tiene mejores resultados en el control de la reaccion de hidrdlisis de los
triglicéridos presente en el aceite.

5.9 Determinacion de indice de peréxidos.

La autooxidacion de lipidos se puede clasificar en 3 etapas, inicio, propagacion y
terminacion. En el primer paso se forman los radicales libres, continuando con la
formacion de radicales hidroperoxidos y la formacién de hidroperoxidos que al ser
muy reactivos se polimerizan incrementando viscosidad y generando compuestos
como aldehidos, cetonas acidas y otros compuestos de bajo peso molecular (Baduli,
2006). Al tener reacciones de generacion y ruptura de peréxidos estos a través del
tiempo se observaran con un incremento durante su etapa de propagacion, para
posteriormente disminuir en su etapa de terminacion generando los compuestos de

bajo peso molecular Figura 29.

Induccion Formacion de Descomposicién de Polimerizacion Degradacién
peréxidos peréxidos (fuerte percepcion
(no se (inicio de los de la rancidez)
percibe olor olores rancios) Viscosidad Oxigeno absorbido
a rancio) ' _
y |
—
~ e T T
2 i
@ - : *
k= o Indice de .
5 - peréxidos Oxigeno en el
o aceite
e N
/ N B
Ve \
/s A
A}
Reversion / A Ruptura de
/ \ perdxidos:
/ N (aldehidos,
- / /”_;/ cetonas,
/ ~ = acidos,
] / ~a etc.)

Tiempo

Figura 29. Comportamiento de algunas propiedades fisicoquimicas durante la autooxidacion
de lipidos (Badui, 2006).
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La grafica 2 muestra el comportamiento que siguieron las 6 diferentes muestras tras
el monitoreo de indice de peréxidos realizado por 28 dias, en donde cada una de las
muestras iniciaron con valores iguales estadisticamente, observandose en todas las
muestras, un incremento constante de estos valores. En el caso de la muestra de
BHT, se observo una mayor inhibicion en la formacion de peroxidos, presentando
valores de indice de peréxidos considerablemente mas bajos a partir del dia 14 de

almacenamiento.
Por otro lado, en la Grafica 2 se puede observar que el extracto etandlico no presenta

actividad inhibitoria en la formacioén de peroxidos, mostrando valores estadisticamente

iguales a los de la muestra control.

iNDICE DE PEROXIDOS

== Control BHT Extracto etanolico PCNO.5 % PCN 1.0% @ PCN 1.5% ==t - Limite maximo

180.00

160.00

140.00

120.00

100.00

80.00

MEQ NA25203 /100G MUESTRA

60.00

40.00

0 7 14 21 28
TIEMPO EN DIAS

Gréfica 2. indice de perdxidos tras prueba de deterioro oxidativo con duracién de 4 semanas
almacenado a 55°C en 6 muestras diferentes. (Control lavado, BHT, Extracto etandlico,
PCN 0.5 %, PCN 1.00, PCN 1.5%).
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En el caso del polvo de céscara de naranja, no se observa un efecto antioxidante,
sino prooxidante en las diferentes concentraciones analizadas, ya que a partir del dia
14 de almacenamiento se presentan valores de indice de peréxidos superiores a los
de la muestra control. Ademas, no se identifica una tendencia clara entre la

concentracion de polvo de cascara de naranja y el efecto prooxidante.

De acuerdo con el CODEX STAN 210-1999, el limite maximo permitido de perdxidos
es de hasta 10 miliequivalente de oxigeno activo/Kg de aceite, el cual, al compararlo
con los resultados obtenidos en la tabla 10 presente en el anexo y la gréafica 2, se
observa que a partir del dia 7 todas las muestras se encuentran por encima de dicho
parametro, siendo la muestra de extracto etandlico, la mejor en el control de la

formacion de peroxidos, sin ser estadisticamente diferente de la muestra de BHT.

Es posible notar que en la parte final de la prueba (dia 28), se observa en las muestras
de polvo de cascara de naranja, una ligera disminucion de la pendiente, lo cual sugiere
el inicio de la descomposicion de los perdxidos y la posible formacion de aldehidos y

cetonas en el aceite.

5.10 Determinacion de indice de yodo.

El indice de yodo es una medida del grado de insaturacién de grasas y aceites
(Dijkstra, 2016). Este parametro cuantifica los enlaces insaturados presentes y se
expresa en gramos de yodo que reaccionan con los dobles enlaces presentes en 100
g de grasa o aceite. A medida que avanza el proceso de oxidacion, el nUumero de
insaturaciones disminuye y, en consecuencia, también disminuye el valor del indice
de yodo, lo cual significa que a valores elevados de este indice el aceite se encontrara

menos degradado (Tena et al, 2019).
La Gréafica 3 ilustra la evolucion de las seis muestras analizadas durante el estudio. A

medida que avanzaba la prueba, se observé una tendencia decreciente en el indice

de yodo en todas las muestras.
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iNDICE DE YODO

—— Control BHT Extracto etanolico PCN 0.5 %

=== PCN 1.0% —8— PCN 1.5% =t + Limite maximo =+ Limite minimo
150.00
140-OO.|_.._.._.._|..._.._.._..|._.._.._...|_.._.._.._.|.

130.00

120.00 \-\

110.00

G YODO/100G MUESTRA

100.00
90.00
80.00

70.00
0 7 14 21 28

TIEMPOEN DIAS

Gréfico 3. indice de yodo tras prueba de deterioro oxidativo con duracion de 4 semanas
almacenado a 55°C en 6 muestras diferentes. (Control lavado, BHT, Extracto etandlico,
PCN 0.5 %, PCN 1.00, PCN 1.5%).

En el caso de la muestra de BHT no se observa control de la disminuciéon del indice

de yodo, este mismo comportamiento se presenta en el extracto etandlico.

Al analizar las muestras de polvo de cascara de naranja en la grafica 3, se puede
observar que la adiciébn de este polvo en diferentes concentraciones no ayudo6 a
controlar la disminucion del indice de yodo a lo largo de la prueba. No se observo una
diferencia estadisticamente significativa entre las distintas muestras de polvo de

cascara de naranja y la muestra control.
La Tabla 11 ubicada en el anexo presenta no solo los valores del indice de yodo

obtenidos a lo largo de toda la prueba, sino también los resultados de un analisis

estadistico detallado. Este analisis confirma que no hay diferencias estadisticamente
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significativas en los valores del indice de yodo entre cada una de las distintas

muestras.

Conforme a la norma NMX-F-252-SCFI-2005, que establece un rango de indice de
yodo para el aceite de soya entre 118 y 139 cgl,/g, se puede concluir que al inicio
del estudio todas las muestras cumplian con este requisito, sin embargo, a partir del
séptimo dia, las muestras que contenian BHT y PCN al 0.5% excedieron los limites
establecidos en la normativa mencionada. A partir del dia 14 todas las muestras ya

se encontraban fuera de especificacion.

5.11 Estudio comparativo empleando DFT de los principales polifenoles

presentes en la cascara de naranja (Citrus sinensis).

En los ultimos afos, la teoria funcional de la densidad (DFT) se ha empleado de
manera exhaustiva para evaluar el potencial antioxidante de los compuestos fendlicos
(Mahnood et al., 2013; Mohajeri et al., 2009) Estos compuestos generalmente ejercen
sus actividades protectoras mediante tres mecanismos diferentes: transferencia de
atomos de hidrogeno (HAT), transferencia de electrones-transferencia de protones
(ETPT) y transferencia secuencial de electrones con pérdida de protones (SPLET).
Se ha demostrado que las actividades de eliminacion de radicales de los antioxidantes
fendlicos estan relacionadas con la entalpia de disociacion del enlace fendlico O-H
(BDE) (Cao et al., 2005; Zhang et al., 2011). El célculo de esta energia permite
predecir qué abstracciones de atomos de hidrégeno seran termodindmicamente
posibles. Los sitios preferidos de ataque radical y abstraccion de atomos de hidrogeno
son aquellos asociados con las barreras de energia mas bajas (Wojtek et al. 2022).
Por otro lado, los orbitales moleculares de frontera son otro pardmetro clave que
describe la actividad antioxidante de los compuestos fendlicos (Sadasivam y
Kumaresan 2011; Trouillas et al. 2006; Boulebd et al. 2019). La energia del orbital
molecular mas alto, también conocido como orbital HOMO esté& correlacionada con la
capacidad de donacion de electrones y su distribucion define los sitios de ataque de
los radicales libres.

En el presente trabajo se planted evaluar y comparar el potencial antioxidante del

acido Galico (1), acido Clorogénico (2) (presentes en la cascara de naranja), del
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antioxidante sintético BHT (3) junto con sus respectivos radicales, (1°, 2’ y 3°). Para
este proposito se determind la energia de disociacion de enlace (BDE), las energias
de los orbitales de frontera y sus distribuciones electrénicas. La geometria de cada
compuesto o estructura radical se optimizé empleando el funcional B3LYP y la base
6-311++G(d,p), (Figura 30), empleando el paquete Gaussian 09 (Frisch et al. 2009).
El calculo de la frecuencia se realizd para determinar si las estructuras encontradas
son minimos o estados de transicion y para obtener las contribuciones de entalpia y

energia libre de Gibbs.

(1) Acido Galico (2) Acido Clorogénico (3) BHT

(1" Acido Galico (2") Acido Clorogénico (3') BHT

Figura 30. Estructuras optimizadas de los compuestos estudiados a nivel B3LYP/6-

311G++(d,p) en fase gas.
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5.11.1 Determinacion de la energia de entalpia de disociacion del enlace.

En la Tabla 4 se presentan las energia de los compuestos 1, 2 y 3 junto con sus
correspondientes radicales obtenidas mediante calculo a nivel B3LYP/6-311G++(d,p)
en fase gas. Con estas energias se determino el BDE de estos compuestos y el del
fenol con el propdsito de comparar su capacidad antioxidante. Se ha observado que
la capacidad de eliminacion de radicales de los antioxidantes fendlicos esta asociada
con la entalpia de disociacién del enlace O-H (BDE) cuando el proceso involucra la
transferencia de atomo de hidrégeno (HAT); en consecuencia, niveles mas bajos de
BDE implican una mayor actividad antioxidante (Cao et al., 2005). Con base en los
valores de BDE, el orden de actividad antioxidante de los compuestos estudiados es:
BHT > Acido galico > Acido clorogénico. Lo anterior suponiendo que en los tres
antioxidantes predomina el mecanismo HAT. Estos resultados estan de acuerdo con
los obtenidos en el trabajo experimental, ya que se observé una mayor eficiencia del
BHT para estabilizar un aceite comestible. Por otro lado, se ha demostrado que
cuando un compuesto presenta un valor de BDE més alto que el mostrado por el
fenol, se le considera con poca capacidad de donacion del &tomo de hidrégeno, si
bien, puede tratarse de un buen antioxidante si participa en mecanismo alternos al

HAT, como podria ser el caso del &cido clorogénico.

Tabla 4. Energias calculadas a nivel B3LYP/6311++G(d,p) de los antioxidantes 1,2y 3,y

sus respectivos radicales, Entalpias de disociacion del enlace O-H (BDE)

Compuesto E/hartrees H/hartrees | BDE/kcal/mol | HOMO | LUMO/ | (Lumo-
lev eV | HOMO)/eV
BHT -661.466061 -661.091274 74.29 -5.83 -0.38 5.45
BHT (Rad) -660.836466 -660.474968
Ac. Galico -646.694257 -646.694257 78.58 -6.51 -1.61 4.90
Ac Galico (Rad) -646.058481 -645.93181
Ac. Clorogénico -1297.957237 | -1297.597813 83.10 -6.33 -2.13 4.20
Ac Clorogénico (Rad) -1297.328518 -1296.981814
Fenol -307.558715 -307.448095 83.6 -6.39 -0.57 5.82
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5.11.2 Determinacion de energia de los orbitales frontera.

El orbital molecular mas alto ocupado (HOMO) y el orbital molecular mas bajo
desocupado (LUMO), a veces conocidos como orbitales moleculares de frontera, son
los orbitales mas importantes de una molécula. La brecha HOMO-LUMO explica la
estabilidad cinética y la reactividad quimica de la molécula, las cuales son esenciales
para determinar sus posesiones electrénicas. Debido a su alta reactividad quimica y
baja estabilidad cinética, una molécula con una brecha mas estrecha entre LUMO y
HOMO se identifica como una molécula blanda facilitando la transferencia de

electrones y actuando como mejor antioxidante. (Mulks, 2024).

1 ¢,
¢
(%
> LUMO=-0.38
@ . LUMO= -1.61
c : —_— LUMO=-2.13
o /\ E=5.45 = :
© A E=4.9 A E=4.2
HOMO-= - 5.83 _ T
g HOMO= - 6.51 EOMB==6.33
Ll
©
BHT ACIDO GALICO ACIDO CLOROGENICO

Figura 31. Orbitales Fronteras de las moléculas BHT, Acido Galico, Acido Clorogénico.

En la figura 31 se presentan las energias y la distribucion de los orbitales HOMO y
LUMO del antioxidante sintético BHT y dos de las principales moléculas antioxidantes

presentes en la céscara de naranja (Citrus sinensis), Acido Galico y Acido
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Clorogénico. Es posible observar que los orbitales HOMO y LUMO de las tres
moléculas se distribuyen principalmente en el anillo bencénico y el sistema conjugado.
Considerando las diferencias de energia observadas, se identifica una brecha mas
estrecha en los antioxidantes presentes en la cascara de naranja, acido galico y acido
clorogénico, indicando que estas moléculas son mas blandas que el BHT y méas
reactivas, considerando el principio de la teoria de la dureza y blandura de los acidos
y bases (Mulks, 2024). De igual forma, los valores HOMO de las moléculas presentes
en la cascara de naranja, Acido galico (-6.51) y Acido Clorogénico (-6.33) tienen un
valor menor de energia de HOMO que el del BHT (-5.83), lo cual indica que este ultimo
tiene una mayor facilidad para donar electrones y una mayor capacidad antioxidante,

como se observo experimentalmente.
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6. CONCLUSIONES.

De acuerdo con el objetivo de la investigacion se puede concluir lo siguiente.

No se logré identificar una tendencia clara entre la variacion de la
concentracion de polvo de cascara de naranja 'y un descenso o aumento en la
capacidad estabilizante sobre el aceite de soya.

Se observé que la adicion de polvo de cascara de naranja en diferentes
concentraciones (0.5%, 1.0% y 1.5%) en aceite de soya no logré controlar el
incremento en el indice de acidez ni los valores de peroxido tras 28 dias de
prueba, presentando un efecto prooxidante.

No se observo una diferencia estadisticamente significativa entre la adicién de
polvo de cascara de naranja y la ausencia de éste en cuanto al control del
descenso del indice de yodo.

Las muestras de aceite de soya adicionadas con el antioxidante sintético BHT
en concentraciéon de 0.02%, presentaron la mejor estabilizacién contra el
efecto deterioro oxidativo, seguidas de las muestras adicionadas con extracto
etandlico en la misma concentracion.

Los estudios comparativos basados en la Teoria del Funcional de la Densidad
(DFT) respaldan los resultados experimentales, evidenciando que el BHT
presenta una mayor capacidad antioxidante en comparacion con los
antioxidantes naturales, como el acido gélico y el acido clorogénico. Esta
conclusién se fundamenta en la premisa de que el mecanismo predominante
para la estabilizacion de radicales es la transferencia de hidrégeno (HAT, por
sus siglas en inglés).

Si bien, no se recomienda la adicion de polvo de cascara de naranja Citrus
sinensis con el fin de controlar el deterioro oxidativo natural de un aceite de
soya, la alternativa de utilizar el extracto etandlico proveniente del mismo polvo
de cascara de naranja, podria ser una alternativa ante la creciente tendencia

a no utilizar antioxidantes sintéticos.
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7. ANEXO.

Tabla 5. Caracterizacion de la materia prima cascara de naranja Citrus sinensis.

NuUmero Diametro (cm) NUmero | Diametro (cm) NUmero Diametro (cm)
1 6.5 11 6.87 21 6.4
2 7.18 12 7.3 22 7.28
3 7.05 13 8.25 23 6.79
4 6.75 14 6.12 24 6.78
5 6.73 15 6.88 25 6.67
6 6.49 16 6.91 26 5.97
7 7.34 17 6.14 27 5.85
8 7.63 18 5.85 28 7.23
9 5.72 19 7.1 29 6.46
10 7.13 20 6.15 30 6.43
X 6.73
o 0.56

CVv 1187.43

Tabla 6. Determinacion de porcentaje de humedad en muestras de polvo de cascara de

naranja.
Prueba muestra (g) Porcentaje de humedad

1 0.546 7.08

2 0.530 6.84

3 0.551 6.90

X 6.94

o 0.10

CcVv 1.47
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Curva patron Acido Galico

05
0.45 y=42.774%-0.0275 ¢
0 R2=09922 .+
035 -

0.25 .

Abs

0.15 o
0.1 .
0.05

0 0.002 0.004 0.006 0.008 0.01 0.012

Concentracion Acido Galico mg/mL

Grafico 4. Curva patron Acido Galico. Solucion madre 0.5 mg/mL.

Tabla 7. Determinacion de Polifenoles totales en extracto etanélico de cascara de naranja

mediante el método de Folin Ciocalteu.

Muestra Absorbancia mg &cido galico mg acido galico/g
corregida /mL de extracto
1 0.2910 0.0074 27.5782
2 0.3280 0.0083 30.7819
: 0.3050 0.0078 28.7904
E 0.2900 0.0074 27.4916
X 28.6605
DE 1.5335
o 5.3506
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Gréfico 5. Curva Patrén Trolox Solucion madre 998.84umol/L.

Tabla 8. Determinacion de Actividad antioxidante en extracto etandlico mediante método

FRAP.
Muestra Absorbancia | (umol de Trolox/L) (umol de Trolox /g
corregida extracto)

1 0.3010 12.2029 73.44

2 0.2580 10.5753 63.65

3 0.3170 12.8085 77.09

4 0.3170 12.8085 77.09

X 70.34

o 511

CV 7.26
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ANEXO

Tabla 9. Resultados de la determinacion de acidez en prueba de deterioro oxidativo
realizada en 6 muestras diferentes (Control lavado, BHT, Extracto etandlico, PCN 0.5 %,
PCN 1.00, PCN 1.5%) por un periodo de 28 dias almacenados a 55°C.

g de acido oleico / 100 g de aceite

Tratamiento/ Dias 0 7 14 21 28
Control 0.136 + 0.023%¢ 0.157 + 0.038%¢def 0.486 + 0.042 0. 596 + 0.008 0.693 + 0.054°
BHT 0.061 + 0.011%4¢f | 0.122 + 0.0129cdS 0.209 * 0.008¢ 0.324 +0.015 0.382 £ 0.010
Extracto etanélico 0.026 + 0.001249¢S 0.078 + 0.001%° 0.198 + 0.022%¢ 0.443 + 0.005 0.547 +0.011
PCN 0.5 % 0.061 + 0.0119P¢¢f 0.179 + 0.0034%¢f 0.283 + 0.010%¢¢/ | 0.684 + 0.002¢ | 0.828 + 0.013¢
PCN 1.0% 0.044 + 0.023%¢ 0.179 + 0.00299f 0.300 + 0.009% 0.652 + 0.021¢ | 0.755 + 0.027%%
PCN 1.5% 0.050 + 0.034b¢de 0.177 + 0.040%bde 0.323 + 0.016% 0.706 + 0.009¢ | 0.822 + 0.006%

n=3, promedio + desviacion estandar

Andlisis estadistico realizado por cada dia (columna). Los superindices representan que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre el promedio de la muestra y la letra representada por
cada una de ellas. Control lavado = a, BHT = b, Extracto etandlico = ¢, PCN 0.5 %=d, PCN 1.0% = e,
PCN 1.5% =f. (p=0.05).

Tabla 10. Resultados de la determinacién de perdxidos en prueba de deterioro oxidativo
realizada en 6 muestras diferentes (Control lavado, BHT, Extracto etanélico, PCN 0.5 %,
PCN 1.00, PCN 1.5%) por un periodo de 28 dias almacenados a 55°C.

mEq de Per6xidos / Kg de aceite

Tratamiento/ Dias 0 7 14 21 28
Control 2.48 +£0.01 34.29 + 257/ 71.16 + 0.42¢d¢f 111.78 + 1.30¢ 144.13 + 1.28¢%¢f
BHT 2.48 +0.01 12.49 + 0.09°¢ 27.23 +2.53 63.86 + 1.52 84.77 £ 0.90
Extracto etanélico 2.47+0.01 9.12 + 2.25° 61.05 + 4.85%¢ 118.34 + 1.30¢ 139.93 + 2.11%4¢
PCN 0.5 % 2.47 £0.01 17.48 + 0.11° 71.08 + 0.259¢¢f 138.25 + 8.08%F | 142.70 + 3.98%¢f
PCN 1.0% 2.47 £0.01 27.38 + 0.11F 87.43 + 0.42%4 139.15 + 5.26% | 143.79 + 3.13%%f
PCN 1.5% 2.49+0.01 32.50 + 0.09%¢ 83.12 + 8.91%4¢ 139.78 + 1.444% 153.65 + 4.95%4¢

n=3, promedio * desviacion estandar

Analisis estadistico realizado por cada dia (columna). Los superindices representan que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre el promedio de la muestra y la letra representada por
cada una de ellas. Control lavado = a, BHT = b, Extracto etandlico = ¢, PCN 0.5 %=d, PCN 1.0% = e,
PCN 1.5% =f. (p=0.05).
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ANEXO

Tabla 11. Resultados de la determinacién de yodo en prueba de deterioro oxidativo

realizada en 6 muestras diferentes (Control lavado, BHT, Extracto etandlico, PCN 0.5 %,
PCN 1.00, PCN 1.5%) por un periodo de 28 dias almacenados a 55°C.

g de I,/ 100 g de aceite

Tratamiento/ Dias 0 7 14 21 28
Control 131.28 £1.51 122.24 + 8.69 113.87 £1.45 106.78 £ 9.87 90.58 + 3.13
BHT 128.46 £ 3.07 116.81 £ 6.14 114.76 £ 3.60 110.12 £0.90 90.54 + 3.65
Extracto etandlico 128.30 £ 1.17 120.80 = 1.80 111.69 +9.49 108.51+ 4.17 90.29 + 4.42
PCN 0.5 % 130.11 £ 3.94 123.01 £1.26 102.72 + 4.88 100.86 £ 0.93 88.04 + 8.94
PCN 1.0% 129.99 £ 0.84 114.45 +7.83 111.40+£1.19 105.83 + 5.98 93.22 +1.90
PCN 1.5% 128.79 £ 2.55 119.90 £1.92 104.57 £ 7.12 104.14 £ 0.99 83.71 + 3.03

n=3, promedio + desviacion estandar

Andlisis estadistico realizado por cada dia (columna). Los superindices representan que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre el promedio de la muestra y la letra representada por
cada una de ellas. Control lavado = a, BHT = b, Extracto etandlico = ¢, PCN 0.5 %=d, PCN 1.0% = e,
PCN 1.5% =f. (p=0.05).
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