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Resumen: La peninsula de Yucatan produce el 45,6 % de todos los citricos cultivados en México; esta
region produce una gran variedad de frutas. Dentro de las mas comunes se encuentran el limoén, la
mandarina, la toronja, la lima yucateca y la naranja agria. El 10 % de los citricos se utiliza para la ela-
boracion de jugos y concentrados, mientras que el 90 % restante se consume sin procesar. Los citri-
cos estudiados en esta investigacion fueron: naranja dulce (Citrus sinensis), toronja (Citrus paradisi),
limén (Citrus limon) y naranja agria (Citrus aurantium), reconocidos por su alto contenido de metaboli-
tos secundarios en la cascara y la pulpa, destacando los compuestos fendlicos. Los hoyejos de estos
productos se secaron para obtener harina citrica (HaC), en la que se determinaron la concentracion
de polifenoles totales (PF), flavonoides totales (FT), y la capacidad antioxidante (CA). Los factores eva-
luados mediante un disefio factorial (3 x 3 x 2) fueron: 1) tipo de solvente: agua y etanol al 50 %; 2)
métodos de secado: liofilizacion, horno, bandejas, y 3) tipo de citrico: toronja, naranja dulce, limon.
Las variables de respuesta analizadas fueron: concentracion de polifenoles, flavonoides y capacidad
antioxidante. Las HaC con mayor concentracién de metabolitos fueron la toronja con un pr de 181,65
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+ 15 mg equivalentes de acido galico (EAG)/100 g HaC, una cA de 89,07 £ 1 % de inhibicion y FT de
113,62 + 3 mg, equivalente de catequina (EqC)/100 g HaC, asi como el limén que registré una pr de
126,62 + 9 mg EAG/100 g HaC, cAde 85,93 + 2 %, inhibicién y una Fr de 99,76 + 17 mg EqC/100g HaC. El
mejor tratamiento para la extraccién de pr se obtuvo utilizando etanol con el método de liofilizacién,
mientras que para FT se logré con etanol y secado en horno y bandejas (p < 0,05). La extraccion con
agua en conjunto mediante cualquier método de secado mostré un efecto positivo sobre la capa-
cidad antioxidante de las HaC. Los factores evaluados evidenciaron efectos significativos (p < 0,05)
sobre FTy CA. Las cascaras de estos citricos indican que son una importante fuente de antioxidantes
naturales, que se pueden aprovechar para el desarrollo de alimentos funcionales, y que la industria
farmacéutica puede utilizar como metabolitos para la elaboracién de farmacos o nutracéuticos indi-
cados en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.
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Evaluation of Phenolic Compound Content and Antioxidant
Capacity in Citrus Byproducts from the Yucatan Peninsula

Abstract: The Yucatan Peninsula produces 45.6 % of all citrus fruits grown in Mexico, offering a wide
variety of fruits. The most common include lime, mandarin, grapefruit, Yucatecan lime, and sour
orange. Ten percent of these citrus fruits are used for juice and concentrate production, while the
remaining 90 % are consumed unprocessed. The citrus fruits studied in this research were sweet
orange (Citrus sinensis), grapefruit (Citrus paradisi), lime (Citrus limon), and sour orange (Citrus au-
rantium), recognized for their high secondary metabolite content in the peel and pulp, particularly
phenolic compounds. The peels were dried to obtain citrus flour (cF), which was analyzed for total
polyphenol (Tp) and total flavonoid (TF) concentrations and antioxidant capacity (AC). The factors eval-
uated through a factorial design (3 x 3 x 2) were: 1) solvent type: water and 50 % ethanol; 2) drying
methods: freeze-drying, oven, and trays; and 3) citrus type: grapefruit, sweet orange, lime. The re-
sponse variables analyzed included polyphenol, flavonoid concentrations, and antioxidant capacity.
The crs with the highest metabolite concentrations were grapefruit, with Tp of 181.65 + 15 mg gallic
acid equivalents (GAE)/100 g cF, A of 89.07 + 1 % inhibition, and TF of 113.62 + 3 mg catechin equiva-
lents (CE)/100 g cF, as well as lime, which recorded Tp of 126.62 + 9 mg GAE/100 g CF, AC 0of 85.93 + 2%
inhibition, and TF 0f 99.76 + 17 mg ce/100 g CF. The best treatment for TP extraction was achieved us-
ing ethanol with freeze-drying, while for TF, it was achieved with ethanol and oven or tray drying (p <
0.05). Water extraction combined with any drying method positively influenced cF antioxidant capac
ity. The factors evaluated showed significant effects (p < 0.05) on TFand Ac. These citrus peels indicate
they are an important source of natural antioxidants, which can be used for developing functional
foods and as metabolites for pharmaceutical or nutraceutical applications targeting cardiovascular
disease treatments.
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Avaliagdo do conteudo de compostos fenolicos e capacidade
antioxidante em subprodutos de citricos da peninsula de Yucatdn

Resumo: A peninsula de Yucatan produz 45,6 % de todos os citricos cultivados no México; essa re-
gido é conhecida por uma grande variedade de frutas, entre as quais se destacam o limdo, a tan-
gerina, a toranja, a lima yucateca e a laranja amarga. Cerca de 10 % dos citricos sdo utilizados para
a producdo de sucos e concentrados, enquanto 0s 90 % restantes sao consumidos in natura. Os
citricos estudados nesta pesquisa foram: laranja doce (Citrus sinensis), toranja (Citrus paradisi), limdo
(Citrus limon) e laranja amarga (Citrus aurantium), reconhecidos pelo alto contetdo de metabdlitos se-
cundarios na casca e na polpa, com destaque para os compostos fendlicos. As cascas desses citricos
foram secas para produzir farinha citrica (HaC), na qual foram determinados a concentragao de poli-
fendis totais (PF), flavonoides totais (FT) e a capacidade antioxidante (cA). Os fatores avaliados em um
desenho fatorial (3 x 3 x 2) foram: 1) tipo de solvente: agua e etanol a 50 %; 2) métodos de secagem:
liofilizacdo, forno e bandejas; e 3) tipo de citrico: toranja, laranja doce e limdo. As variaveis de res-
posta analisadas foram: concentragao de polifendis, flavonoides e capacidade antioxidante. As HaCs
com maior concentracdo de metabdlitos foram a toranja, com um pr de 181,65 + 15 mg equivalentes
de acido galico (EAG)/100 g HaC, ca de 89,07 + 1 % de inibicdo e FT de 113,62 + 3 mg, equivalente de
catequina (EqC)/100 g HaC, bem como o limdo, que registrou PF de 126,62 + 9 mg EAG/100 g HaC, ca
de 85,93 + 2% de inibicdo e FT de 99,76 + 17 mg EqC/100 g HaC. O melhor tratamento para extracdo
de pr foi obtido com etanol e o método de liofilizacdo, enquanto para FT o resultado ideal foi alcan-
cado com etanol e secagem em forno e bandejas (p < 0,05). A extracdo com agua, combinada com
qualquer método de secagem, demonstrou efeito positivo na capacidade antioxidante das HaCs.
Os fatores avaliados evidenciaram efeitos significativos (p < 0,05) sobre FT e CA. As cascas desses
citricos indicam ser uma importante fonte de antioxidantes naturais, que podem ser aproveitados
para o desenvolvimento de alimentos funcionais, bem como para a indUstria farmacéutica, como
metabolitos para a producdo de farmacos ou nutracéuticos indicados no tratamento de doencas
cardiovasculares.

Palavras-chave: citricos; capacidade antioxidante; flavonoides; polifendis
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Introduccion

La presente investigacion se centra en la extraccién
de compuestos fenolicos y antioxidantes en las cas-
caras de citricos: toronja (Citrus paradisi), naranja
dulce (Citrus sinensis), limén (Citrus limon) y na-
ranja agria (Citrus aurantium). Debido a su alto
contenido de polifenoles y flavonoides las conchas
de estos citricos surgen como una gran alternativa
para su aprovechamiento como subproducto en las
industrias alimentaria y farmacéutica, porque sus
agentes bioldgicos sirven como antioxidantes, an-
tidiabéticos y antiinflamatorios [1].

Los compuestos fendlicos forman parte de un
grupo de metabolitos secundarios, ampliamente
distribuidos en frutas y verduras, como los acidos
fendlicos, taninos, ligninas y flavonoides; su diver-
sidad estructural garantiza el contenido de grupos
hidroxilos unidos a un anillo bencénico, que hace
que los acidos débiles generen un efecto inductivo
en el hidrégeno del grupo hidroxilo, y desempefien
un papel importante en las propiedades antioxi-
dantes [2].

También se encuentran en las cascaras de los
citricos; sin embargo, es necesario extraerlos para
evaluar su capacidad antioxidante. Los métodos
de secado y extraccion, y los disolventes utiliza-
dos para la obtencion de estos metabolitos pueden
afectar su concentracion en los extractos de casca-
ra derivados de las HaC. Por tanto, el objetivo de
este estudio consistid en evaluar el efecto de estos
factores sobre la concentracion de polifenoles tota-
les, flavonoides totales y la capacidad antioxidante.

Materiales y métodos

Materia prima

Los citricos de naranja dulce, naranja agria, toron-
jaylimon utilizados (1 kg de cada uno) fueron ad-
quiridos en el mercado local de Mérida, Yucatan.
Los analisis se realizaron con el apoyo del Centro
de investigacion y Asistencia en Tecnologia y Dise-
o del Estado de Jalisco (CIATE)).

Para cuantificar el contenido total de fenoles
(PF) de los extractos citricos, se preparé una curva
de calibracion con una solucion estandar de acido
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galico (0,1 mg/ml) de la que se tomaron volimenes
de 5 ul a 200 pl. Por otra parte, para determinar
los flavonoides totales se utilizé una solucién es-
tandar de catequina (0,1 g/ml) y se extrajeron vo-
limenes de 10ul a 200 pl en un intervalo de 10 pl.
El andlisis estadistico se hizo mediante el software
Statgraphics Centurion XVILII-X64.

Los datos obtenidos se procesaron con el pro-
grama de Microsoft Excel, que dieron cuenta de las
medidas de tendencia central y la regresion lineal
para la elaboracién de la curva de calibracion de
los estandares.

Se utiliz6 un disefio experimental factorial de
3 X 3 x 2, para evaluar los factores que tuvieron un
mayor impacto, como el tipo de citrico, el disol-
vente y el secado sobre las variables de respuesta
PT, FT y CA.

Tratamiento de la materia prima

Se emplearon tres métodos de secado de las con-
chas: liofilizacién (Li), horno (Ho) y charolas (Ch).

Para el proceso de Li, las cascaras se cortaron
a un tamafo de 3 x 3 cm para después ultracon-
gelarlas (-32 °C/24h) en bolsas resellables. Luego
se liofilizo la muestra (72 h, -52°C, 280 mbar) con
la ayuda del equipo reeZone 4,5 Liter Bentchop
Freeze Dry System rLaBcoNco ° Brand [3], hasta
obtener una humedad < 12 %.

El secado en Ho se realiz6 a una temperatu-
ra de 50°C, colocando las céscaras (cortadas) por
separado en bandejas metalicas durante 48 horas
hasta alcanzar una humedad < 12 % [4].

En Ch se utilizé un sistema de aireacion con-
vectivo a una temperatura de 32,4°C por 24 horas
con lo que se consiguié una humedad < 12 %.

Las humedades finales se determinaron en una
termobalanza marca Ohaus, a una temperatura de
105°C hasta alcanzar un peso constante. Este pro-
cedimiento se realizé para cada una de las HaC.

Molienda

Se emple6 un molino de café (Braun, modelo ksm-
2); la harina obtenida se tamizé en una malla # 35
(<500 pm), y se almacené a temperatura ambiente
hasta su uso en bolsas resellables, forradas con pa-
pel de aluminio [3].

0. L. Ruiz Sabogal m M. O. Ramirez Sucre
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Extraccion de metabolitos en
harinas de citricos

La extraccion se realizé con una mezcla de disol-
ventes: agua y etanol al 50 %, teniendo en cuenta
que los compuestos fenodlicos y flavonoides son de
naturaleza polar, por el nimero de grupos hidroxi-
los que posee en su estructura, moderadamente
solubles en disolventes polares, como etanol, me-
tanol, butanol y agua [5].

Para ello se peso 1 g de la muestra de harina en
tubos Falcon (15 ml), se agregd un volumen de 10
ml de disolvente, a continuacidn, la mezcla se soni-
c6 (bafio ultrasénico, 30 min), para posteriormen-
te centrifugar (4700 rpm, 30 min, 4°C), después se
recupero el sobrenadante y se resguardo en viales
cromatograficos bajo refrigeracion (4°C) hasta su
uso [4].

Ensayo del contenido de polifenoles
totales (PF) en HaC

El pF en los extractos de HaC se determind uti-
lizando la metodologia de Folin Ciocalteu con
algunas modificaciones. Se realizé una dilucién
1:10 del extracto a partir de la cual se tomaron 25
ul. Se adicionaron 3 ml de agua destilada, inme-
diatamente se agregaron 250 ul de reactivo Folin
(Sigma- Aldrich), se dejo reposar por 5 min para
después anadir 750 pl de carbonato de sodio al
20 % (Naco,, Sigma-Aldrich) y 950 pl de agua des-
tilada, y se puso a incubar por 30 min. Por ultimo,
las muestras se leyeron espectrofotométricamente
a 765 nm. Los resultados se expresaron en mg de
acido galico por 100 gramos de HaC (mg EAG/100
gr HaC). Los andlisis se realizaron por triplicado.

Ensayo del contenido de
flavonoides totales (FT)

El FT se determiné mediante el ensayo de Liu y
Co. (2002) [6]. Se tomaron 210 pl del extracto de
cada citrico (naranja dulce, toronja, naranja agria
y limén), se adicionaron 500 pl de agua destilada,
seguido de 30 ul de NANO, (5 % p/v), dejando re-
posar por 6 min. Se anadieron 60 ul de AICI, (10 %
p/v), incubando por 5 min y al final se anadieron
200 pl de Naon (1M). Para un volumen de 1 ml. La

absorbancia se midi6 con ayuda de un espectro-
fotémetro marca uv-Vis-spectrophotometer a 510
nm. Los resultados fueron expresados en mg, equi-
valente de catequina por 100 g de HaC. El ensayo
se realizo por triplicado.

Ensayo de capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante se
realiz6 por el método de captacion de radicales
libres pppH (2,2 difenil-1-picrilhidrazilo) [7] con
algunas modificaciones. Se utilizé una solucién de
DPPH (0,1 mM), preparada con 4,0 mg de DPPH y
aforada a 100 mL con etanol. La solucién se pro-
tegi6 de la luz y se dejo reaccionar por 17 h a tem-
peratura ambiente [7]. Esta modificacidn se realizé
con el fin de permitir una interaccién mas comple-
ta de los antioxidantes con el radical.

Pasado el tiempo de reaccion, se tomaron 3,9
ml de pppH, mezclando con una alicuota de 100
ulL del extracto de HaC. La solucidn final se agitd y
dejé incubar por 30 min, para seguir con la lectu-
ra de absorbancia a 515 nm. La capacidad antioxi-
dante se registré como el porcentaje de inhibicion,
calculado mediante la ecuacion 1:

%inhibicién = [((AC - AM))/AC]x 100 0))

Donde: Ac es absorbancia control y Am signifi-
ca absorbancia de muestra.

El método por pppH consiste en que el radi-
cal tiene un electréon desapareado y es de color
azul-violeta, se decolora hacia amarillo palido por
lareaccién de la presencia de una sustancia antioxi-
dante que se mide espectrofotométricamente a 517
nm. Por diferencia de absorbancia se determina el
porcentaje de captacion de radical libre pprH [8].

Resultados y discusion

Para la cuantificacién de PF y FT de las muestras
de citricos, se construyd la curva de calibracion de
acido galico y se obtuvo la ecuacion lineal 2:

y = 56,083x — 1,5404

2
R*=0.9716 @)

La curva de calibracién de catequina para la
cuantificacion de TF se hall¢ la ecuacion lineal 3:

Evaluacion del contenido de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante en subproductos de citricos

de la peninsula de Yucatan
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y = 46,9574x — 2,7114

) ©)
R*=0,9945

Esto dio como resultado una medida de pre-
cision del ajuste de los datos experimentales a la
ecuacion lineal del 97 % y 99 %, correspondiente
a PFV FT.

El contenido de compuestos fendlicos en los
cuatro citricos para extraccidon con agua y con eta-
nol al 50 %, mostroé el siguiente comportamiento
(figura 1).

La toronja revelé un mayor contenido de fe-
noles totales, utilizando como disolvente etanol
en conjunto con Li, con un valor de 181,65 mg
EAG/100 g HaC. Por otro lado, el limon también
mostrd una alta concentracion de PF con un resul-
tado de 126,62 mg de EAG/100 gr HaC, acorde con
los mismos pardmetros anteriores, teniendo en
cuenta que otros estudios reportan, en el caso del
limén italiano, contenido de pF de 23,3 + 4,1 mg
EAG/gbs (gramo en base seca) [9].
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A su vez la HaC de naranja agria mostré una
buena concentraciéon de fenoles totales utilizando
como disolvente agua y un secado Ch con un con-
tenido de 60,92 mg de EAG/100 gr HaC.

De todos los tratamientos, el que presentd los
mejores resultados fue el que se obtuvo de la com-
binacién de Li-Et, en comparacion con el resto, que
fue mas representativo en la toronja. En cuanto al
FT, esta ultima indic6 una concentracion de 113,62
mg EqC/100g HaC, mediante el tratamiento de se-
cado con Ho y un Pt de 99,76 £AG/100 g HaC con
un secado por charola, utilizando en ambos casos
el etanol como disolvente (figura 2).

Para la capacidad antioxidante (figura 3), se ob-
servo que la HaC de toronja en combinacién con la
disolvente agua obtuvo 89,07 % de inhibicién con
el secado por Li, seguido del limén con 85,93 %
utilizando el mismo disolvente para el secado con
Ho. Para la naranja agria la mayor capacidad an-
tioxidante se dio con el tratamiento Ch y agua con
un 81,14 % de inhibicion.

Figura 1. Contenido de polifenoles totales en productos citricos

250

o B OB K
s 8 &8 8

mg GAE/ g materia seca

=)

Etanol Agua

o
S

Liofilizado

Etanol

‘II “I i i hi il

Agua Etanol Agua

Horno Charolas

onda longitud 765 nm

m Toronja

Fuente: elaboracién propia.

m Naranja dulce

mLimén Naranja Agria

0. L. Ruiz Sabogal m M. O. Ramirez Sucre



Revista Facultad de Ciencias Basicas m Vol. 19(1)

Figura 2. Contenido de flavonoides totales en productos citricos
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Figura 3. Capacidad antioxidante en productos citricos
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El factor método de secado mostré un efecto
significativo sobre la concentracién de polifeno-
les y demostré una mayor capacidad antioxidan-
te, ya que con el método de liofilizacién se logra
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la eliminacion de agua de las cascaras citricas por
medio de la sublimacién. Esto ocurre cuando la
presion de vapor y la temperatura de la superficie
de hielo se encuentran por debajo del punto triple
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del agua [10], conservando asi las propiedades or-
ganolépticas, fisicas y nutricionales del producto.

Teniendo en cuenta lo anterior, el secado por Li
mostrd un mejor comportamiento en la concentra-
cion de compuestos fendlicos, en razdn a que estos
metabolitos son susceptibles a altas temperaturas.
Se comprueba entonces que las bajas temperaturas
previenen su degradacion.
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Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis estadistico de los valores ob-
tenidos en un disefio factorial de (3 x 3 x 2), para
un total de 18 experimentos (tabla 1) con la evalua-
cion de la extraccion de compuestos fendlicos de
los tres tipos de citricos.

Tabla 1. PF, FTy CA en muestras del disefio experimental 3 x 3 x 2

Tratamiento cTp* CA** FT*
Limén (Ho -Et) 40,69+7 53,78+7 82,4+2
Naranja (Ho-Et) 38,81+13 80,37+2 47,23+2
Toronja (Ho - Et) 58,6 £ 1 42,92+6 113,623
Limén (Li - Et) 126,62+9 57,57+ 18 73,42+ 13
Naranja (Li - Et) 106,199 69,193 40,03+5
Toronja (Li - Et) 181,65+ 15 77,56+ 6 73,56 £8
Limén (Ch-Et) 31,7744 33,09£6 78,77+5
Naranja (Ch-Et) 38,75+ 1 58,45+ 10 49,59 +1
Toronja (Ch-Et) 54,4+3 64,96 +7 99,76 £ 17
Limdn (Ho-Ag) 15,8146 8593+2 39,8%1
Naranja (Ho-Ag) 9,354 80,21+2 32,8812
Toronja (Ho-Ag) 34,2123 81,218 36,151
Limén (Li-Ag) 119,87 £42 85,28+0,4 38,45+0,1
Naranja (Li- Ag) 87,8430 79,14 £5 27,642
Toronja (Li- Ag) 91,87+ 10 89,071 44,94+2
Limdn (Ch-Ag) 50,857 46,43 +4 31,78+1
Naranja (Ch_Ag) 36,7317 41,713 34,574
Toronja (Ch-Ag) 51,5449 355+1 40,35+2

Nota: cTpP = contenido total de polifenoles (mg EAG/100 g HaC); cA = capacidad antioxidante (% de inhibicion); FT =
flavonoides totales (mg EqC/100 g HaC). *Los valores son el promedio de tres réplicas. ** Los valores son el promedio de

dos réplicas.

Fuente: elaboracién propia.

Se realiz6 un analisis de varianza (ANOVA, por
sus siglas en inglés) con los factores de tipos de
secado, de disolvente y de citrico. Los resultados
de este disefio experimental indican que los trata-
mientos Li-Et y Ho-Et producen un efecto signifi-
cativo sobre FT (p < 0,0001) como ca (p < 0,0026).

Principales efectos

El contenido de polifenoles totales no mostrd nin-
gun efecto sobre los factores estudiados, teniendo
en cuenta que la extraccién de este compuesto no
fue significativa en los diferentes tratamientos,

0. L. Ruiz Sabogal m M. O. Ramirez Sucre
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debido a que acorde con las condiciones experi-
mentales empleadas, la cantidad de pF no varié de
manera relevante en los tratamientos evaluados e
indicé que otros compuestos bioactivos presentes
en las muestras como flavonoides o acidos fenoli-
cos inciden principalmente en la muestra.

En los resultados obtenidos para flavonoides, se
evidencidé que el mayor efecto se encontr6 en el di-
solvente, que prueba una mayor extraccion con eta-
nol (figura 4). Esto se debe a que estos compuestos

Figura 4. Efectos principales para flavonoides totales

son solubles en agua y etanol [11]. La mayor influen-
cia la tuvo el etanol, al hallarse con tipos de flavo-
noides muy polares como glicésidos o agliconas
muy hidroxiladas [5], encontradas en la toronja.

El mayor efecto de capacidad antioxidante (fi-
gura 5) se identificé en el tipo de secado (p < 0,001).
Aunque los tres tipos de secado favorecieron la ex-
traccion, el Li contribuyé a la conservacién de la
capacidad antioxidante de los citricos, especial-
mente con el disolvente agua.
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[2] reporta datos de su investigacion donde la
temperatura de secado causa un efecto significati-
vo (p < 0,05) sobre el contenido de fenoles, con el
que se alcanzo la maxima concentracion para li-
moén italiano de 37,6 + 1,2 mg GAE/g base seca (BS)
alas 24 h a 100 °C y la minima de 29,5 + 0.9 mg
GAE/g BS alcanzado a las 48 h a una temperatura
de 90 °C. Aunque con la temperatura por horno a
50 °C se obtuvo una capacidad antioxidante entre
80 % y 85 %, el método que mejor resultado dio fue
el de Li.

Conclusiones

Los extractos evaluados presentaron una buena
capacidad antioxidante. Sobresalen el de toronja,
seguido del limon y la naranja agria. El que resulto
con menor capacidad fue la naranja dulce.

El método de secado mas adecuado para la ex-
traccion de polifenoles totales fue el de Li para el
secado de cascara de citricos, debido a que trabaja
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