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RESUMEN

El objetivo principal de este proyecto fue evaluar las condiciones de extraccion via
ultrasonido de polifenoles presentes en las cdscaras de la naranja (Citrus sinensis)
mediante la caracterizacion con resonancia magnética nuclear (RMN) para su uso
como antioxidantes. Se di6 enfasis en las cascaras de la naranja debido a que es la
fruta con mayor produccion y consumo per capita a nivel mundial, ademas de las
ya reconocidas propiedades beneficiosas para la salud que posee como por ejemplo:
antiinflamatorio, antirombdtico, antimicrobiano, antialergénico, cardio protector,
vasodilatador, entre otros.

Para el cumplimiento de dicho objetivo se realizé una optimizacion por metodologia
de superficie de respuesta (MSR) de las condiciones de extraccion para la obtencién
de los compuestos fendlicos presentes en dichas cascaras mediante el método de Folin-
Ciocalteu. Se aplicé un diseno central compuesto giratorio (DCC) para determinar
el efecto que tienen: la temperatura del bano ultrasénico (30 a 60) °C, concentracién
de etanol (80 a 90) %v/v y el ratio solvente/s6lido (10 a 20) mL/g. Los resultados
mostraron que solamente el término cuadratico de la temperatura es significativo
para la obtencién de los compuestos fendlicos, pues su valor-p fue 0.017, menor a la
significancia utilizando un 95% de confianza.

Por otra parte las condiciones 6ptimas de extraccion resultaron ser las siguientes:
concentracion de etanol de 76.59 %v /v, temperatura del batnio ultrasénico de 34.55
°C y un ratio solvente/sélido de 15.42 mL/g. Bajo dichas condiciones optimizadas
se obtuvo una cantidad total de polifenoles presentes en los extractos de 67.25 mg
GAE/g de muestra mediante el método de Folin-Ciocalteu, el cual resulté muy
cercano al valor predicho teéricamente por el modelo de 65.55 mg GAE /g de muestra.
Ademas para dichas condiciones de trabajo se determiné la capacidad antioxidante
mediante la prueba DPPH con un resultado de 422.25 mg de extracto/L.

Con los resultados obtenidos se logré identificar mediante resonancia magnética nu-
clear la presencia de distintos flavonoides en las extracciones realizadas a las cascaras
de la naranja via ultrasénica, como por ejemplo: la Sinensetina con alto grado de
pureza y Tangeretina. Se recomienda realizar un nuevo disefio de superficie de re-
spuesta utilizando como punto central los factores que generan la mejor combinacion
dentro del rango analizado para identificar un 6ptimo de operabilidad.
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INTRODUCCION

Actualmente el manejo de los desechos sélidos desde que inicia su recoleccion hasta
que se da la disposiciéon final de los mismos, es un tema de importancia mundial
debido al sostenido incremento de estos por parte de los procesos industriales, el
acelerado aumento demogréfico y la concentracion poblacional en areas urbanas,
sumando a esto un modelo econémico consumista por parte de los ciudadanos. Es
por esto que resulta fundamental tratar de disminuir el impacto ambiental que se
genera por el mal manejo de los desechos sélidos, enfocandose este proyecto especifi-
camente en los residuos del sector industrial en el area de los citricos especificamente
en la naranja, ya que en el pais hay sembradas aproximadamente 27 000 hectareas,
de las cuales el 90% de la produccion se destina como fruta para el procesamiento
industrial lo que genera un aproximadado de 130 000 toneladas de desechos solidos
por afio, mientras que solamente el 10% restante se comercializa como producto
fresco en los distintos mercados a lo largo del pais. Se estima que la producciéon
mundial de naranjas frescas para el ano 2005 segtiin datos de la Organizacién de
las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO) por sus siglas en

inglés era de aproximadamente 59.9 millones de toneladas métricas (MAG, 2012).

En el pais se origin6 la Ley para la Gestién Integral de Residuos (Ley No. 8839)
donde se obliga a los distintos gobiernos locales a lo largo del pais a velar por el
manejo responsable de los residuos producidos en su localidad, en concordancia con
las politicas y planes nacionales. En el pais el incremento de la contaminacion
ambiental por parte de residuos sélidos se debe a que a pesar de que existe la Ley
No. 8839, se presenta la ausencia de un modelo integral de desarrollo urbano que

promueva una gestiéon integral para los residuos solidos (Herrera et al., 2016).

Por lo mencionado anteriormente, es que resulta importante dar el correspondiente
manejo a los residuos soélidos para convertir dicha materia de desecho en productos
con un alto valor agregado, beneficiando en este caso a los consumidores al ser pro-
ductos extraidos naturalmente y a los productores industriales debido a que generan

utilidades provenientes de sus desechos. En la actualidad, la mayoria de los desechos
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sOlidos organicos son utilizados como alimento para animales o abono, sin embargo,
dichas practicas no toman ventaja de la composicién quimica que estos poseen. Tal
es el caso del procesamiento de citricos, ya que una vez que se extrae el jugo queda
aproximadamente un 50% de la masa total del fruto como desecho (céscara, semil-
las, bagazo) donde algunas de estas partes son ricas en flavonoides. Los flavonoides
son sustancias que se han estudiado a lo largo de los anos, los cuales poseen diver-
sas caracteristicas que los hacen de especial interés: la actividad farmacoldgica que
provoca una disminucion de la fragilidad capilar y previene la formaciéon de vari-
cosidades mejorando asi la circulacion periférica de las personas, también han sido
utilizados para el tratamiento de enfermedades como la parodentosis, sumando a
esto la demostrada capacidad que poseen los compuestos polifendlicos para secues-
trar radicales libres, aportando asi actividad antioxidante mayor que la que se puede
producir in vitro de vitaminas E y C. Esta tdltima caracteristica hace que dichas sus-
tancias sean capaces de prevenir la formaciéon de placas de aterona, lo cual disminuye
el riesgo de la arterioesclerosis e infarto del miocardio. Por ultimo, otras propiedades
no menos importantes de los flavonoides es la capacidad que poseen para modificar
el sabor y color de distintos compuestos usados en los alimentos, mientras que en
el area cosmética funcionan para disminuir la hiperpigmentacion de la piel y poseen

una actividad desodorante (Cartaya y Reynaldo, 2001).

Sobre esta misma linea y en cuanto a fines nutricionales, estudios han demostrado
que las personas estan dispuestas a aceptar alimentos ricos en flavonoides debido a
los multiples beneficios que presentan. Se estima que una persona adulta en Europa
gasta aproximadamente 454.7 euros anuales en flavonoides presentes en farmacos
cardiovasculares, sin embargo, los mismos han sido cuestionados a lo largo de los
anos por posibles efectos adversos sobre la salud de quienes los consumen de manera

frecuente (Damian et al., 2016).

En dicho proyecto el aporte que puede generar un ingeniero quimico es bastante
robusto, debido a que en la actualidad se estudian distintos métodos para la extrac-
cién y purificacion de flavonoides a partir de frutos citricos, donde el profesional en

esta rama domina dichas operaciones unitarias, ademas es capaz de determinar las



condiciones 6ptimas de operacién que maximicen la extraccién, asi como también
el identificar la viabilidad econémica para producir a escala piloto e industrial y
por ultimo, el ya mencionado con anterioridad, un adecuado uso y manejo de los
desechos so6lidos son areas de potencial desarrollo para un profesional en ingenieria

quimica.

Los objetivos del presente proyecto se detallan a continuacion:

1.1 Objetivo general

Evaluar las condiciones de extraccion de flavonoides presentes en las cascaras de la
naranja (Citrus sinensis) mediante la caracterizacién con RMN para su uso como

antioxidantes.

1.2 Objetivos especificos

1. Obtener los principales flavonoides de las cascaras de la naranja mediante una

extracciéon solido-liquido ultrasénica.

2. Caracterizar los flavonoides extraidos de las cascaras de la naranja mediante

Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Cromatografia de Capa Fina (CCF).

3. Determinar la capacidad antioxidante de los flavonoides extraidos.






FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Cultivo de naranja:

La naranja es la fruta con mayor produccion y consumo per capita a nivel mundial,
donde de las distintas variedades de naranjas dulces la Citrus sinensis es la mas
importante a nivel comercial (Toledo, 2009). En Costa Rica las zonas donde se con-
centran la mayoria de sembradios de citricos son en la zona norte que comprende San
Carlos, Los Chiles y Upala, y la zona de La Cruz Guanacaste, estas dos zonas rep-
resentan el 75% del area total sembrada, mientras que el restante 25% se distribuye
entre la zona Central Sur, Central Occidente y Central Oriental. Este porcentaje
estd relacionado con la presencia de dos grandes industrias en dichas zonas del pais

que utilizan los citricos como materia prima, tal es el caso de Ticofrut y Del Oro

(MAG, 2012).

El sistema agricola convencional productivista conocido cominmente como modelo
agricola industrial, es aquel que se caracteriza por preferir los monocultivos y la
produccién a gran escala utilizando bastante tecnologia y gran uso de capital con
el fin de orientarse en el mercado nacional y global gracias a la liberalizacion del
comercio agricola y las politicas de seguridad alimentaria basadas en el comercio
internacional. En el pais, el mismo tuvo una expasion a partir de los anos setenta
del siglo XX gracias al financiamiento del proyecto denominado Corena 032, el cual
pretendia darle una cubertura al suelo nacional con especies frutales, el mayor éxito
de dicho proyecto se vi6 reflejado hasta el ano 1985 cuando los precios del café
cayeron abruptamente y se desestimul6 la produccién del mismo en América Central

(Arias et al., 2018).

En este mismo periodo de tiempo se presentd un crecimiento en la produccion de
naranjas en el pais debido a que el consumo de productos citricos aumento por la
gran divulgacion de sus propiedades beneficiosas para la salud. Aprovechandose de
este incremento llegaron al pais distintas companias como la fabricadora de jugo
Del Oro (de capital inglés) y Ticofrut, donde entre estas dos organizaciones han

abarcado el 70% de la produccién nacional.

bt



A pesar de que el cultivo de naranja dulce Citrus sinensis se encuentra en con-
solidacion en Costa Rica, el mismo se ha convertido en una actividad de gran im-
portancia socioeconémica gracias a la gran cantidad de empleos que genera para
las personas de las localidades aledanas a las plantas extractoras de jugo, debido a
que ha alcanzado un rapido desarrollo para la comercializacién principalmente de

concentrado, como se puede observar en la Figura 2.1 (Araya, 2001).
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Figura 2.1. Exportacién de concentrado, jugo de naranja y naranjas en Costa Rica
para el periodo del 2000-2020 (Elaboracién propia con datos de FAO,
2022).

2.2 Caracteristicas morfolégicas de la naranja:

El naranjo es un arbol que generalmente oscila entre los (6 a 10) m de altura, del
cual se obtiene la naranja dulce. El tronco de dicho arbol es relativamente corto con
algunas espinas presentes en el mismo y ramas poco robustas, las hojas poseen una
forma eliptica mientras que las flores son de una tonalidad blanca con varios pétalos
(cominmente cinco) donde aquellos arboles con brotes de flores son los que mejores

frutos brindan (Acebedo, 2018).

Por su parte la naranja se compone principalmente de tres partes las cuales son el
exocarpo, epicarpio o flavedo que corresponde a la parte mas externa de la fruta,

la cual puede ser de color verde o amarillo-naranja. Esta seccién funciona como



epidermis protegiendo el fruto del exterior, ademéas contiene vesiculas con aceites
esenciales donde se destacan el limoneno, beta-pineno, citronelal, entre otros. En
segundo lugar esta el mesocarpo o albedo en la parte interior de la fruta, la cual en-
vuelve al endocarpio y tiene una textura pomposa de color blanco, esta, en conjunto
con el flavedo, forma lo que comunmente se conoce como cascara del fruto. Por
ultimo se encuentra el endocarpio que corresponde a la parte comestible del fruto
la cual se encuentra dividida por lo general en once gajos carnosos, aca es donde se

encuentran las semillas tal y como se observa en la Figura 2.2 (Tarazona, 2016)

Albedo

Flavedo
Epidermis

Semillas

Figura 2.2. Composicién morfolégica de la naranja (Tarazona, 2016)

Algunas caracteristicas especificas de la naranja Citrus sinensis son las siguientes:
es de suave corteza, cuando el fruto se encuentra maduro su color externo es naranja,

posee una pulpa jugosa de sabor dulce y presenta semillas blancas pequenas y arru-

gadas (Tarazona, 2016).

2.3 Sustancias de interés en frutos citricos:

Una de las sustancias de mayor interés presentes en los frutos citricos son los
flavonoides, estos son un grupo muy amplio de compuestos quimicos pertenecientes a

los polifenoles donde su estructura se caracteriza por ser benceno-vy-pirano (Cartaya

y Reynaldo, 2001).



Son buenos para el desarrollo y funcionamiento idéneo de las plantas ya que atraen
animales en la oviposicién, son agentes protectores contra la luz UV, entre otras.
Ademas de presentar propiedades relacionadas a la salud humana como antialergéni-
cos, antiinflamatorios, antimicrobiano, antioxidante, anti rombético, cardio protec-

tores y vasodilatadores (Kumar et al., 2021).

La mayoria de los flavonoides estan constituidos por tres anillos, donde dos de ellos
son aromaticos conectados entre si por un tercer anillo de pirano. Dichos compuestos
cuentan con la presencia caracteristica de varios grupos hidroxilo en alguna de las
posiciones R* que se muestran en la Figura 2.3 (Damién et al., 2016). Sin embargo, la
estructura base de los flavonoides puede sufrir de muchas modificaciones o adiciones
de grupos funcionales por lo que se consideran que son una familia muy diversa, sin

dejar de lado que todos estos se engloban dentro de sustancias polifenélicas (Herrera,

2011).

2 0

R

Figura 2.3. Estructura general de los flavonoides (Damian et al., 2016)

Ahora bien, una vez que el jugo es extraido de la fruta en las industrias procesado-
ras, se genera como desecho aproximadamente un 50% del peso total de la misma
encontrando en este porcentaje al exocarpo y mesocarpo junto con las semillas y la

pulpa. Dichos residuos son ricos en limoneno y sustancias con un valor agregado im-



portante como por ejemplo: agua, pectina, azicares solubles, alcoholes, biosolventes
y los flavonoides, lo que hace que dicha sustancia sea una fuente con alto interés de

explotacion (Bellete et al., 2018).

Los flavonoides que han logrado ser extraidos de algunos citricos han mostrado car-
acteristicas importantes como lo son poseer la capacidad para inhibir el crecimiento
celular de un conjunto amplio de microorganismos infecciosos, lo que los cataloga
como posibles agentes antivirales, antifingicos, antibacteriales y excelentes antioxi-
dantes. Gracias a la diversidad de actividades bioldgicas, como se mencion6 previa-
mente, es que los flavonoides son sustancias con una aplicacién amplia en industria
farmacéutica, cosmética, alimentaria y agricola. Los principales flavonoides que se
pueden encontrar son: hesperetina, hesperidina, luteolina, naringenina, narirutina,
neoesperidina, nobiletina y tangeretina, los cuales se encuentran en el Cuadro 2.1
indicando los grupos sustituyentes que se presentan en la estructura general presen-

tada en la Figura 2.3 (Damidn et al., 2016).

Cuadro 2.1. Sustituyentes de los principales flavonoides presentes en los frutos
citricos (Damian et al., 2016).
R! R? R3 R R® RS RT R®

Flavononas

Hesperidina H OH H O-rt H OH OCH; H
Naringin H OH H O-nh H H OH H
Neoesperidina H OH H O-nh H OH OCH; H
Narirutina H OH H O-rt H H OH H
Flavonas

Hesperetina H OH H OH H OH OCH; H
Naringenina H OH H OH H OH OH H
Flavonas

aglicoladas

Luteolina H OH H OH H OH OH H
Polimetoxi

flavonas

Nobiletina H OCH; OCH3 OCH3 OCH3; OCH3 OCH;3 H
Tangeretina H OCH; OCH3; OCH3; OCH;4 H OCHj; H

Doénde: rt:rutinasa, nh:neohesperidosa
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2.4 Meétodos de extraccion:

Para la obtencion de los flavonoides presentes en las cascaras de los frutos citricos
se realiza una extraccién solido-liquido, conocida también como lixiviacion. Dicha
operacion unitaria consiste en eliminar un soluto sélido de una matriz sélida con

ayuda de un solvente donde se disuelva el soluto de interés (Wankat, 2008).

Existen algunos factores que afectan la velocidad y rendimiento de la extraccion

sélido-liquido, dentro de los cuales se encuentran los siguientes (Ullauri, 2010):

Tamano de las particulas: Cuando los solidos poseen un tamaifio pequeno, el area
interfacial de contacto solido-liquido, es mayor ya que la distancia de difusion del
soluto en el interior del sélido es méas pequena por lo que se da una alta transferencia

de masa.

Solvente: El solvente liquido utilizado debe ser selectivo, con una viscosidad baja,
efectivo, no toxico y econémico para generar con ello mayores rendimientos a bajo
costo. Es importante mencionar que en la extraccion con solventes no se destruye las
sustancias, simplemente se separan concentrandodse en su seno para posteriormente

concentrarlas y eventualmente separarlas con alguna otra técnica experimental.

Temperatura: Un aumento en la temperatura influye de manera positiva en la
solubilidad del sélido en el liquido, incrementando asi la velocidad de extraccion,
sin embargo para extracciones de solutos organicos se debe tener cuidado de que un

aumento en esta no genere una modificacion en la estructura molecular del solido.

Agitacion: Una agitacién constante en el solvente incrementa la difusion de la
masa en el liquido, aumentado asi la transferencia de masa, ademas se evita la

sedimentacion en caso de tener particulas finas.

En el caso de los polifenoles los métodos més utilizados de extracciéon son Soxhlet,
asistido microondas, asistido ultrasonido y asistido super critico (Tarazona, 2016),

los cuales se detallan a continuacion.
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2.4.1 Soxhlet:

Es de las técnicas mas convencionales empleando solventes de mediana y baja polar-
idad para lograr extraer de una manera adecuada los polifenoles. Su funcionamiento
permite agotar en una gran parte la muestra que se esta extrayendo, dejando asi li-
bre de analitos a la biomasa final; esto sucede gracias al reflujo constante de solvente
dentro del equipo. Dicho proceso de extraccion sélido-liquido es semi continuo en
el que el funcionamiento del mismo consiste en que el solvente cae continuamente
en forma de gotas sobre un papel filtro que contiene la muestra sélida a la que se le
desean extraer las sustancias de interés, las cuales se iran solubilizando lentamente

en el solvente tal y como se muestra en la Figura 2.4 (Franco, 2019).

Condensador

Extractor —

Muestra

Sifon

Balén de
Destilacion

Fuente de
Calor

Figura 2.4. Montaje del equipo para extracciéon Soxhlet (Franco, 2019).

Dentro de las ventajas de dicho método destacan que no se requiere de una filtracion
posterior, la instrumentacion es sencilla, es de facil montaje y manipulacién y se
favorece la solubilidad del analito gracias al constante contacto entre solvente fresco
y la matriz solida. Mientras que las desventajas que posee son los largos tiempos de
extraccién y una posible descomposicion térmica de los compuestos objetivos ya que
la extraccion ocurre cerca del punto de ebulliciéon del solvente por un largo periodo

de tiempo (Franco, 2019).
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2.4.2 Asistido supercritico:

Un fluido supercritico es una sustancia que ha sido llevada a condiciones de presién y
temperatura superiores a su temperatura y presion critica. El proceso de extraccion
utilizando estos tipos de fluidos ocurre usualmente poniendo en contacto un lecho
fijo de sélido que contiene la sustancia de interés a extraer con un flujo vertical de
disolvente en estado supercritico. Aca el solvente es saturado gradualmente con el
soluto extraido donde de esta manera se presenta la transferencia de masa de la fase

solida hacia la fase fluida.

La extraccion del soluto se compone de varias etapas: transporte del fluido super-
critico a la superficie externa de la matriz sélida ubicada en la camara extractora,
penetracion y difusion del fluido en la matriz sélida ubicada en dicha camara, solubi-
lizacion del soluto, transporte del soluto a través de la matriz sélida y por tltimo el
transporte del soluto de la superficie externa del sélido a la soluciéon con el solvente

para ser recolectada en un recipiente tal y como se muestra en la Figura 2.5 (Toledo,

2009).

Walvula

Oven de salida
Valvula
Camara
extractora
i
Recipiente
colector

Control T

co,

Aire del Bomba

compresor

Trampa
de agua

Figura 2.5. Sistema de extraccién con fluidos supercriticos (Esquivel y Vargas, 2007)

Dentro de las ventajas que posee dicho método se pueden mencionar la disminuciéon
de los tiempos de extraccion en el laboratorio ya que su coeficiente de difusién es
mas alto lo que permite un penetracién mas facil y rapida a la muestra y su menor
viscosidad le permite un desplazamiento mas rapido del soluto extraido, el disolvente

es facil de remover, donde el mas cominmente utilizado es el diéxido de carbono que
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se encuentra disponible para ser usado, no es toxico y es econdmico, mientras, que
la principal desventaja es la alta inversién inicial que se debe de realizar (Ramsey,

2012).

2.4.3 Asistido ultrasonido:

El funcionamiento de dicho método de extraccién consiste en emitir vibraciones
mecanicas en frecuencias superiores al rango audible para el oido humano (1 a 16)
kHz. Dichas frecuencias son aplicadas en un medio liquido donde se generan ciclos
de expansion que forman presiones negativas junto a burbujas que crecen y colapsan
dando origen al fenémeno conocido como cavitacion. El paso importante en dicha
extraccion radica en los acontecimientos que ocurren cuando la burbuja formada co-
lapsa en algin momento debido a que no puede absorber la energia del ultrasonido
eficientemente, lo que genera una réapida compresion de los gases, que en consecuen-
cia provoca un aumento de temperatura y presion, lo que genera altos impactos
en las superficies solidas del material vegetal, incrementando asi la penetracion del
solvente en la superficie del mismo y la liberaciéon de los productos intracelulares

por roturas en las paredes de la célula tal como se muestra en la Figura 2.6.
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Figura 2.6. Colapso de la burbuja de cavitaciéon y liberacién del contenido de interés
presente en la planta del proceso mediante extracciéon con ultrasonido
(Gonzélez, 2021)

Dentro de las ventajas que posee dicho método es que es altamente reproducible,

los tiempos de extracciéon son cortos, se requiere poco disolvente, un consumo bajo
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de energia y es facil de manipular el equipo necesario, mientras que las desventajas
asociadas son una filtraciéon necesaria posterior a la extraccion y el costo inicial del

equipo puede ser elevado (Londono, 2010).

2.4.4 Asistido microondas:

El funcionamiento de la extraccién asistida por microondas consiste en la provo-
caciéon en la rotacion molecular y en la movilidad iénica sin afectar la muestra con
ayudad de ondas electromagnéticas de bastante alta energia, otro posible escenario
es que dicha energia sea absorbida solamente por la matriz lo que ocasiona un calen-
tamiento de la muestra y la posterior liberacion de solutos de interés en el solvente
frio. El sistema utilizado para dicho tipo de extraccion es el que se presenta en la

Figura 2.7

|
| |=— Agua de enfriamiento
Condensador —
G®O
Aguade — =§l * Agitador
enfriamiento
|~
. Equipo
microondas
W
. 0
Bl \ °
alon D

Figura 2.7. Sistema de extraccién utilizando microondas (Urango et al., 2018)

Dentro de las ventajas que dicho método posee se encuentra un bajo consumo de
disolvente y energia, los tiempos de extracciéon son relativamente cortos y se logran

altas presiones y temperaturas de trabajo, mientras que las desventajas principales
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son el costo del equipo y que se requiere de una filtracién posterior a la extraccion

(Tarazona, 2016).

2.5 Identificacién y caracterizacion de flavonoides:

Una vez extraidos los flavonoides, deben ser caracterizados con el fin de determinar
su estructura quimica, pureza y cantidad. Dos de los métodos mas utilizados para
tal fin son la Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y la Cromatografia de Capa
Fina (CCF).

2.5.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN):

Este tipo de espectroscopia es un método analitico bastante conocido y veraz para
lograr observar la estructura de moléculas pequenias y macromoléculas. Dicha téc-
nica utiliza la aplicacion de fuertes campos magnéticos y pulsos de radio frecuencia a
los nicleos de los atomos. En este caso la absorcion de energia de la radiofrecuencia
permite que los nucleos pasen de los estados de espin de baja energia a estados de
mayor energia, donde se detecta la emision de radiaciéon durante el proceso de rela-
jacion posterior. En dichos espectros el desplazamiento quimico y las constantes de
acoplamiento brindan informacion sobre la estructura molecular. Con ayuda de la
RMN se puede identificar cualquier tipo de analito siempre y cuando este contenga
protones o carbonos tal y como se presenta en la Figura 2.8 , ademas la integral de
los valores en cada senal indican el niimero de protones y carbonos presentes en la

molécula (Jayaprakasha y Patil, 2014).



16

TESIMN 1 1 "CaUsersludinoneDrive Disco DDAtATFG" £

Figura 2.8. Espectro 1H-RMN 400 MHz, en DMSO-d6 del extraco TESMN1. Fuente:
obtencion propia.

Por tanto la resonancia magnética nuclear es muy utilizada cuando se quiere cono-
cer la estructura quimica de algiin compuesto polifendlico, caso especifico de este
proyecto. Como se indicé anteriormente el principio de funcionamiento de dicha
metodologia se basa en niicleos magnéticamente activos, es decir aquellos que poseen
espin, los cuales al ser cargas positivas en rotaciéon generan un campo magnético. En
ausencia de un campo magnético externo, los espines nucleares estan orientados de
manera aleatoria, sin embargo, al aplicar un campo magnético externo, los nicleos
con espin positivo se orientan en la misma direccién del campo en el estado denomi-
nado a de menor energia, mientras que los nticleos con espin negativo se posicionan

en la direccién contraria en el campo [ (Pavia et al., 2001)

Es habitual que existan mas ntcleos en el estado o de menor energia. Es en este
punto donde la muestra que esta sometida al campo magnético también es irradiada
por un pulso breve e intenso, que ocasiona un cambio de espin. En el proceso
denominado relajacion los nucleos emiten senales cuya frecuencia depende de la
diferencia energética entre los estados espin para liberar la energia absorbida. Donde
finalmente se obtiene una grafica de frecuencias frente a intensidad conocido como
espectro RMN;, el cual varia dependiento del &tomo que se esté analizando, los mas
comunes son el espectro proténico denominado 1H-RMN y el del carbono 13C-RMN,

los cudles miden hidrégenos y carbonos respectivamente (Pavia et al., 2001).

Existen ademas experimentos particulares que permiten obtener espectros de dos

dimensiones, lo que permite observar las conectividades homonucleares o heteronu-
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cleares presentes en el mismo. En el caso de los heteronucleares permiten seguir la
secuencia de enlaces en compuestos organicos, el mas utilizado es el que brinda los
acoplamientos hidrégeno (1H) con carbono (13C) a un enlace de distancia, es de
aca donde se origina el experimento de espectroscopia de correlacién heteronuclear
de un 1nico cuanto identificado como HSQC por sus siglas en inglés. Por otro lado
también existe la espectrocopia de correlacién heteronuclear de miultiples enlaces
denominada HMBC por sus siglas en inglés, la cual permite observar interacciones

de hasta tres enlaces o mas (Pavia et al., 2001).

2.5.2 Cromatografia Capa Fina (CCF):

Para el aislamiento de flavonoides presentes en extractos citricos se utiliza la cro-
matografia capa fina la cual es una técnica cromatografica de separacion unidimen-
sional ascendente sobre una capa fina de gel silice como la fase estacionaria y donde
uno de los eluyentes mas utilizados es una mezcla de butanol, acido acético y agua
destilada conocida como BAW. La muestra final se visualiza en una camara de
luz ultravioleta con una longitud de onda de 254 nm, logrando asi visualizar si los
compuestos (que absorben en esa region del UV) han sido separados. Una de las
principales ventajas que posee la utilizacion de cromatografia de capa fina es que es
una técnica bastante econémica en comparacion a otras técnicas de caracterizacion
como por ejemplo cromatografia liquida de alta definicion (HPLC) o bien, la misma

resonancia magnética nuclear (Tenorio, 2016).

Dicha técnica es una de las mas antiguas pero que continua utilizdndose para el
estudio de polifenoles presentes en extractos naturales o trabajos de fraccionamiento
debido a que es rapido, versatil y simple. Otras de las ventajas sumadas a las
anteriores es que se pueden ejecutar varias muestras al mismo tiempo, los tiempos
de separacién de las sustancias de interés son breves y también funciona de buena
manera como andlisis previo a una cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC,
por sus siglas en inglés) por lo econémicas y rapido que se ejecutan. Los flavonoides
se revelan bajo lamparas UV de colores oscuros (negros), amarillo, verde o azul

dependiendo de la estructura quimica, mas especificamente, de la conjugacion de los
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dobles enlaces presentes en la estructura del mismo ya que esto es lo que genera la
longuitud de onda que va a ser reflejada por el compuesto, estos colores se muestran

en la Figura 2.9 (Andersen y Markham, 2006).

Figura 2.9. Cromatogramas de flavonoides en gel de silice y placas de gel silice a 254
nm (Urska et al., 2018)

2.6 Capacidad antioxidante y cantidad total de polifenoles:

Los compuestos antioxidantes son aquellos que tienen la capacidad de inhibir la oxi-
dacién de moléculas y que por consiguiente actiian como protectores de las moléculas
biolégicas contra especies reactivas de oxigeno o radicales libres, los polifenoles son

un ejemplo de este tipo de moléculas.

Para evaluar la actividad antioxidante de los flavonoides se suelen utilizar métodos
in vivo o in vitro, donde una de las mas utilizadas son estas dltimas por ser sencillas,
rapidas y econémicas. Por lo general dichas metodologias se basan en la transfer-
encia de electrones usando como sustratos radicales croméforos sintéticos, donde el
mas utilizado es el 2,2 difenil-1-picrihidracilo conocido cominmente como la prueba
antioxidante DPPH. Dicha prueba se basa en la decoloraciéon del radical DPPH de
un violeta a amarillo debido a la reducciéon por parte de la sustancia antioxidante
que se esta analizando y la transferencia de electrones como se puede observar en la

Figura 2.10 (Franco, 2019).
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Figura 2.10. Reduccién del radical DPPH en presencia de un antioxidante (Franco,
2019)

Diversos estudios cinéticos han mostrado que la reacciéon que ocurre en el método
con DPPH es de pseudo primer orden que puede seguirse midiendo la disminucion
de la absorbancia en funcién del tiempo. Esta medicién se puede percibir al observar
una primera fase de manera muy rapida seguida de una reaccién mas lenta que se
atribuye al proceso de dimerizacion de los productos de reaccion. Los resultados
experimentales de dicha prueba se expresan como el valor de la concentracion in-
hibitoria maxima media (I/C5p) reportada como mg extracto/L. La concentracién
inhibitoria méxima media es aquella que produce una inhibicién del 50% del radical

libre DPPH (Salazar, 2019).

La deslocalizacion del electrén desapareado en la estructura del radical DPPH in-
tensifica el color violeta caracteristico de este, el cual absorbe en metanol utilizando
una longuitud de onda de 517 nm. En el momento en que la soluciéon de DPPH
reacciona con una sustancia que done un atomo de hidrégeno el color violeta intenso
se ird desvaneciendo, este cambio de coloraciéon es monitoreado espectrofotométri-
camente hasta alcanzar un estado estacionario y completar la reaccién redox, para

finalmente determinar asi las propiedades antioxidantes (Tovar, 2013).

En cuanto a la cantidad total de polifenoles presentes en las cascaras de la naranja, se
utiliza el método de Folin-Ciocalteu ya que es un método sencillo, su procedimiento

se encuentra estandarizado y por la disponibilidad de los reactivos.

El reactivo de Folin-Ciocalteu utiliza un mecanismo de reacciéon oxidacién /reduccién,
dénde dicho ensayo mide la capacidad para reducir el reactivo de acido fosfomolib-

dico/fosfotungstico a un complejo azul el cual es monitoreado espectrofotométrica-
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mente a una longuitud de onda de 750 nm, este complejo azul formado tiene su
maxima absorcion dependiendo de la composicion fendlica presente en el extracto,

dénde, los resultados obtenidos se expresan como miligramos GAE /g muestra(Tovar,

2013).

2.7 Diseno de experimentos: Metodologia Superficie de Re-

spuesta (MSR)

La metodologia de superficie de respuesta es la herramienta de estrategia y analisis
que permite solucionar el problema de obtener las condiciones de operacion éptimas

de un proceso determinado (Gutiérrez y De la Vara, 2008).

La principal ventaja de dicha metodologia como herramienta en el disenio, desarrollo
y formulacién es que con una minima cantidad de ensayos se puede cubrir el max-
imo de interacciones de los componentes para determinar los valores 6ptimos de un

producto de interés (Rodriguez et al., 2011).

Otras de las propiedades que dicha metodologia debe satisfacer son las de poder
estimar los coeficientes de un modelo cuadratico, poseer un niimero pequeno de ex-
perimentos y la factibilidad de construir disefios secuenciales. Es acd donde el diseno
central compuesto (DCC) juega un papel fundamental debido a que se construye a
partir de disefios factoriales 2¥ que permiten la estimacién de efectos e interacciones,
ademas de incluir a un conjunto de puntos en los ejes denominados puntos estrella
que son los que permiten estimar los puntos cuadraticos puros tal como se muestra

en la Figura 2.11 (Romo et al., 2008).

?
T e
-

'/////-+Hi
-

Figura 2.11. Estructura de un disefio central compuesto con tres factores (Romo et al.,
2008)
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Ante dicha situacion, lo que queda por decidir es la distancia que existe entre el
origen y la interseccion con el eje denotada como « en la Figura 2.11 donde la misma
se calcula con el nimero de puntos utilizados (N) en el diseno como se muestra en

la siguiente ecuacion:

o= (N (1)






METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El objetivo general de este trabajo es evaluar las condiciones de extraccién de los
flavonoides presentes en las cascaras de la naranja Citrus sinensis mediante la car-
acterizacion con RMN para su uso como antioxidantes. Para llevar esto a cabo se
realizé una extraccion solido-liquido ultrasonica de las cascaras de la naranja que
se recolectaron de un mismo punto de venta. Como parte de la evaluacién de las
condiciones de extraccion se realizdé un disefio de experimentos de metodologia de
superficie de respuesta (MSR) utilizando un disefio especifico conocido como central

compuesto (DCC) analizado por medio del software estadistico MINITAB.

La parte experimental se realizé en la Escuela de Quimica de la Universidad de
Costa Rica, en el labotario de investigacién 232 del director del proyecto PhD.
Renato Murillo Masis. Los equipos y reactivos necesarios para el desarrollo del
proyecto de graduacién fueron proporcionados por este laboratorio, los mismos se

encuentran en los Cuadros 3.1y 3.2

Cuadro 3.1. Equipos necesarios para la extraccion y caracterizacion de los prin-
cipales flavonoides presentes en las cascaras de la naranja.

Equipo o material Modelo Rango de Unidad
trabajo
Bano ultrasonico BRANSON 42 kHz
5510
Procesador de alimentos Oster N/A N/A
Plantilla IKA CMAG 0 a 500 °C
Lampara ultravioleta UVGL-58 254 a 366 nm
Balanza analitica Adventurer 0 a 300 g
OHAUS

Rotavapor BUCHI R-210 N/A N/A
Equipo RMN Bruker Ascend 400 MHz
Espectofotométro Labomed 190 a 1100 nm
Estufa Memmert 30 a 200 °C
Refrigeradora Frigidaire N/A N/A

23
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Cuadro 3.2. Materiales y reactivos necesarios para la extraccion y caracteri-
zacion de los principales flavonoides presentes en las cascaras de

la naranja.

Reactivo Fabricante Grado
Etanol Universidad Costa Rica N/A
Eter etilico Merck Analitico
Diclorometano Fisher Analitico
Metanol Merck Analitico
Acido acético Fermont Analitico
Vanilina Sigma-Aldrich Analitico
Dimetilsulféxido deuterado Sigma-Aldrich Analitico
Cloroformo deuterado Sigma-Aldrich Analitico
Reactivo de Folin-Ciocalteu =~ Laboratorio BioDess N/A
2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo Laboratorio BioDess N/A
Placas gel silice Merck Analitico
Papel filtro Whatman Analitico
Parafilm Bemis N/A
Silica gel 60 Merck Analitico
Quinina Sigma Aldrich Analitico

3.1 Recoleccién y pretratamiento del material vegetal

Para la extraccion de las sustancias de interés presentes en las cascaras de la naranja
primeramente se obtuvieron las naranjas enteras como fruta de un mismo punto de

venta, aproximadamente 80 unidades.

Posterior a ello se lavaron con abundante agua y se limpiaron con toallas sin pelusa
para eliminar la mayor cantidad de particulas de polvo o cualquier otro contami-
nante presente en la parte externa de la fruta. Una vez realizado esto se retiré la
cascara de las mismas con un cuchillo para seguidamente con ayuda de un mortero
o procesadora de alimentos disminuir el tamano de estas hasta obtener un tamano
de particulas de aproximadamente 1 cm tal y como se muestra en la Figura 3.1, ya
que de acuerdo con Damian et al. (2016) se facilita la extraccion de los componentes

promoviendo el transporte del extracto de la matriz sélida al disolvente.
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Figura 3.1. Apariencia de las cdscaras de naranja almacenadas para la extraccion.

Finalmente se almacenaron las cascaras morterizadas en el refrigerador en una bolsa
con cierre hermético para conservarlas hasta el momento en que se realizé la extrac-

cion asistida por ultrasonido.

3.2 Analisis preliminares para la extraccién asistida ultra-

sonido

Antes de iniciar con las corridas experimentales del diseno estadistico propuesto se
realizaron varias extraciones ultrasonicas previas para identificar, con ayuda de los
espectros 1H-RMN, 13C-RMN y espectroscopia ultravioleta-visible, la presencia de
las sustancias de interés en la materia prima utilizada. Se seleccioné dicho método
de extraccion ya que segin Kumar et al. (2021) es un método que posee ventajas
sobre los demas como bajo tiempo de extracciéon, poco requerimiento energético y

la calidad de retencién del extracto.

Las extracciones que se realizaron primeramente con la materia prima morterizada
fueron utilizando las condiciones de operacién que se muestran en el Cuadro 3.3 a

temperatura ambiente.
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Cuadro 3.3. Condiciones de operacién para las primeras extracciones prelim-
inares via ultrasonido de flavonoides presentes en las cascaras de la
naranja de acuerdo a los datos de solubilidad de los flavonoides.

Condicién Magnitud
Disolvente Etanol 95%
Tiempo 1h
Masa cascaras 40.040 g
Volumen disolvente 80 mL
Ratio solvente/solido 2mL/g

Finalizada la extraccion ultrasonica con las condiciones de operacién mostradas en
el Cuadro 3.3, se filtré por gravedad con ayuda de un papel filtro analitico Whatman
50, se recogié en un balén de 500 mL para posteriormente concentrar el extracto
obtenido con ayuda de un rotavapor Buchi R-210 controlando la caida de presion
dentro del equipo para evitar una ebullicién agresiva. Una vez que el extracto estaba
completamente seco, se redisolvié en una pequena cantidad de etanol 95% y se tomd
una alicuota la cual se transfirio a un baléon aperado de 25 mL donde se secé por
completo en el mismo rotavapor, para preparar la muestra para resonancia magnética
nuclear. La misma se disolvid en aproximadamente 0.5 mL de dimetilsulféxido
deuterado (DMSO-d6), para posteriormente traspasarla a un tubo especial para

RMN 5 mm ID; por altimo se ingres6 al equipo de RMN Bruker Ascend 400 MHz.

Seguidamente, se realizaron variaciones a las condiciones de extraccion mostradas
anteriormente donde se utilizé una mezcla de solventes, especificamente etanol-eter
etilico con una proporcién 80/20 %v/v y se varié la proporcién solvente/sélido a

una relacién 4:1 mL/g.

Por otro lado, se realizaron lavados a las cascaras de la naranja morterizadas previo
a la extracciéon en el bano ultrasénico con dos disolventes distintos. Primeramente se
realizaron lavados con agua destilada fresca a temperatura ambiente, se utilizé una
cantidad de disolvente suficiente para cubrir las cdscaras de naranja, estos lavados
se hacieron por duplicado y con un tiempo en el bafio ultraséonico de 15 minutos
cada uno. Entre cada lavado se realizé una filtracién por gravedad con ayuda de un
papel filtro analitico Whatman 50. Los segundos lavados que se realizaron son con

éter etilico cubriendo por completo las cascaras de naranjas, los lavados se realizaron
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por duplicado con disolvente freso a temperatura ambiente. Entre cada lavado se
realiz una filtracién por gravedad con ayuda de un papel filtro analitico Whatman

50, sin embargo, el tiempo de cada lavado en este caso es de 20 minutos.

Agregados los lavados al procedimiento se continua con las extracciones ultrasoni-
cas con las condiciones de operaciéon mostradas en el Cuadro 3.3 y las variaciones
mencionadas anteriormente. Con los extractos finales obtenidos en ambos casos se
realizan folios de cromatografia de capa fina ascendente (CCF) con distintos disol-
ventes y proporciones tal como se muestra en el Cuadro 3.4.

Cuadro 3.4. Disolventes utilizados para las pruebas de cromatografia de capa
fina ascendente.

Disolvente Proporciéon
Metil terbutil éter/metanol 9:1
Metil terbutil éter /metanol 8:2
Metil terbutil éter/metanol 7:3
Metil terbutil éter/metanol 6:4
Metil terbutil éter/etanol 9:1
Diclorometano/metanol 8:2

Dicho sistema consistié en colocar sobre un beaker tapado con un vidrio reloj 10 mL
del disolvente o mezcla de disolventes junto a dos gotas de acido acético glacial en
todos los casos e insertar una pequena placa de silice donde se colocaron dos gotas de
la extraccion concentrada en la parte inferior del mismo a 1 cm de su borde. Una vez
que la fase maovil llego al frente del disolvente, esta se saco del beaker con una pinza
por la parte superior y se colocé en la mesa de trabajo durante aproximadamente
5 minutos para que se secara por completo antes de ser revelada en la lampara

ultravioleta con una longitud de onda de 254 nm.

Cuando la placa con la muestra estaba totalmente seca se trasladé a la capilla de
extracciéon de vapores y se rocié con vanilina para posteriormente revelarla en una

plantilla caliente.

Finalmente, con las extracciones en que se utilizaron las condiciones de operacién
mostradas en el Cuadro 3.3 se realiz6 una cromatografia de columna con gel de
silice para obtener las fracciones presentes en las cromatografias de capa fina, dicho

sistema se muestra en la Figura 3.2. Este sistema consisti6 en colocar una base
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de algodén al fondo de la columna, agregar silice hasta unas tres cuartas partes
de la misma dandole unos pequenios golpes a la columna para asentar de manera
correcta la silice. Posteriormente, se agrego silice del mismo grado a un balén de
500 mL el cual contenia la extraccién con una cantidad pequena de disolvente déonde
se seco por completo hasta tener una apariencia suelta y fina; esto se agregd a la
columna previamente empacada con silice fresca y se cubre con un algodén para
evitar salpicaduras de la muestra cuando se agregd el disolvente de las distintas

fracciones por la parte superior.

Figura 3.2. Cromatografia de columna realizada a las extracciones

Los disolventes utilizados para la cromatografia se agregan por la parte superior
de la columna y se recolectan las fracciones de 250 mL cada una en erlenmeyers
debidamente rotulados, se debe estar pendiente de la columna ya que la misma
en ningin momento se debe de secar, es decir, siempre debe tener disolvente por
encima del algodén colocado en la parte superior. Los disolventes utilizados para

las distintas fracciones de la columna se muestran en el Cuadro 3.5
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Cuadro 3.5. Disolventes utilizados para cromatografia de columna.

Disolvente Volumen
(mL)
Metil terbutil éter 250
Metil terbutil éter/metanol 225/25
Metil terbutil éter/metanol 200/50
Metil terbutil éter/metanol 150/100

Las fracciones con las cudles se buscé identificar la presencia de flavonoides de interés
dependiendo de la polaridad de estos en los disolventes utilizados, fueron recolec-
tadas en erlenmeyers para posteriormente ser traspasadas a balones de 500 mL donde
se concentraron con ayuda de un rotavapor Buchi R-210. Con dichas fracciones
concentradas se realizaron folios de cromatografia de capa fina ascendente (CCF)
utilizando como disolvente una mezcla de diclorometano/metanol en una relacion
95/5 con un volumen total de mezcla utilizado igual a 250 mL més unas gotas de
acido acético glacial, se sigue el mismo procedimiento descrito anteriormente para

esta técnica.

Posterior a la revelacion bajo la lampara ultravioleta, se cortaron las distintas franjas
presentes en el folio que se lograron distinguir y se separaron en erlenmeyers rotula-
dos donde los trozos fueron cubiertos con metil terbutil éter y se dejaron reposando
durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo se filtraron las fracciones por
gravedad con ayuda de un papel analitico Whatman 50 y se recolectaron en balones
para secarlas con ayuda de un rotavapor Buchi R-210 y asi tener listas las muestras

para las mediciones respectivas de resonancia magnética nuclear en 2 dimensiones

(2D).

La udltima prueba que se realizé con algunas de las extracciones fue la medicién de
espectros ultravioleta-visible, donde las muestras se trasvasaron a un balén, donde
se afor6 a 25 mL con metanol. Con las muestras listas, se prepar6 el equipo y las
celdas para iniciar con las lecturas. Las celdas se deben de agarrar por la parte
opaca y deben de limpiarse con mucho cuidado, solamente realizando un contacto
leve con una toalla de cocina en las paredes de la misma para eliminar el solvente

fresco con que se limpiaron. En una celda se colocé solamente solvente para evitar



30

los efectos de matriz (denominado blanco) y en la otra se colocé la muestra de
interés. Se programa el equipo para que realizara un barrido desde una longitud de
onda de (190 a 400) nm para obtener el espectro respectivo e identificar el tipo de
sustancia. Con esto se buscé la comprobacién de una manera rapida, econémica y
fiable la presencia de los compuestos de interés en los extractos obtenidos previo a
realizar los espectros de resonancia magnética nuclear, pues los reactivos empleados

en dicha técnica son costosos y muy especificos.

3.3 Obtencién de los extractos fenolicos mediante extrac-

cion asistida por ultrasonido

Para determinar las condiciones 6ptimas de extraccion de los flavonoides presentes
en las cascaras de la naranja via ultrasonido, se utilz6 una metodologia de superficie
de respuesta (MSR) especificamente un diseno central compuesto (DCC) con cuatro
repeticiones en el punto central, donde la variable de respuesta de dicho modelo
fue la cantidad total de polifenoles presentes en los extractos mediante el método
de Folin-Ciocalteu. Las condiciones de operacion para las distintas extracciones se

encuentran en el Cuadro 3.6.

Como se observa en el Cuadro 3.6 los factores estudiados en dicho modelo estadis-
tico fueron: la concentracién de etanol utilizado para la extraccién, la temperatura
del bafio ultrasénico y por ultimo el ratio solvente/sélido. Dichos factores fueron
seleccionados debido a que segin diversos autores, como por ejemplo: Andres et
al. (2020) y Tranquilino et al. (2020) son importantes para la obtencién final de
polifenoles en los extractos. De acuerdo con los mismos autores, los valores entre
los cuales se variaron dichos factores fueron asignados de la siguiente manera: con-
centracion de etanol de un (80 a 90) % v/v, mientras que la temperatura del bano
ultrasénico de (30 a 60) °C para estar asi siempre por debajo de la temperatura
de ebulliciéon del etanol, que es de aproximadamente 78.4°C y finalmente el ratio

solvente/sélido se varié de (10 a 20) mL/g.



31

Cuadro 3.6. Condiciones de operacién para las extracciones de polifenoles via

ultrasonido.
Orden Masa Concentra- Tem- Ratio
estandar sélido cién etanol peratura solvente/
corrida (2) (%V/V) (°0) sélido
(mL/g)
6 25.0595 90 30 20
12 25.0508 85 70 15
10 25.0193 93 45 15
11 25.0443 85 20 15
16 25. 0551 85 45 15
3 25.0783 80 60 10
2 25.0098 90 30 10
4 25.0167 90 60 10
15 25.0528 85 45 15
> 25.0302 80 30 20
17 25.0291 85 45 15
1 25.0512 80 30 10
9 25.0424 77 45 15
13 25.0081 85 45 7
7 25.0257 80 60 20
18 25.0994 85 45 15
8 25.0146 90 60 20
14 25.0069 85 45 23

En cuanto a la masa del sélido la misma se fij6 en un valor de 25 g basados en los
rangos de trabajo de la proporcion solvente/sélido y la capacidad de la cristaleria

de laboratorio junto al bafio ultrasonico.

Una vez definidas las condiciones de extraccion, se siguié un procedimiento similar
al propuesto por Sharma et al. (2018) con algunas modificaciones, el cual se detallan

a continuacion.

Se inici6 pesando la masa de las cdscaras de naranja morterizadas en una balanza
analitica Adventurer OHAUS, para ingresar las mismas en un erlemenyer de 500
mL y preparar el sistema de extraccion. Una vez colocada la cantidad de cascaras
necesarias se realizaron lavados con 100 mL de éter etilico por 15 minutos en el bafio

ultrasénico a temperatura ambiente para eliminar la mayor cantidad de grasas posi-
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bles en la muestra, donde estos lavados se realizan por duplicado. Entre cada lavado
se realiza una filtracion por gravedad con ayuda de un papel analitico Whatman 50.
Posterior a dichos lavados se continta con dos lavados més pero en esta ocasion con
agua para sustraer la mayor cantidad de aztcares presentes en la muestra, utilizando
aproximadamente 75 mL en cada uno de ellos y de igual manera durante 15 minutos,
se finalizan filtrando por gravedad con ayuda de un papel filtro Whatman 50, tal y

como se muestra en la Figura 3.3

Figura 3.3. Filtraciones por gravedad para los lavados previos realizados a las extrac-
ciones ultrasénicas.

Una vez terminados ambos lavados por duplicado, se agregé etanol para la extraccion
ultrasonica de acuerdo a los datos mostrados en el Cuadro 3.6 y se procedi6 a extraer
durante 20 minutos. Finalizado este tiempo de extraccion las muestras se filtraron
por gravedad con ayuda de un papel filtro Whatman 50 donde se recolectaron en
un balén de 500 mL para posteriormente concentar el extracto obtenido con ayuda

de un rotavapor Buchi R-210.

Estos extractos se trasladaron a un balén aperado de 25 mL y se secaron por com-
pleto, para posteriormente redisolverlos en una pequena cantidad de etanol y ser
almacenados en la refrigeradora previo a su caracterizaciéon mediante resonancia

magnética nuclear y cromatografia de capa fina.
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3.4 Caracterizacion de los flavonoides presentes en los ex-
tractos de las cascaras de la naranja mediante resonan-

cia magnética nuclear y cromatografia de capa fina

Para realizar las cromatografias de capa fina ascendente (CCF) se utilizaron los
extractos concentrados almacenados en la refrigeradora, donde, se tomaron dos gotas
de este con ayuda de una pipeta pasteur y se colocaron en la base de la placa de gel
de silice a una distancia aproximada de 1 cm desde su base, dicha placa se inserta en
un beaker al cual se le agregaron 9.7 mL de diclorometano y 0.3 mL de metanol més
dos gotas de acido acético glacial. El sistema se tap6 con ayuda de un vidrio reloj y
se dejo de correr la fase mévil por la placa hasta que esta llegé al frente de disolvente
en la parte superior del folio, se sacé la placa del beaker con una pinza metalica y
se coloca sobre la mesa de trabajo durante 5 minutos para que la misma se seque
por completo antes de ser revelada en la lampara ultravioleta con una longuitud de

onda de 254 nm.

Posterior a revelar en la lampara ultravioleta, la placa se rocié con vanilina en una
capilla de extraccién de vapores para seguidamente colocarla con ayuda de una pinza

sobre una plantilla caliente y revelar la misma.

Con el resto del extracto contenido en el baléon apreado de 25 mL se tomé una
alicuota y se transfirié a otro balén aperado para secarla por completo con ayuda de
un rotavapor Buchi R-210, una vez seco totalmente se procedio a preparar la muestra
para resonancia magnética nuclear disolviendo esta en 0.5 mL de dimetilsuféxido
deuterado (DMSO-d6) y se traspasé con ayuda de una pipeta pasteur a un tubo
especial para RMN 5 mm ID tal como lo indica Murillo et al. (2017). Para el espectro
protonico se midieron 64 pulsos a todas las muestras. Es importante mencionar que
se le asigna un codigo a cada corrida experimental siguiendo el formato que se
muestra a continuacion para todo el diseno estadistico: TES#MN, esto con el fin de
identificar cada una de las muestras y guardar los archivos generados por el equipo

de resonancia magnética nuclear.

En cuanto a las muestras para observar los espectros RMN en dos dimensiones (2D),
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se siguié el mismo procedimiento de preparaciéon descrito anteriormente solamente
que el disolvente utilizado fue cloroformo deuterado (CDCI3). Para observar los
compuestos de una manera clara el espectro H,H-COSY fue medido durante 2 horas,
el HSQC durante 10 horas, el HMBC durante 15 horas y el espectro 13C durante
12 horas. El tiempo asignado a dichas mediciones, asegura que los experimentos de

RMN vy sus resultados presenten una relacion senial de ruido favorable.

Para la cuantificacién de la quercetina, se utilizé dicho polifenol debido a la presencia
de picos caracteristicos observados en los espectros proténicos de todas las muestras
presentes en los extractos ademdas de que segun Olufunmilayo et al. (2015) es de
los compuestos mayoritarios presentes en las cascaras de la naranja maduras. Se
pesaron 100.3440 g en la balanza analitica Adventurer OHAUS para posteriormente
realizarle lavados en el bafio ultrasénico con 350 mL de éter etilico por duplicado,
durante 20 minutos cada uno con el fin de remover la mayor cantidad de grasa posible
del extracto. Posterior a los lavados, se extrajé en el bafio ultrasénico durante 15
minutos con etanol 95%, dicho extracto se filtré por gravedad con ayuda de un papel
filtro Whatman 50 para posteriormente pasarlo a una probeta donde se determind

su volumen exacto.

Seguidamente, se tomaron alicoutas de 50.00 mL con pipetas aforadas para ser
trasvasadas a un balén aforado de 100.00 mL, tal y como se muestra en la Figura
3.4 . En un beaker de 50 mL se pesaron en balanza analitica cantidades de quinina
de (25 a 35) mg, variando en 5 mg cada medicién para disolver en metanol la
misma completamente y agregar a cada balén aforado con la alicuota previamente
trasvasada. Finalizando el procedimiento, se aforo el baléon de 100 mL utilizado. De
los balones se tomaron alicoutas de 10 mL con pipetas aforadas para traspasarlas
a un balén aperado concentrando el extracto obtenido con ayuda de un rotavapor
Buchi R-210. Se prepar6 la muestra en DMSO-d6 para realizarle el espectro de

resonancia magnética nuclear y poder cuantificar el mismo.
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Figura 3.4. Balones aforados para la cuantificacién mediante resonancia magnética
nuclear.

3.5 Cuantificacion de flavonoides totales

Para las muestras previamente preparadas y almacenadas en la refrigeradora en
pequenos viales con un volumen de 10 mL de etanol y una masa exacta conocida
pesada con ayuda de una balanza analitica Adventurer OHAUS, tal como se muestra
en la Figura 3.5, se tomaron 0.5 mL de la muestra a una concentracién conocida para
posteriormente anadirle 0.5 mL del reactivo Folin-Ciocalteu y 10 mL de disolucion
de carbonato de sodio 7.5% el cudl actua como un buffer en la reacciéon para ajustar
el pH. La mezcla anterior se diluy6 a un balén aforado de 25 mL con agua destilada,

y se dej6 reposando en oscuridad durante 60 minutos.
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Figura 3.5. Viales preparados para la cuantificacion de flavonoides presentes en los
extractos mediante Folin-Ciocalteu.

Posteriormente se midié la absorbancia de dicha mezcla en un espectrofotometro
utilizando una longitud de onda de 750 nm, y se interpolé el resultado obtenido
en una curva de calibracion previamente elaborada con acido galico, dicha curva de
calibracién se elabora siguiendo el procedimiento descrito por Garcia Martinez et al.
(2015) partiendo de una disoluciéon madre de dcido galico con una concentracion 100
mg/L, se preparan 9 disoluciones diluidas de 10 mL con concentraciones crecientes
del acido desde 0 mg/L hasta 16 mg/L, variando cada 2 mg/L. Se utiliza éacido
gélico debido a que su capacidad antioxidante es bastante conocida y logra formar
un complejo bastante coloreado atin en concentraciones relativamente bajas (Tovar,

2013).

Los resultados se expresan como miligramos de 4cido galico equilavente (GAE)/g
muestra, dicho resultado es de suma importancia debido a que es la variable re-
spuesta del diseno estadistico seleccionado para determinar las condiciones 6ptimas

de extraccion.

3.6 Evaluacion de la actividad antioxidante por el método

DPPH de los flavonoides extraidos via ultrasénica

De los mismos viales preparados para la prueba anterior, se tomaron 2 mL de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) 0.25 mM en metanol y se mezclaron con diferentes

alicuotas de la muestra, se diluyé a 5 mL con metanol. Dicha disolucién es incubada
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en la oscuridad a temperatura ambiente por 30 minutos, para posteriormente medir

su absorbancia a 517 nm.

Se calculé el porcentaje de inhibicion respecto a un blanco el cual solamente con-
tenia metanol, y se grafic6 contra la concentracion. El IC5y se calculdé como la
concentracion de la muestra necesaria para obtener un 50% de inhibicién al radical

utilizado.






ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 Obtencion de los extractos de las cascaras de la naranja

via ultrasonica

La extraccion asistida por ultrasonido es de las mas utilizadas gracias a la gran efica-
cia que posee, esta se debe principalmente a la accion de las burbujas de cavitacion
que se generan durante la sonificacion en el bafio ultrasénico, en el momento en
que dichas burbujas colapsan con las paredes vegetales de las cascaras de la naranja
alteran la pared de la célula vegetal incrementando la liberacién de los compuestos
extraibles (Tarazona, 2016). Es de suma importancia determinar las condiciones
Optimas de temperatura del bafio ultrasoénico, concentracion del solvente y ratio sol-
vente/solido utilizado ya que un incremento en alguna de estas puede generar una
degradacion de los compuestos de interés. Por el contrario, valores bajos de estos
pueden incrementar la presencia de sustancias que no son de interés en los extrac-
tos como por ejemplo aztcares o grasas presentes en las cdscaras de la naranja al
utilizar concentraciones de solvente bajas lo que se reflejaria en una disminucién en

el rendimiento de la extraccion de los polifenoles.

Con base en lo mencionado anteriormente, son estos factores los que se utilizaron
en la metodologia de superficie de respuesta, especificamente en el diseno central
compuesto donde la variable de respuesta del modelo fue la cantidad total de po-
lifenoles presentes en los extractos, dicha variable se calculé mediante el método
de Folin-Ciocalteu. Los resultados de la cantidad total de polifenoles obtenidos se

muestran en el Cuadro 4.1.

39
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Cuadro 4.1. Diseno central compuesto con la cantidad total de compuestos
fenolicos obtenidos mediante el método Folin-Ciocalteu como vari-
able de respuesta para las extracciones realizadas a las cascaras de

la naranja.

Orden Concentra- Tem- Ratio Polifenoles

estandar cién etanol peratura solvente/ totales
corrida (%V/V) (°C) sélido (mg GAE/
(mL/g) g muestra)

6 90 30 20 46.58

12 85 70 15 30.32

10 93 45 15 39.97

11 85 20 15 31.34

16 85 45 15 04.64

3 30 60 10 26.95

2 90 30 10 38.60

4 90 60 10 45.21

15 85 45 15 55.14

5 30 30 20 49.26

17 85 45 15 46.78

1 80 30 10 48.76

9 7 45 15 73.84

13 85 45 7 46.55

7 30 60 20 28.17

18 85 45 15 54.79

8 90 60 20 32.38

14 85 45 23 29.66

La seleccion de dichos factores se debié a que segun diversos autores como por
ejemplo Andres et al. (2020) y Dahmoune et al. (2014) son importantes para la
obtencién final de polifenoles en los extractos. De acuerdo con los mismos autores,
los intervalos de variacién de dichos factores en el diseno estadistico corresponden a
una concentraciéon de disolvente de (80 a 90) %v/v, temperatura del baflo ultrasénico
de (30 a 60) °C para no sobrepasar en ningin momento la temperatura de ebullicién
del solvente utilizado (etanol) que es de 78.4 °C y el ratio solvente/sélido de (10 a 20)
mL/g. Es de suma importancia no sobrepasar en ningin momento la temperatura
de ebullicién de dicho solvente, ya que sino este se evaporara y se saldra del sistema
de extraccion dejando al mismo sin un medio para que se dé la extraccion de los

compuestos de interés de la materia solida, ademas, de que se puede dar una posible
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descomposicion térmica de los compuestos de interés. La masa del cascaras inicial
de extraccion se fijo en un valor aproximado de 25 g basados en la capacidad de
la cristaleria de laboratorio junto al bano ultrasénico segun la variacion del ratio

solvente/sélido en cada corrida experimental.

De acuerdo con los resultado mostrados en el Cuadro 4.1 se tiene un promedio de
polifenoles totales de 43.25 mg GAE/g muestra, el cual es superior a los valores
promedio observados por otros autores como por ejemplo Sok et al. (2018) con un
valor de 28.03 mg GAE/g muestra, Singh et al. (2020) con un valor de 27.58 mg
GAE/g muestra y Nishad et al. (2019) con un valor de 15.90 mg GAE/g muestra.
Las diferencias en la cantidad total de polifenoles obtenidas segiin Singh et al. (2020)
puede atribuirse a distintos factores como lo son el secado de la materia prima antes
de realizar la extraccion, el grado de maduracién de la cascara de la fruta utilizada,
la ubicacién geografica del cultivo, el tipo de solvente utilizado y la técnica de
extracciéon empleada, sin embargo, estos dos ultimos factores estan descartados ya
que para todos los casos mencionados el solvente utilizado fue el etanol y el método

de extraccién fue el asistido ultrasonido.

La optimizacion del proceso de extraccion ultrasonica se realizé aplicando un facto-
rial completo 23 en un DCC para ajustar a un modelo polinomial de segundo orden
con las 18 corridas experimentales que se desarrollaron y estudiar asi los efectos
lineales y de interaccion, los efectos cuadraticos o de curvatura propia. El modelo
de segundo orden obtenido se presenta a continuacion, dénde: C es concentracion
de etanol (% v/v), T es temperatura del bano ultrasénico (°C), s/s es el ratio sol-

vente/sélido (mL/g) y Pt son los polifenoles totales (mg GAE/g muestra):

Pt =455 —9.6C' — 1.49T + 10.5s5/s + 0.040C « C' — 0.03627 = T

—0.223s/s % s/s +0.0589C * T' — 0.033C' * s/s — 0.0335T x s/s (1)

Con el modelo de segundo orden presentado anteriormente se observa que el mismo

posee un buen ajuste para los datos experimentales pues el valor del coeficiente
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de determinacién (R?) obtenido es de 71.48 % tal y como se muestra en la Figura
4.1, y de acuerdo con Gutiérrez y De la Vara (2008) para estos disefios estadisti-
cos un valor superior al 70% es recomendado utilizarlo y su calidad de prediccién
es aceptable. Por su parte R?ajustado lo que nos indica es la variabilidad en la
cantidad total de polifenoles extraidos, este valor al no ser tan elevado significa que
los factores estudiados (temperatura del bafio ultrasénico, concentracién de etanol
y ratio solvente/sélido) y sus interacciones no son responsables en gran medida de

las variaciones obtenidas en la variable respuesta.

Resumen del modelo

R-cuad. R-cuad.
SR-cuad. (ajustado) (pred)
959967 T7148%  39.39% 0.00%

Figura 4.1. Resumen del modelo diseno central compuesto para las extracciones de
polifenoles en las cdscaras de la naranja.

Al determinar un correcto ajuste del modelo a los datos experimentales, lo siguiente
es identificar aquellos factores que son significativos con un 95% de confianza, es
decir, todos aquellos que posean un valor-p menor a 0.05 y son pues los que generan
cambios en la variable de respuesta. Dicho analisis de varianza se muestra en la

Figura 4.2.
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Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 184770 205200 223 0137
Lineal 412 147.042 160 0265

Cn ETOH (%V/V)

Temperatura (°C)

Ratio Solvente/Salido (mL/g)
Cuadrado

Cn ETOH (%V/V)*Cn ETOH (%V/V)

Temperatura (*C)*Temperatura (°C) 34115 841151 913 0017

Ratio Solvente/Sdlido (mL/g)*Ratio Solvente/Solido (mL/g) 39421 394211 428 0072

3

116874 168742 183 0213

1

1

3

1

1

1
Interaccion de 2 factores 3 21100 70565 077 0544

1

1

1

8

5

3

7

19956 199.563 217 0179
7282 72820 079 0400
119487 398291 432 0.043
1249 12486 014 072

Cn ETOH (%V/V)*Temperatura (°C) 155.85 155850  1.69 0.230
Cn ETOH (%V/V)*Ratio Solvente/Sclido (mL/g) 540 539 006 0815
Temperatura ("C)*Ratio Solvente/Sélido (mL/g) 5045 50451 055 0481
Error 73723 92154
688.17 137635 842 0055
4906 16352
2584.92

Falta de ajuste
Error puro
Total

Figura 4.2. Tabla del andlisis de varianza para las extracciones de polifenoles en las
cascaras de la naranja.

Como se puede observar en la Figura 4.2 solamente el término cuadréatico de tem-
peratura es significativo para la obtencién de los compuestos fendlicos extraidos via
ultrasonido con un valor-p de 0.017 el cual es menor al valor de significancia de
0.05. Utilizando esta misma Figura, se identifica que el modelo cuadratico se ajusta
para el proceso de optimizacion realizado gracias a su valor-p de 0.043, ademas, de
confirmar la no significancia del modelo a un ajuste de un sistema lineal pues su

valor-p es 0.265, mayor a la significancia de 0.05.

De igual forma, segin la Figura 4.2 se corrobora que el modelo se ajusta de man-
era adecuada a los datos experimentales pues el error en la falta de ajuste es no
significativo gracias a su valor-p de 0.055, mayor a la significancia. Es decir, el
modelo manifiesta de manera adecuada la relacién entre la variable de respuesta y

los predictores.

El término significativo se puede confirmar de forma gréafica con ayuda del diagrama
de Pareto de efectos estandarizados que se muestra en la Figura 4.3 el cual com-
para la magnitud relativa y la significancia estadistica de los efectos principales, los

cuadraticos y sus interacciones ordenados de manera decreciente, donde aquellos que
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sobrepasen la linea roja punteada del grafico son los significativos, esto es, aquellos

términos que generan cambios en la variable de respuesta.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Polifenoles total (mgGAE/g mue); a = 0.05)

Término

2.306
I

Factor Nombre

A Cn ETOH (%aV/V)
B Temperatura {*C)
cc C Ratio Solvente/5élida (mL/g)

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Efecto estandarizado

Figura 4.3. Pareto de los efectos estandarizados para las extracciones de polifenoles en
las cascaras de la naranja.

Para comprobar la validez de los resultados obtenidos se realizd la verificacion de

los supuestos del modelo tal y como se presenta en la Figura 4.4 con ayuda de los

residuos, pues estos son una herramienta 1til y sencilla de verificarlo.

Figura 4.4.

Gréficas de residuos para Polifenoles total (ngGAE/g mue)

Grafica de probabilidad normal vs. ajustes
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Grafica de residuos para la extraccién asistida ultrasonido de polifenoles
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presentes en las cascaras de la naranja.
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Como se observa en la Figura 4.4 en la esquina superior izquierda se presenta la
grafica de residuos contra los valores esperados en una distribuciéon normal, la cual se
cumple ya que no se observan valores atipicos o alejados de la linea roja, ademas, de
verificar con una prueba de normalidad (Anderson-Darling) dicha grafica obteniendo
un valor-p de 0.227, lo que indica que se puede concluir con suficiente evidencia
estadistica que los datos siguen una distribucién normal. Por otro lado en la esquina
superior derecha se observa la grafica de residuos contra los valores ajustados donde
se comprueba el supuesto de varianza constante puesto que los residuos se encuentran
distribuidos de manera aleatoria ya que no se logra detectar un patrén entre los
mismos. En la parte inferior izquierda se observa el histograma donde se muestra
un comportamiento de campana, que confirma una distribucién normal para los
residuos. Finalmente en la esquina inferior derecha se muestra la grafica de residuos
versus el orden en que se tomaron los datos, al no observar algtin patréon o tendencia
(creciente o decreciente) se comprueba validez del supuesto de independencia entre
ellos; al aplicar el principio de aleatorizacién al incio de la ejecucion del experimento
este comportamiento era el esperado, ademas este comportamiento también nos
muestra que no aparecieron factores a lo largo del desarrollo del experimento que

afectaran la respuesta observada.

La representacion grafica del modelo propuesto en la Ecuacion 1 mediante superficies
de respuesta y de contorno realizadas utilizando el software estadistico Minitab
para la cantidad total de polifenoles obtenidos mediante una extracciéon ultrasénica
variando la concentracién de etanol, el ratio solvente/sélido y la temperatura del

bafio ultrasénico se muestran en las Figuras 4.5 y 4.6 respectivamente.
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Griéficas de superficie de Polifenocles total (ngGAE/g mue)

Valores fijos
Cn ETOH (%V/V) a5
Temperatura (*C) 45

/ Ratio Solvente/Sélido (mL/g) 15

[ o
Cn ETOH (2V/\) Cn ETOH ('%V/\)

Figura 4.5. Gréaficas de superficies de respuesta para la cantidad total de polifenoles en
extractos de cascaras de la naranja.

Gréficas de contorno de Polifenoles total (mgGAE/g mue)

Polifenoles
total
{mgGAE/g
mue)

< 0
10
20
30
40
50
60
60

25882

L

Valores fijos
Cn ETOH (%V/V) 85
Temperatura (*C) 45
Ratio Solvente/Sélido (mL/g) 15

Figura 4.6. Gréficas de contornos para la cantidad total de polifenoles en extractos de
cascaras de la naranja.

Con el fin de encontrar las condiciones de operacién que maximicen la variable de
respuesta se analizan las Figuras 4.5 y 4.6, dénde observamos la presencia de dos

puntos sillas en las graficas superiores los cuales representan maximos o minimos
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locales dependiendo del sentido en que se movilice, ademéas, de corroborar dicho
comportamiento con las gréficas de contorno al presentarse cuvaturas en ambas
direcciones, tanto hacia la parte inferior como superior. También se identifica un
punto maximo de operabilidad en la grafica inferior representado por una grafica
de montana simétrica y de circulos concentricos en su representacion de contorno.
Al no obtener una representacion en forma de cordillera para las tres graficas con
dos factores cada vez, el centro del diseno de experimentos se ubica en una region
que no es el punto estacionario el cual determina las condiciones éptimas globales

de extraccion.

Con base en esto, se utiliza la tltima grafica para determinar las condiciones 6ptimas
de extraccion del modelo propuesto por el programa estadistico donde la concen-
tracion de etanol a utilizar debe ser la menor de todo el disenio realizado pues este
efecto no presenta una curvatura pronunciada, posee un coeficiente negativo y su
término cuadratico es no significativo tal y como se presenta en la Figura 4.2, en-
tonces, en este caso especifico el tomar menores valores de concentracion se maximiza
la variable de respuesta, aunque no es conveniente utilizar valores inferiores a los
asignados ya que esto generaria una extraccién de sustancias que no son de interés

para nuestro estudio como por ejemplo azicares o grasas presentes en las cascaras.

Esto se puede corroborar en la Figura 4.7, dénde la menor concentracion es la que
genera una maximizacion en la variable de respuesta, aunado a esto se debe utilizar
una temperatura cercana a los 35 °C y un ratio solvente/sélido de 15 mL/g pues
son los puntos maximos de las curvas mostradas en los graficos de cada efecto,
condiciones de optimizacion similares a las obtenidas por distintos autores como por
ejemplo: Tranquilino et al. (2020) y Dahmoune et al. (2014) para determinar la

cantidad total de polifenoles presentes en varios extractos naturales.
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Gréfica de efectos principales para Polifenoles total (mgGAE/g mue)
Medias ajustadas

Cn ETOH (%V/V) Temperatura (*C) Ratio Solvente/Sélido (mL/g)
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Figura 4.7. Grafica de efectos principales para la cantidad total de polifenoles en ex-
tractos de cdscaras de naranja.

Utilizando el modelo propuesto en la Ecuacién 1 las condiciones éptimas de extrac-
cién ultrasénica para la cantidad total de polifenoles presentes en las cascaras de la
naranja brindadas por el software estadistico Minitab se muestran en la Figura 4.8,
con una concentracién de etanol de 76.59 %v/v, temperatura del bano ultrasénico
de 34.55 °C y un ratio solvente/sélido de 15.42 mL/g. La deseabilidad obtenida fue
de 0.82, este valor indica que tan bien una combinacion de las variables analizadas
satisface el valor que se definié para la variable de respuesta, lo cual el valor al ser
relativamente alto indica que la configuracion logré resultados favorables para la

variable de respuesta en estudio.

Cn ETOH Temperat Ratio So
Alto 93.4090 70.2269 23.4090
Act [76.5910] [34.5525] [15.4247]
Bajo 76.5910 19.7731 6.5910

Polifeno T N\ /s
Maximo
y = 65.5490
d=0.82318

Figura 4.8. Prediccién de las condiciones 6ptimas para la cantidad total de polifenoles
en extractos de cascaras de naranja.
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Como se puede observar la respuesta maxima para las condiciones 6ptimas prop-
uestas es de 65.55 mg GAE/g muestra, valor que se encuentra un poco inferior al
maximo valor determinado experimentalmente del diseno mostrado en el Cuadro 4.1
el cual fue de 73.84 mg GAE/g muestra. La no obtencién de un méximo igual o
superior al dato mayor obtenido experimentalmente podria deberse a la presencia
de puntos silla los cuales no predicen de manera correcta el maximo de operabilidad,
si no, que brindan informacién de hacia donde se podria desplazar un nuevo disefio
estadistico utilizando estas condiciones para obtener el maximo buscado, centrando
el diserio en el punto estacionario (Gutiérrez y De la Vara, 2008). El valor maximo
supera de manera notoria al promedio de los datos obtenidos experimentalmente,
por lo que al no haber réplicas de dicho punto, ya que es un punto estrella tampoco
podria descartarse un error humano a la hora de realizar la extraccién como por
ejemplo lectura de la temperatura del banio ultrasénico a lo largo de todo el proceso
de extraccion, posicion del termoémetro dentro del bano ultrasénico, medicion de la
masa final para la cuantificacién de los polifenoles o bien no secar por completo el

extracto en el rotavapor.

Los resultados experimentales obtenidos para las extracciones en las condiciones
6ptimas brindadas por el modelo empleado se muestran en el Cuadro 4.2. Se obtiene
una media de 67.25 mg GAE/g de muestra, el cual es un valor bastante cercano al
predicho por el modelo para las condiciones 6éptimas, con un valor teérico de 65.55
mg GAE/g de muestra, es decir, se tiene una discrepancia o porcentaje de error con

respecto al promedio de los datos inferior al 2.6%.

Cuadro 4.2. Polifenoles totales obtenidos mediante el método de Folin-Ciocalteu
para los puntos 6ptimos del diseno de experimentos.
Repeticion del punto 6ptimo Polifenoles totales
(mg GAE/g muestra)
62.83
72.83
65.85
67.50

=~ W N =

Los resultados obtenidos mediante la extraccion asistida por ultrasonido muestran

la gran capacidad antioxidante que poseen las cascaras de la naranja Citrus sinensis
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analizadas, dicha capacidad antioxidante es la principal contribuyente a las acciones
biologicas especificas en la prevencién y tratamiento de enfermedades humanas, por
lo que al tener altos resultados sobre estos componentes fitoquimicos bioactivos se
le puede definir un alto valor medicinal a las cascaras utilizadas (Sok et al., 2018).
Dentro de los beneficios para la salud que presentan dichas sustancias es que son
agentes antivirales, antifingicos, antibacteriales y pueden ser ampliamente utilizados
en distintas industrias como la farmacettica, cosmética y alimentaria (Damidn et

al., 2016).

Para futuros estudios se recomienda centrar el disefio experimental en las condiciones
optimas de extraccion obtenidas para determinar un éptimo global de operabilidad
y determinar si se presenta una mejora significativa en la capacidad antioxidante
a dichas condiciones, sin embargo, con las condiciones actuales de operacion los
resultados obtenidos son bastantes promisorios ya que son mayores a los reportados

por distintos autores.

4.2 Elucidacion y cuantificacion del contenido de los com-
puestos fendlicos presentes en los extractos de las cas-
caras de naranja mediante Resonancia Magnética Nu-

clear y Cromatografia de Capa Fina

De las extracciones de los polifenoles obtenidas mediante ultrasonido y luego de
realizar las separaciones cromatograficas respectivas, se logrd aislar un compuesto
relativamente puro el cual se se identific6 como PLMNO03-2, es importante recalcar
que las muestras son codificadas con el tinico fin de llevar un orden de las corridas

experimentales realizadas y para obtener una secuencia de los espectros que el equipo

de RMN Bruker Ascend brinda.

Este compuesto, como se muestra en la Figura 4.10 se encuentra contaminado con
acidos grasos ubicados en el espectro en la zona de 1.5 a 4 ppm aproximadamente,
los mismos no interfieren en la identificaciéon del compuesto ya que se encuetran fuera

de la zona de interés. Sin embargo, en la ampliaciéon de dicho espectro presentada en
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la Figura 4.11 se observan un grupo de senales aromaticas alrededor de 7 ppm. Del
espectro H H-COSY se deriva que el doblete a 6.98 ppm acopla con una constante de
acoplamiento de 7 Hz con el doblete de dobletes a 7.53 ppm, y este a su vez acopla
con el doblete a 7.35 ppm con una constante de acoplamiento de 1.5 Hz. Este patron
de acoplamiento sugiere la presencia de un anillo aromético con tres sustituyentes

tal como se muestra a en la Figura 4.9
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Figura 4.9. Patrén de acoplamiento para el anillo aroméatico con tres sustituyentes
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Figura 4.10. Espectro 1H-RMN 400 MHz, en CDCI3 del compuesto PLMN03-2
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Figura 4.11. Ampliacion del espectro 1H-RMN 400 MHz, en CDCI3 del compuesto
PLMNO03-2

Seguidamente del espectro HSQC se pueden observar directamente los cambios
quimicos de 13C de los carbonos enlazados directamente a los 1H previamente de-
scritos, tal como se presenta en la Figura 4.12. Estos cambios quimicos tanto para
los espectros 1H como 13C son las posiciones de absorcién en el RMN debido al
efecto pantalla de los electrones de otros atomos que rodean la molécula de interés
que permiten generar el espectro de resonancia magnética nuclear pertenecientes a
cada extracto analizado (Pavia et al., 2001). Por otra parte, en la Figura 4.13 se
presentan los cambios quimicos de 13C del anillo aromatico descrito derivados del

mismo espectro.
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Figura 4.12. Fragmento del espectro HSQC de PLMNO03-2 en CDCI13, 400 MHz
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Figura 4.13. Cambios quimicos del 13C del anillo aroméatico derivados del espectro
HSQC en CDCI3, 400 MHz

El espectro HMBC presenta correlaciones o acomplamientos a dos o méas enlaces en
la estructura quimica entre 1H y 13C. Como se puede observar en la Figura 4.14 el
1H a 6.98 ppm correlaciona con sefiales de 13C a 124.1, 149.3 y 151.8; el 1H a 7.35
ppm correlaciona con las senales a en 13C a 119.7, 149.3 y 151.8 ppm y el 1H a 7.53
ppm correlaciona con los 13C a 108.7 y a 151.8 ppm.
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Figura 4.14. Fragmento del espectro HMBC de PLMNO03-2 en CDCI13, 400 MHz

Ademas de estas correlaciones observadas en el HMBC, se observa en este mismo
espectro (en un fragemento no mostrado) que dos metilos alrededor de 4.00 ppm en
1H acoplan con las senales de 13C a 149.3 y 151.8 ppm. Estas observaciones y los
cambios quimicos correspondientes sugieren la presencia del fragmento estructural
mostrado en la Figura 4.15. Dicho fragmento es tipico de las estructuras de varios

flavonoides presentes en las cdscaras de la naranja tal y como lo indica linuma



o4

et al. (1980) en su estudio sobre flavonoides poli sustituidos mediante resonancia

magnética nuclear.
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Figura 4.15. Fragmento estructural tipico de los flavonoides obtenido del espectro
HMBC de PLMNO03-2 en CDCI13, 400 MHz

En el fragmento del espectro HMBC presentado en la Figura 4.14 se observa ademas
que la senal a 6.61 ppm del espectro de 1H acopla con el 13C a 124.1 y a 107.3 ppm,
esta senial de 1H acopla a la vez en el HMBC con las senales a 176.7 y a 161.3 ppm
en el espectro 13C, lo cual concuerda con el fragmento estructural presentado en la

Figura 4.16:
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Figura 4.16. Fragmento estructural obtenido del espectro HMBC de PLMNO03-2 en
CDCI3, 400 MHz

Claramente al observar dicho fragmento, todo este sistema sugiere la presencia de
un flavonoide dada la muestra con la que se esta trabajando, cascaras de naranja,
donde la Figura 4.17 muestra a la estructura del flavonoide.

LOCH,

Figura 4.17. Sistema estructural caracteristico de un flavonoide
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Sin embargo, en la regién aromatica del espectro presentado en la Figura 4.10 y
su ampliacién en la Figura 4.11, solo resta una sefial (singulete) a 6.82 ppm que
no habia sido descrita previamente. La presencia de dicho singulete sugiere que el
anillo denominado como "A" en la Figura 4.17 estd completamente sustituido con
excepcion de un carbono. Del espectro HSQC se deriva que este 1H esta enlazado
a un 13C a 96.3 ppm como se aprecia en la Figura 4.12, y del espectro HMBC se
observa que esta sefial acopla con senales de 13C a 112.5, 140.4, 154.5 y 157.7 ppm
como se observa en la Figura 4.14, siendo estas tres ultimas senales carbonos con
oxigenos enlazados debido a la ubicacién de sus cambios quimicos caracteristicos
observados en el espectro protonico. Los metilos alrededor de 4.0 ppm, que son un
total de 5, acoplan con estos tres carbonos previamente descritos entre 140.4 y 157.7
ppm. El 13C a 140.4 ppm sugiere ademas que es un C-O en posicién orto a otros
dos C-O del sistema aromatico por los cambios quimicos observados. Todas estas
observaciones anteriormente discutidas sugieren que la estructura del flavonoide es

la mostrada en la Figura 4.18, donde se presentan los respectivos cambios de 13C.
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Figura 4.18. Flavonoide presente en el extracto PLMN03-2

Este compuesto fue el aislado experimentalmente en primer lugar y ha sido reportado
para las céscaras de naranja, dénde recibe el nombre de Sinensetina. Los datos de
13C ya han sido previamente publicados como por ejemplo por Okuno y Miyazawa
(2004) en el cual los mismos concuerdan con la estructura sugerida para los valores

obtenidos experimentalmente.

En el proceso de aislamiento del compuesto PLMNO03-2, se aislo otra fraccion iden-
tificada como PLMNO03-3, cuyo espectro 1H-RMN se presenta en la Figura 4.19, y
la regién aroméatica ampliada que se encuentra entre 6.50 y 7.90 ppm se presenta en

la Figura 4.20.
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En este espectro 1H-RMN de las Figura 4.19 y su ampliacién en la Figura 4.20 se
observan las senales previamente descritas para el compuesto PLMNO03-2 y ademas,
se observa un sistema aroméatico para sustituido en 7.85 y 7.02 ppm. Ademas, de

un singulete a 6.63 ppm

PO 3. 1

§

AT TR0 1

..I..
3

Figura 4.19. Espectro 1H-RMN 400 MHz, en CDCI3 del compuesto PLMNO03-3
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Figura 4.20. Ampliacion del espectro 1H-RMN 400 MHz, en CDCI3 del compuesto
PLMNO03-3

El sistema aromatico para sustituido puede ser corroborado de los acoplamientos
observados en el espectro HH-COSY el cual muestra los acoplamiento homonucle-
ares H-H, es decir, dicho espeectro nos brinda informacién sobre que hidrogenos
estan acoplanto a otros hidrogenos en la estructura, dicho fragmento del espectro se

encuentra en la Figura 4.21.
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Figura 4.21. Fragmento del espectro H,H-COSY de PLMNO03-3 en CDCI3, 400 MHz

Estas seniales aromaticas del sistema para sustituido acoplan en el espectro HSQC

con los 13C de la forma siguiente: 7.85 ppm con la senal de 13C a 127.7 ppm y la

senal de 7.02 ppm con la senal de 13C a 114.4 ppm, presentados en la Figura 4.22 .
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Fragmento del espectro HSQC de PLMNO03-3 en CDCI13, 400 MHz
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En el espectro HMBC que se presenta en la Figura 4.24 se observa que la senal
del sistema para a 7.85 ppm acopla con una senal en 13C a 162.1 ppm (mismo
acoplamiento que presenta la sefial a 7.02 ppm en el 1TH-RMN). Adem4s, la sefial a
7.85 ppm acopla con otra senial en 13C a 127.7 ppm. Estas observaciones se presentan
en el fragmento del espectro HMBC de la Figura 4.24. Del mismo espectro HMBC
pero en un fragmento no mostrado se observa que un grupo metilo a 3.92 ppm acopla
con el 13C a 162.1 ppm. Estas observaciones y los cambios quimicos concuerdan
con el fragmento estructural que incluye los cambios de 13C asignados en la Figura
4.23.
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Figura 4.23. Fragmento estructural tipico de los flavonoides obtenido del espectro
HMBC de PLMNO03-3 en CDCI13, 400 MHz
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Figura 4.24. Fragmento del espectro HMBC de PLMNO03-3 en CDCI13, 400 MHz

El singulete a 6.63 ppm presenta como se observa en el fragmento del espectro

HMBC (Figura 4.24) un patrén de acoplamientos similares en el HMBC a la senal a
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6.61 ppm del compuesto PLMNO03-2, lo que dicta el siguiente fragmento estructural,

referenciando todos los detalles previamente discutidos para dicha fraccién.

Figura 4.25. Fragmento estructural obtenido del espectro HMBC de PLMNO03-3 en
CDCI3, 400 MHz

Dado que este patron es tipico para la estructura de un flavonoide, se plantea que
estos fragmentos pertenecen a un flavonoide. Sin embargo, no se observan mas
seniales arématicas en el espectro 1H-RMN. Estas observaciones sugieren que el
anillo "A" del flavonoide se encuentra totalmente sustituido. En el fragmento del
espectro 1TH-RMN de la region de los metoxilos, se observa la presencia de varios
metoxilos, y estos acoplan en el HMBC (no se muestra el fragmento del espectro) con
seniales en 13C entre 140 y 160 ppm. Estas observaciones sugieren que la estructura
del compuesto (que no se encuentra puro) de la fraccion PLMNO03-3 es la mostrada

en la Figura 4.26
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Figura 4.26. Flavonoide presente en el extracto PLMN03-3

El compuesto ha sido previamente reportado por linuma et al. (1980) y a pesar

de que el compuesto no fue aislado de manera pura ya que como se logra observar
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en la Figura 4.20 se presentan senales caracteristicas del compuesto presente en la
fraccion identificada como PLMNO03-02; los cambios quimicos de 13C reportados,
concuerdan con los obtenidos en el espectro de 13C-RMN como se muestra en la

Figura 4.26 con los datos medidos.

Los datos con un decimal fueron derivados del HMBC y los valores en * no pudieron
ser asignados de manera definitiva, sin embargo, con los datos presentados se cor-

robora la estructura del compuesto denominado Tangeretina.

Con respecto a la cuantificacion de los polifenoles en DMSO-d6, mediante resonancia
magnénita nuclear para las extracciones realizadas, se utilizé quinina como patrén
en el espectro protonico gracias a que este presenta seniales que no superponen al
compuesto cuantificado, la estructura quimica de dicho compuesto se muestra en la

Figura 4.27.

H4CO

Figura 4.27. Estructura quimica de la quinina.

El compuesto cuantificado en el extracto que se identific6 como SMNO1 fue la
quercetina debido a que segin Olufunmilayo et al. (2015) es de los compuestos
mayoritarios presentes en las cdscaras de la naranja maduras y de acuerdo a los
espectros proténicos obtenidos para todas las corridas experimentales presentados
en la Figura 5.8 los picos de una pronunciaciéon mayor alrededor de 6.12 ppm son
caracteristicos del compuesto de interés. La estructura quimica de dicha sustancia

se presenta en la Figura 4.28
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Figura 4.28. Estructura quimica de la quercetina.

Los resultados de quercetina obtenidos en las cascaras de naranja se presentan en
el Cuadro 4.3, la cantidad obtenida de dichos polifenoles depende principalmente
del tipo de cultivo en que se desarrolle el fruto, las condiciones climaticas de la
region de produccion, las técnicas agronémicas utilizadas y en una gran manera de

la maduracién que presenta el fruto (Olufunmilayo et al., 2015).

Cuadro 4.3. Cuantificacion de quercetina/quercitrina obtenida mediante reso-
nancia magnética nuclear en 100.3440 gramos de céscaras.

Muestra Masa quercetina/quercitrina
(mg)
1 3.89
2 3.76
3 3.59

Para dicho extracto se realizo la cuantificaciéon por deconvolucién de areas correspon-
dientes a los protones en la zonas de 6.11 ppm y 7.45 ppm del espectro 1TH-RMN
mostrado en la Figura 4.29. Dado que la quercetina fue identificada sin dificultad
con el RMN, se toma la senal a 6.12 ppm que corresponde a un H de la quercetina y
la senal a 7.43 ppm que corresponde a un H de la quinina y se integran ambas senales
en el mismo espectro, una relativa a la otra, Una vez integradas ambas senales, se
hace una correccion por peso molecular. Dado que la quinina se agregd a la muestra
en cantidad medida en balanza analitica, se puede calcular la cantidad de quercetina

presente en el extracto y en la masa de cascaras de naranja extraidas.
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Figura 4.29. Fragmento del espectro 1H-RMN 400 MHz, en DMSO-d6 del extracto
SMNOL1.

De manera analoga se realizé el mismo procedimiento para las variaciones de masa
inicial de quinina utilizadas que se muestran en el Cuadro A.5, dénde lo tnico que
varia en estos casos es el valor de la integral proporcionado por el programa debido a
que se aumenta la masa inicial del patron y por ende los picos en el espectro protonico
incrementaran. Los espectros 1TH-RMN para las muestras 2 y 3, se presentan en la

seccion de anexos y se identifican como Figura 5.10 y Figura 5.11 respectivamente.

Para corroborar la presencia de los compuestos fendlicos, pues son estos los que le dan
un valor agregado a los residuos de cascaras de naranjas utilizados en los extractos
obtenidos en el Cuadro 4.1 mediante los espectros de resonancia magnética nuclear,
de una manera simple, rapida y econdmica se realizaron cromatografias de capa
fina ascedente en gel de silice con revelador F254 bajo lampara ultravioleta para
cada una de las extracciones realizadas. Se comprueba la presencia de distintos
compuestos fenolicos tal y como se muestra en la Figura 4.30, ya que segun el tipo
estructural de flavonoide que se encuentre presente en las distintas secciones de la
placa se revelan bajo luz ultravioleta en colores como amarillo oscuro, verde o azul
(Andersen y Markham, 2006). Por otro lado la presencia de bandas coloreadas

bajo la lampara ultravioleta para los extractos analizados confirma la presencia de
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los flavonoides (Tenorio, 2016). No se caracteriza con ayuda de la cromatografia
de capa fina ascendente, ya que este trabajo se realizdé con ayuda de la resonancia
magnética nuclear, el cual es un método mas certero y no necesita de patrones para
la comparacion de los extractos contra estos, sin embargo, de acuerdo a Urska et al.
(2018) la presencia de los compuestos fenélicos en los extractos utilizando la misma
longitud de onda es evidente por sus bandas coloreadas tal y como se observa en la

Figura 4.30.

Figura 4.30. Cromatograma de polifenoles en gel de silice revelados bajo lampara ul-
travioleta a 254 nm.

4.3 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extrac-
tos obtenidos mediante ultrasonido de las cascaras de la

naranja por el método DPPH

Las reacciones de oxidacién son aquellas que implican el desplazamiento de elec-
trones entre especies que poseean muchos electrones, producen radicales libres los
cuales son especies reactivas de oxigeno que pueden llegar a danar gran cantidad
de biomoléculas de la célula, como por ejemplo: ADN, ARN, proteinas, etc. Las
cascaras de frutos citricos, en este caso en especifico la naranja dulce, se caracteriza

por poseer gran cantidad de antioxidantes naturales. Esta materia prima contiene
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fenoles y flavonoides como hesperidina, narirutina, tangeretin, entre otros que par-
ticipan en la donacion de protones o electrones para estabilizar a los radicales libres

(Singh et al., 2020).

Para la determinacion de la actividad antioxidante de los extractos obtenidos para
las condiciones 6ptimas, se utilizé el método DPPH el cual se basa en la transferencia

de electrones. Los resultados para dichos extractos se muestran en el Cuadro 4.4

Cuadro 4.4. Capacidad antioxidante de los extractos para los puntos éptimos del
diseno de experimentos mediante el método DPPH.
Repeticion del punto 6ptimo Capacidad antioxidante
IC5y (mg extracto/ L)
447.97
437.57
404.29
399.16

=W N =

Con los resultados obtenidos en el Cuadro 4.4 se puede observar una fuerte cor-
relacion entre la cantitad total de polifenoles presentes en los extractos mostrados
en el Cuadro 4.2, ya que se indicé que poseian una mayor cantidad de compuestos
fendlicos con respecto a distintos autores, lo que se esperaria entonces en este caso
al tener una mayor cantidad de estos es que la capacidad antioxidante también fuera
mejor a los datos reportados por otros autores. Se tiene un promedio de actividad
antioxidante mediante DPPH de 422.25 mg extracto/ L, mientras que segiin Singh
et al. (2020) se obtuvo un valor de 570 mg extracto/ L y Lagha-Benamrouche y
Madani (2013) reporté un valor de 568 mg extracto/ L para las cdscaras de naranja
de la especie Clitrus sinensis. Un valor menor en la actividad antioxidante indica
una gran capacidad inhibidora al radical DPPH, es decir, se necesita una menor
cantidad de los antioxidantes para inhibir en un 50% la accién de dicho radical, por
lo que los extractos etandlios obtenidos poseen una mayor actividad antioxidante

respecto a valores reportados previamente.

La variacién en estos valores se debe principalmente al tratamiento previo a la
extraccion que posea la materia prima, ya que si esta es secada la piel de la cascara

sufre la pérdida del contenido de agua y reduce el volumen lo que hace que se dé
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una extraccion maés eficiente, ademas de reducir el riesgo de crecmiento bacteriano
en la materia prima, las condiciones de almacenamiento y el proceso de extraccion
al que se someta la cdscara ya que estos tienen distintos métodos de funcionamiento

y porcentajes de rendimiento (Singh et al., 2020) (Sok et al., 2018).






CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1 Se determiné que las condiciones 6ptimas en la zona de trabajo para la extrac-
cién ultrasonica de polifenoles de las cascaras de la naranja (Citrus sinensis)
son: concentracién de etanol 76.59 %v /v, temperatura del bano ultrasénico

34.55 °C y un ratio solvente sélido de 15.42 mL/g.

i Mediante resonancia magnética nuclear se logré identificar en la fraccién iden-
tificada como PLMNO3-2 la presencia de un flavonoide con alto grado de pureza

en las cascaras de naranja, denominado Sinensetina.

1z Con ayuda de resonancia magnética nuclear se determiné la presencia de una
de las sustancias polifendlicas caracteristicas de los frutos citricos como lo es

la Tangeretina.

1 Se cuantificé mediante resonancia magnética nuclear uno de los polifenoles
mayoritarios presentes en las cdscaras de la naranja (quercetina/quercitrina),
obteniendo una masa promedio de 3.75 mg por cada 100.3440 g de céscara de

naranja.

1= Las cascaras de la naranja al poseer una cantidad importante de compuestos
fenolicos con actividad antioxidante los cuales pueden ser recuperados medi-
ante extracciones ultrasénicas son una fuente prometedora para sus usos en

distintas industrias.

iz El método DPPH muestra valores altos para los extractos en las condiciones
6ptimas de extraccién con un promedio de 422.25 mg extracto/ L, lo que indica

el valor potencial antioxidante de estos extractos.

1 Los extractos etandlicos obtenidos mediante una extraccion ultrasonica pre-
sentan un alto contenido de polifenoles totales cuantificados por el método de
Folin-Ciocalteu en comparacién a otros autores, con un resultado promedio de

43.25 mg GAE/g muestra.

1 Kl valor de contenido de polifenoles totales para las condiciones 6ptimas del

67
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modelo predicho se ajusta de manera adecuada a los obtenidos experimen-
talmente, con una discrepancia promedio en los datos de aproximadamente

2.6%.

Para el proceso de extraccion via ultrasonido de las cascaras de la naranja, se
observd que solamente el término cuadratico de temperatura es significativo

para la obtencion de los compuestos fendlicos.

Se recomienda realizar el estudio con extractos citricos obtenidos con una ma-
teria prima distinta a las céscaras de la naranja (hojas de naranja, pulpa o
semillas) para determinar las propiedades antioxidantes de estas y las condi-

ciones 6ptimas de extraccion.

Se recomienda realizar un nuevo disefio de superficie de respuesta utilizando
como punto central los factores que generan la mejor combinacién dentro del

rango analizado para identificar un éptimo de operabilidad.

Se recomienda utilizar otro tipo de disolvente en la extraccién ultrasénica
para determinar las condiciones éptimas de extraccion y la cantidad total de

polifenoles a dichas condiciones.

Se recomienda realizar un tratamiento previo de secado a la materia prima
para determinar si existen diferencias entre los resultados de cantidad total
de polifenoles mediante Folin-Ciocaulteu para las cascaras pre calentadas o

frescas.



NOMENCLATURA

Acrénimos

CCF Cromatografia de capa fina ascendente adim
CDC13 Cloroformo deuterado adim
DCC Diseno central compuesto adim
DMSO — d6 Dimetilsulféxido deuterado adim
DPPH 2.2 difenil-1-picrihidracil adim
fac Factor de integraciéon adim
GAE Equivalentes de acido gélico adim

HMBC' Espectroscopia de correlaciéon heteronuclear de multiples enlaces adim
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiencia adim

HSQC Espectroscopia de correlacion heteronuclear de un tinico cuanto adim

1c Concentracion inhibidora maxima media adim
MSR Metodologia superficie de respuesta adim
RMN  Resonancia Magnética Nuclear adim
uv Ultravioleta adim
Griegas

« Posicién en el estado de energia adim
6] Posicion en el estado de energia adim
Maysculas

C Concentracion de etanol %ov /v
Pt Polifenoles totales mgGAE/gmuestra
R Grupos sustituyentes de los compuestos fendlicos adim
T Temperatura del bano ultrasénico °C
C Masa molar g/mol
Minusculas

m Masa de cascara g
Subindices

cascara  Refiérase a cascaras de la naranja

dsln Refiérase a disolucién
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EtOH  Refiérase a etanol

integraciéon Refiérase a valor de la integral
quercetina refiérase a quercetina

quinina  Refiérase a quinina

Solid Refiérase a solido

Solv Refiérase a solvente
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APENDICES

A DATOS EXPERIMENTALES

Cuadro A.1. Masa de céscaras utilizadas y del extracto seco obtenido en la ex-
traccion de flavonoides via ultrasonido para el disefio de experi-

mentos.
Orden estandar de corrida Masa cascara Masa extracto seco
(2) (2)

6 25.0595 0.4380
12 25.0508 0.5037
10 25.0193 0.2955
11 25.0443 0.4066
16 25.0551 0.3446
3 25.0783 0.1781
2 25.0098 0.4658
4 25.0167 0.4790
15 25.0528 0.3620
5 25.0302 0.2215
17 25.0291 0.1365
1 25.0512 0.2988
9 25.0424 0.4907
13 25.0081 0.3224
7 25.0257 0.5155
18 25.0994 0.1787
8 25.0146 0.3269
14 25.0069 0.3422

Cuadro A.2. Masa de céascaras utilizadas y del extracto seco obtenido en la ex-
traccién de flavonoides via ultrasonido para las repeticones del
punto 6ptimo del disefio de experimentos.

Repeticion del punto éptimo Masa cascara Masa extracto seco
(2) (2)
1 25.0304 0.1559
2 25.0223 0.1524
3 25.0537 0.1893
4 25.0235 0.1603
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Cuadro A.3. Volumen de la disolucién y etanol 95% para las extracciones ultra-
sonicas de acuerdo a la concentracion requerida.

Orden estandar de corrida Volumen Etanol Volumen Disolucién

(mL) (mL)
6 474 500
12 336 375
10 369 375
11 336 375
16 336 375
3 211 250
2 237 250
4 237 250
15 336 375
3 421 500
17 336 375
1 211 250
9 302 375
13 147 165
7 421 500
18 336 375
8 477 500
14 524 585

Cuadro A.4. Volumen de la disolucién y etanol 95% para las extracciones ultra-
sonicas del punto 6ptimo del disefio de experimentos.

Volumen Etanol Volumen Disolucion
(mL) (mL)
Punto 6ptimo 311 386

Cuadro A.5. Masas de quinina utilizadas para la cuantificaciéon de quercetina
mediante resonancia magnética nucelar.

Muestra Masa quinina
()
1 0.0258
2 0.0305

3 0.0354
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B RESULTADOS INTERMEDIOS

Cuadro B.1. Polifenoles totales obtenidos mediante el método de Folin-Ciocalteu
para las extracciones realizadas.

Orden estandar de corrida Polifenoles totales
(mg GAE/g muestra)
6 46.58
12 30.32
10 39.57
11 31.34
16 54.64
3 26.95
2 38.60
4 45.21
15 55.14
5 49.26
17 46.78
1 48.76
9 73.84
13 46.55
7 28.17
18 54.79
8 32.38
14 29.66

Cuadro B.2. Polifenoles totales obtenidos mediante el método de Folin-Ciocalteu
para los puntos 6ptimos del diseno de experimentos.
Repeticion del punto 6ptimo Polifenoles totales
(mg GAE/g muestra)
62.83
72.83
65.85
67.50

=~ W N =
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Cuadro B.3. Capacidad antioxidante de los extractos para los puntos 6ptimos
del diseno de experimentos mediante el método DPPH.

Repeticion del punto 6ptimo Capacidad antioxidante

IC5 (mg extracto/ L)
447.97
437.57
404.29
399.16

=~ W N =

Cuadro B.4. Cuantificacién de quercetina obtenida mediante resonancia mag-
nética nucelar en 100.3440 gramos de cascaras secas.

Muestra Masa quercetina
(mg)
1 3.89
2 3.76
3 3.59

C MUESTRA DE CALCULO

C.1. CaAalculo de la cantidad de disolucién final en las distintas extrac-
ciones:

Para el calculo del volumen total de disolucién se utiliza la férmula:

Vdsln = Meascara * RatiOSolv/Solid (Cl)

Utilizando los valores del Cuadro A.6, fila 1, columna 7 y los valores del Cuadro
A.2 fila 1 columna 2:
Visin = 25.0595 % 20 = 500m L

Resultado que se encuentra tabulado en el Cuadro A.3, fila 1, columna 3. El mismo
calculo se llevé a cabo para obtener el volumen final de disoluciéon para las distintas

condiciones de extraccién del Cuadro A.3.

C.2. Calculo de la cantidad de volumen de etanol 95% utilizado en las
distintas extracciones:

Para el cdlculo del volumen de etanol 95% agregado se utiliza la férmula:
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Crion * Visin
V; = C.2
Ewon 100 x Purezagion ( )

Utilizando los valores del Cuadro A.6, fila 1, columna 5 y los valores del Cuadro

A3 fila 1, columna 3:

90 % 500
= OO yram
Vieon = 1505005 = H14m

Resultado que se encuentra tabulado en A.3, fila 1, columna 2. El mismo calculo
se llevo a cabo para obtener el volumen de etanol para las distintas condiciones de

extraccion del Cuadro A.3.

C.3. Cuantificacién de quercetina mediante resonancia magnética nu-
clear:

Para el calculo de la cantidad de quercetina presente en los extractos mediante

resonancia magnética nuclear se utiliza la siguiente férmula:

1
quercetma = Mguinina * *facintegracion *
MMquim'na Valorintegral

*MMquercetina (CS>
Utilizando los valores del Cuadro A.5, fila 1 columna 2:

1
st 1% a1 302.24 = 3.89mg (C.4)

quercetina = 0.0258 *

Resultado que se encuentra tabulado en el Cuadro B.4, fila 1, columna 2. El mismo

calculo se llevo a cabo para obtener las masas reportadas en el Cuadro B.4.



ANEXOS

Figura 5.1. Sistema de extraccién utilizado para la obtenciéon de compuestos fendlicos
de las cascaras de la naranja via ultrasonido.

Figura 5.2. Sistema de filtraciéon para las extracciones ultrasénicas de compuestos po-
lifendlicos.
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Figura 5.3. Extractos concentrados de las cdscaras de naranja.
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Figura 5.4. Viales con los extractos de las cascaras de naranja con concentracién cono-
cida para las pruebas de Folin- Ciocalteu y DPPH.
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Figura 5.5. Sistema de cromatografia capa fina ascedente en gel de silice.

Figura 5.6. Cromatograma de polifenoles en gel de silice revelados bajo lampara ultra-
violeta a 254 nm.
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Figura 5.7. Cromatograma de polifenoles revelado con vanilina.
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Figura 5.8. Fragmento de los espectros 1H-RMN de las extracciones realizadas para

todo el disefio de experimentos en DMSO-d6, 400 MHz
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Figura 5.9. Fragmento de los espectros 1H-RMN de las extracciones en las condiciones
oOptimas determinadas por el modelo estadistico en DMSO-d6, 400 MHz
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Figura 5.10. Fragmento del espectro 1TH-RMN 400 MHz, en DMSO-d6 del extracto
SMNO1 para la segunda cuantificacién.
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Figura 5.11. Fragmento del espectro 1H-RMN 400 MHz, en DMSO-d6 del extracto
SMNO1 para la tercera cuantificacion.
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