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RESUMEN

El presente estudio llevé a cabo la optimizacion de la extraccion asistida por ultrasonido
del contenido total de flavonoides (CFT) en céscaras de Citrus sinensis aplicando
metodologia de superficie-respuesta (MSR). Ademas, se realizd la evaluacion de la
actividad antioxidante del extracto obtenido en las condiciones Optimas de extraccion.
El efecto de las variables; tiempo de sonicacion, temperatura, relacién etanol/agua y
relacion solido/liquido y las interacciones entre ellas se analizaron a partir de un disefio
factorial 2*. Se consideraron los factores significativos para la optimizacién, empleando
un disefio central compuesto (CCD) y el CFT como variables de respuesta. Se encontro
que un modelo cuadratico fue adecuado, con un valor R? ajustado de 0.9792. Las
condiciones Optimas propuestas por el modelo de superficie-respuesta fueron: una
temperatura de extraccion de 60 °C, un tiempo de sonicacion de 10 min, relacién de
etanol/agua de 90/10 (v/v) y una relacion de solido/liquido de 1/60 (m/v). EI CFT en el
extracto optimizado fue 13,33 (x 0.86) g equivalentes de quercetina/100g m.s. La
actividad antioxidante determinada a traves de los métodos FRAP y ABTS, fue de 1,41
(x 0,07)g equivalentes de Trolox/100g m.s y 0,12 (+ 0,002) g/100g, respectivamente.
Ademas, se determin0 el factor de proteccion solar (FPS) in vitro a las concentraciones
de 20%, 15%, 10% y 5%, que resulto entre 38,08 (+ 0,13) y 20,28 (+ 0,78). Debido a
los hallazgos actuales, los extractos de cascaras de Citrus sinensis se pueden proponer
como un componente prometedor para alimentos funcionales, formulacion cosmética y

farmacéutica.

PALABRAS CLAVES: flavonoides, cascara de naranja, antioxidantes, factor de
proteccion solar, ABTS, FRAP.



ABSTRACT

The present study carried out the optimization of the ultrasound-assisted extraction of
the total flavonoid content (TFC) in Citrus sinensis shells by applying response surface
methodology (RSM). In addition, the antioxidant activity of the extract obtained was
evaluated under optimal extraction conditions. The effect of the variables; sonication
time, temperature, ethanol/water ratio and solid/liquid ratio and the interactions between
them were analyzed based on a factorial design 2*. Significant factors for optimization
were considered, using a composite central design (CCD) and TFC as response
variables. A quadratic model was found to be adequate, with an adjusted R? value of
0.9792. The optimal conditions proposed by the response surface model were: an
extraction temperature of 60°C, a sonication time of 10 min, an ethanol/water ratio of
90/10 (v/v) and a solid/liquid ratio of 1/60 (m/v). The TFC in the optimized extract was
13,33 (£ 0.86) g quercetin equivalents/100g m.s. The antioxidant activity determined by
FRAP and ABTS methods was 1.41 (x 0.07) g/100g and 0.12 (+ 0.002) g/100g,
respectively. In addition, the sun protection factor (SPF) was determined in vitro at
concentrations of 20%, 15%, 10% and 5%, resulting in a range of 38,08 (+ 0.13) to 20,28
(= 0.78). Due to current findings, Citrus sinensis peel extracts can be proposed as a

promising component for functional foods, cosmetic and pharmaceutical formulations.

KEYWORDS: flavonoids, peel orange, antioxidants, sun protection factor, ABTS,
FRAP
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CAPITULO |

1.1 INTRODUCCION

Los citricos son los cultivos mas abundantes a nivel mundial, siendo procesado apenas un
tercio de su total. Su produccion de naranjas, limones, mandarinas y toronjas representan
aproximadamente el 98% de la cosecha industrializada, siendo la naranja, la fruta mas
apetecible con 82% del total de la produccion (Marin, Soler Rivas, Benavente Garcia,
Castillo, & Perez Alvarez, 2007).

A nivel nacional en la industrializacion agroindustrial de la naranja se obtiene zumos, jugos,
produccion de mermeladas y en las industrias quimicas se obtiene aceites esenciales u otros
componentes bioactivos, y de estos procesos se utiliza el 50% para elaboracion de productos
y del 50% restante se generan gran cantidad de desechos que es representado por cascaras,
semillas y gajos (Marin et al., 2007).

La naranja tiene gran contenido nutricional: vitaminas B1, B2, B3, B5, B6, C y E, proteinas,
azucares, fibra, sales minerales y compuestos bioactivos: carotenoides, polifenoles, acidos
organicos, pectinas y flavonoides que son relevantes para la salud. En estos compuestos
bioactivos predomina los compuestos flavonoides que contiene actividad bioldgica;
antibacteriana, anticancerigenas, antitumorales, antiviral, antioxidantes, etc. (Gomez
Manrique, 2018; Kawaii et al., 2000).

Por tal motivo, el aprovechamiento de los residuos de cascaras de naranja en la agroindustria
contrarresta la contaminacién ambiental y genera la produccion de compuestos bioactivos

para aplicaciones en productos alimentarios y no alimentarios.

1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En Ecuador las industrias citricas ejercen su desarrollo a base de produccion de zumos y
jugos, pulpas, mermeladas, de la naranja, que es la principal materia prima en que se utiliza
el 40% - 50% de zumo y lo restante corresponde a gajos- cascara (albedo y flavedo) (Pérez
N4jera, Lugo Cervantes, Gutiérrez Lomeli, & Del Toro Sanchez, 2013). Estos residuos
agroindustriales generalmente son desechados en efluentes u otras zonas generando
contaminacion ambiental, y en algunos casos son aprovechados, reciben tratamientos, se
generan para otros usos no alimentarios o en otros casos no se identifican sustancias de
interés alimentario o no se dispone de la tecnologia necesaria para nuevos pProcesos

(Londofio Londofio, 2011; Restrepo Duque et al., 2012; Vargas Corredor & Pérez Pérez,
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2018). La seleccion de la alternativa adecuada para nuevos procesamientos de productos,
permite conocer de los residuos; composicién, cantidad que se genera, composicion
organoléptica y nutricional, y rendimiento. La alternativa como la extraccion de compuestos
bioactivos debe tener un procedimiento establecido con las herramientas necesarias para
minimizar los problemas técnicos de extracciones convencionales (\VVargas Corredor & Pérez
Pérez, 2018).

1.3 JUSTIFICACION

Los residuos citricos de la naranja generados en las agroindustrias son fuentes de varios
compuestos, como: agua, azUcares, fibra, proteinas, vitaminas, acidos organicos, aceites
esenciales, sales minerales, incluyendo compuestos bioactivos; carotenoides, flavonoides y
pectinas (Gémez Manrique, 2018). Algunos de estos compuestos son utilizados para
alimentacion animal, biocombustibles o en algunos casos los compuestos bioactivos son
extraidos para otras aplicaciones, pero pocos son elaborados para el consumo humano a
partir de estos compuestos o residuos como la cascara de naranja (Restrepo Duque,
Rodriguez Sandoval, & Manjarrés Pinzon, 2011).

Las cascaras de naranja contienen compuestos bioactivos, como: flavonoides, polifenoles,
carotenoides y pectinas, componentes de gran importancia en la agroindustria (Restrepo
Duque et al., 2011), siendo la corteza de naranja un residuo aprovechable para el desarrollo
de productos con valor agregado, y de esto se obtienen compuestos bioactivos como los
flavonoides que son de origen natural, extraidos con métodos de menor costo y en corto
periodo, con multiples beneficios; en las industrias menor contaminacién ambiental con
rendimiento econdémico y; en el consumo humano genera propiedades biolégicas y

nutritivas.

1.4 FORMULACION DEL PROBLEMA

¢ Cuales son las condiciones dptimas para la extraccion de flavonoides en cascara de naranja

para aplicacion agroindustrial?



1.5 OBJETIVOS
1.5.1GENERAL

Optimizar condiciones de extraccion asistida por ultrasonido de flavonoides totales en

cascaras de naranja (Citrus sinensis) para su aplicacion agroindustrial.
1.5.2 ESPECIFICOS

= Analizar el efecto de las variables de extraccion sobre el contenido de flavonoides
totales.

= Determinar las condiciones 6éptimas de extraccion asistida por ultrasonido de
flavonoides totales a partir de la metodologia de superficie-respuesta.

= Comprobar la validez del modo superficie-respuesta a partir de los resultados

experimentales.



CAPITULO II
FUNDAMENTACION TEORICA DE LA
INVESTIGACION

2.1 ANTECEDENTES

Los citricos datan su origen hace 20 millones de afios, entre estos el naranjo tiene su
origen del continente asiatico meridional de China a India, que desde entonces ha sufrido
modificaciones de seleccion natural e hibridaciones, evolucionando hasta cultivarse en
grandes extensiones (Yuste Pérez, 2007). Las variedades se extendieron por la cultura
arabe a Europa, la naranja amarga desde el siglo X y la naranja dulce en el siglo XV-
XVI1 y desde entonces los europeos cultivaron los frutales por todo el mundo, en los
continentes de América, Africa y Oceania.

Los citricos en el paso del tiempo se han estudiado y descubierto sus propiedades
nutricionales y compuestos bioactivos. Uno de los descubrimientos de los compuestos
bioactivos fueron los flavonoides, que fue descubierto en 1930 por Albert Szent-Gyorgy
PhD, bioguimico hungaro que gand el premio Nobel por descubrimiento de la vitamina
C. Szent-Gyorgy aisloé una sustancia de la cascara de limon, la citrina que tenia en su
funcionalidad regular la permeabilidad de los capilares. A partir de esto, los flavonoides
se denominaron en un principio vitamina P (permeabilidad) y vitamina C (flavonoides
con propiedades similares a esta vitamina). Posteriormente, no se pudo comprobar que
los flavonoides fueran vitaminas, sus denominaciones fueron eliminadas y adoptadas al
término flavonoides en 1950 (Martinez Flérez, Gonzélez Gallego, Culebras, & Tufién,
2002; Ochoa M & Ayala A, 2004).

Desde entonces se han realizado otros estudios de identificacion y extraccion de
flavonoides en citricos, como; naranja, lima, limoén, toronja, mandarina, y a esto la
determinacion de su actividad bioldgica. El proceso de extraccion conlleva a una
metodologia determinada, en: condiciones, solventes, obteniendo sus respectivos

resultados en rendimiento y composicién (Londofio Londofio, 2011).



2.2 BASES TEORICAS
2.2.1 NARANJA
2.2.1.1 CARACTERISTICAS GENERALES

El naranjo pertenece a la familia Rutécea, al género Citrus, de la especie sinensis. El
naranjo tiene presencia en toda la planta un aceite esencial que le da su olor
caracteristico, es un arbol espinoso de peciolos alados, sus hojas estan situadas en espiral
y simple con una forma eliptica, sus flores son normales de color rosaceo o blanco,
dependiendo su variedad, su fruto que es la naranja, es una baya que consta de gajos en
su interior, con pulpa de colores amarillentos anaranjados y semillas cubierto por una
cascara color anaranjado en su interior blanco y glandulas de aceites esenciales. El
naranjo produce después de 5-6 afios de su plantacién, se desarrolla en clima céalido-
templado con una temperatura éptima de 23°C-24°C, en suelos fértiles, profundos y
permeables (Santiago Castro, 2014). La naranja en su estructura fisico- quimico del
zumo Yy de la corteza contiene: vitaminas C, B1, B2, B3, B5, B6 y E, sales minerales,
acidos organicos, pectina y compuestos bioactivos como: flavonoides, polifenoles,
carotenoides, etc., (Gomez Manrique, 2018; Restrepo Duque et al., 2011; Santiago
Castro, 2014; Yuste Pérez, 2007).

Tabla N.- 1. Composicion quimica de 100 gr de naranja dulce (Citrus sinensis)

Componente Contenido gr Contenido mg
Agua 98

Proteinas 0,7

Grasas 0,1

Hidratos de carbono 9

Fibra 0,7

Cenizas 0,5

Calcio 19
Fésforo 22
Hierro 04
Tiamina 0,08
Riboflavina 0,03
Niacina 0,3
Acido ascorbico 60

Fuente: (Duran Ramirez, 2009; Garcia Serrano, 2000)



2.2.1.2 PRODUCCION DE NARANJA

A nivel mundial se cultivan naranjas, siendo Brasil el mayor productor de 22 millones
de Toneladas, més del 35% de produccién de naranjas. La producciéon de naranja en
Ecuador se adapta a las regiones del pais, a climas subtropicales, teniendo asi diversas
variedades de la fruta, representando entre los 25 cultivos mas importantes del pais.

En Ecuador, en el 2016 se alcanz6 una produccién cerca de 150 mil toneladas métricas.
Las provincias de la Region Costa con mayor produccién son: Manabi 86000 toneladas
y Los Rios 57000 toneladas (Ulloa, 2012), en la Region Sierra la provincia de Bolivar
fue de mayor produccién con 21047 toneladas métricas de naranjas (ESPAC, 2016).
Actualmente, la produccion de naranja tiene una superficie de cultivo de 55953
hectéreas, entre que la provincia de Bolivar se destaca con 10639 hectéreas de cultivo
(Armas Valdiviezo, 2012; Santiago Castro, 2014). El consumo per cépita del fruto es de
4,14 Kg, en que se aprovecha sélo el 50% y el 50% restante que son cascaras, semillas,

gajos, son desperdiciados (Alban Villagbmez & Freire Marin, 2009).

2.2.1.3 VARIEDADES DE NARANJA

Las variedades de la naranja dulce (Citrus sinensis) en su existencia de mayor
importancia son de tres tipos: navel, valencia y sanguinea, en que se dividen en 21
variedades. En Ecuador la variedad mas conocida es la valencia, que se diferencia en
sus caracteristicas de sabor-dulzor, tamafio, textura, color y cantidad de semillas
(Yances Astudillo, 2018). De esta variedad se clasifican, en:

Valencia comun: esta variedad es la mayor producida a nivel mundial, y por tal motivo
en Ecuador es la mas cultivada. Sus caracteristicas propias son de tamafio mediano, piel
gruesa-firme, textura lisa, contiene entre cuatro a seis semillas, con gran cantidad de
zumo. Ademas, la naranja valencia tiene tolerancia a cambios climéticas hasta llegar a
adaptarse a ello (Armas Valdiviezo, 2012; Yances Astudillo, 2018).

California o Washington navel: esta variedad se identifica por la forma del ombligo,
por su contenido nula de semillas y poco zumo. Su maduracion es temprana y con
facilidad de recoleccion. No es recomendable para realizar jugos (Armas Valdiviezo,
2012; Yances Astudillo, 2018).

Parson Brown: esta variedad es poca cultivada en el pais, en sus caracteristicas tiene
una textura rugosa y compacta, con corteza media gruesa, y bastante zumo de calidad
(Armas Valdiviezo, 2012).



2.2.1.4 COMPUESTOS FLAVONOIDES DE NARANJA

En la estructura fisico-quimico del zumo y corteza de la naranja se encuentran los
compuestos flavonoides, que se distinguen en su composicién, que a estos pertenecen
los mas principales: hesperidina, neohesperidina, naringina, narirutina (Geronazzo,
Blanco, & Robin, 2002; Restrepo Duque et al., 2011).

Tabla N.- 2.Contenido de flavonoides en frutos inmaduros de Citrus sinensis variedad Valencia.

) Diametro Flavonoides (mg/100gr de peso seco)
Variedad i
de céscara
del fruto (mm) Hesperidina Narirutina Naringina Neohesperidina
mm
20 23,050 £ 575 946 + 54 88+4 76 +2
Valencia
40 7,050 + 325 577 + 29 56 + 3 51+1

Fuente: (Geronazzo et al., 2002).

Tabla N.- 3. Contenido de flavonoides totales en cdscara de naranja variedad Valencia.

Parte del fruto Contenido de Flavonoides Totales*

Céscara de naranja 7,2
Fuente: (Ghasemi, Ghasemi, & Ali Ebrahimzadeh, 2009).

*mg de quercetina equivalente/gr de extracto en polvo.

2.2.2 METODO DE EXTRACCION
2.2.2.1 EXTRACCION ASISTIDO POR ULTRASONIDO

El método de extraccion de asistido por ultrasonido (EAU), es un método alternativo de
extraccion que reemplaza a métodos convencionales. Es una técnica més barata con uso
de instrumentales més baratos. El método consta de vibraciones mecéanicas de 1-16 khz,
frecuencias superiores para el oido humano, pues al aplicarlo en un medio liquido, se
generan ciclos de expansion, formando presiones negativas y burbujas que al crecer
colapsan entre si formando cavitacion. La cavitacion es formada cuando la burbuja no
puede la energia del ultrasonido, que por la presién implosiona y genera una compresion
de gases que de inmediato aumenta temperatura y presion en la estructura solida,
incrementando la penetracion del solvente y liberando los productos intracelulares
ocasionado por la rotura de las paredes de la célula en el material solido. Las
caracteristicas que presenta son menor tiempo de extraccién, con diferentes

temperaturas y mayor rendimiento (Londofio Londofio, 2011; Ya Qin et al., 2008).



El método de EAU en los Gltimos tiempos se ha utilizado ampliamente en extraccion de
fotoguimicos; como pectina, flavonoides, alcaloides, polisacéridos, aceites, fenoles,
polifenoles de partes de plantas y frutos (Ya Qin et al., 2008).

La extraccion de compuestos flavonoides se realiza previamente con preparacion de
disolventes, teniendo en su caracteristica general su solubilidad en agua y etanol, de
caracter fendlico y su absorciéon en UV, que por sus sistemas aromaticos y conjugados
son visibles del espectro. Estos compuestos son insolubles en éter, permitiendo
desengrasar un material antes de su extraccion (Rangel G, 2010). En la investigacion
que realizaron (Khan, Abert Vian, Fabiano Tixier, Dangles, & Chemat, 2010) en EAU
de polifenoles en céscaras de naranja, realizaron la sonicacion con determinado
procedimiento utilizando material vegetal de 2cm? en disolvente de etanol: agua (20, 50,
80%), ejecutando las variables de temperatura (10, 25, 40°C) y potencia de bafio
ultrasénico (50, 100, 150 W), determinando su efecto en un disefio central compuesto

mediante un andlisis de superficie- respuesta (Londofio Londofio, 2011).

2.2.3APLICACION DE LOS COMPUESTOS
FLAVONOIDES EN LA AGROINDUSTRIA

Los flavonoides son compuestos bioactivos que actualmente las industrias alimenticias
se dedican a la extraccién de estos compuestos por sus efectos; antimicrobianos,
antiviral, anticarcinogénica, antioxidantes que presenta ante otros productos, reduciendo
el uso de agentes antioxidantes sintéticos, como el Hidroxitolueno butilado (BHT) y el
Hidroxianisol butilado (BHA) que tienen efectos cancerigenos (Londofio Londofio,
2011; Pérez Néjera et al., 2013; Sanchez, Murillo, & Méndez, 2010). Los flavonoides
proporcionan propiedades similares de los sintéticos, siendo efectivos como
suplementos dietéticos y aditivos alimenticios con beneficios para la salud (Ochoa M &
Ayala A, 2004). Los flavonoides tienen diversas aplicaciones, como:
o« Capacidad antioxidante en alimentos: Los antioxidantes permiten alargar la
vida util de los productos alimentarios basandose en la mezcla de un producto
con extractos naturales que inhiban la oxidacion (Ochoa M & Ayala A, 2004).
o Pigmentos: Como uso de pigmentos naturales en bebidas logrando mejorar el
aspecto del producto, siendo agradable al consumidor, manteniendo estabilidad
con un proceso de copigmentacion (Ochoa M & Ayala A, 2004).



o Edulcorantesy saborizantes: En mezcla de varios flavonoides se puede obtener
un sabor salado o dulce, como las chalconas y dihidrochalconas derivados de los
flavonoides de naringina y neohesperidina que contienen un dulzor de 2000 veces
mayor de la sacarosa (Ochoa M & Ayala A, 2004).

o Alimentos funcionales: Los compuestos flavonoides al contener actividad
biolégica, como: antioxidante, antibacteriana, antiinflamatoria, etc.,
proporcionan interés de producir alimentos con compuestos adecuados para
prevencion de enfermedades (Ochoa M & Ayala A, 2004).

o Factor de proteccion solar: su uso se realiza para proteccion de la piel, contra
la radiacion UV, UVA, UVB, con componentes bioactivos seguros y estables
para la defensa natural del cuerpo humano (Mejia Giraldo, Atehortla, & Puertas
Mejia, 2014). Los productos con FPS contienen agentes de proteccion que absorben
o reflejan la radiacion UV en la piel y asi, hay proteccion de los efectos nocivos de

la radiacion solar (Saewan & Jimtaisong, 2013).

2.2.4MARCO CONCEPTUAL

Compuestos bioactivos: compuestos activos extra nutricionales producidos en la
naturaleza presentes en diversas cantidades en algunos alimentos. Algunos poseen
efectos beneficiosos (Kris Etherton et al., 2002).

Flavonoides: son pigmentos naturales de origen vegetal, con efectos antioxidantes y
protectores (Martinez Florez et al., 2002).

Hidroxianisol butilado (BHA) y Hidroxitolueno butilado (BHT): antioxidantes
sintéticos utilizado para preservacién de alimentos o productos de origen vegetal. Son
solubles en aceites e insolubles en agua (Delgado, Palacio, & Aperador, 2015).

UV: es la radiacion compuesta por el espectro de luz ultravioleta de 100 a 400 nm
(Cabrera & Lopez, 2006).

UVA: es la radiacion de 320 a 400 nm no filtrada por la capa de ozono que pertenece al
95% de UV con efectos dafiinos en la piel del 20% (Cabrera & Lopez, 2006).

UVB: radiacion no filtrada por la capa de ozono que corresponde al 5% de la radiacion
UV con efectos dafinos en la piel del 80%. La longitud de onda varia entre 280 a 320
nm (Cabrera & Lépez, 2006).



CAPITULO 111
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 LOCALIZACION

El desarrollo de la siguiente investigacion se realizo en la Provincia Pastaza, Ciudad Puyo,
en la Universidad Estatal Amazonica en el Laboratorio de Quimica situado en el

Departamento de Ciencias de la Tierra.

Universidad Estatal &
Amazoénica- UEA

Fuente: (Google-Earth).

Figura N.- 1. Ubicacién geografica de la Universidad Estatal Amazénica.

3.2 TIPO DE INVESTIGACION

En el presente estudio se utiliza las siguientes modalidades:

Bibliografica. -La investigacion bibliografica se realiz6 en base a libros, articulos cientificos
y otras publicaciones del tema propuesto, en base a la materia prima a utilizar, a los
compuestos flavonoides a extraer, y el método de extraccion asistida por ultrasonido
definido, con el propdsito de ampliar, conocer, profundizar en el tema propuesto.
Experimental. — Consiste en el disefio experimental factorial 2% que se empleo, definiendo
las condiciones de las variables de tiempo, temperatura, solido/liquido y relacion etanol:
agua ejecutando los resultados de superficie- respuesta en disefio central compuesto (CCD).
Descriptiva. — Se empled los analisis correspondientes obtenidos del disefio central
compuesto (CCD), determinando las mejores condiciones del experimento, obteniendo

optimos resultados.
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3.3 METODOS DE INVESTIGACION
3.3.1 MATERIALES Y METODOS
3.3.1.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal que se utilizd es la cascara de naranja (Citrus sinensis) que
previamente se secé en una estufa a 65°C por 24 horas y pulveriz6 a un tamafio inferior
a 0,5 mm, obteniendo en polvo la materia prima. Las naranjas se obtuvieron de las
comunidades aledafias de la Provincia de Pastaza. El contenido de humedad de la

muestra vegetal fue de 6%, valor utilizado para expresar los resultados en masa seca.

3.3.1.2 METODOS
3.3.1.2.1 ESPECTROFOTOMETRIA

El método que se utilizé para determinar el contenido total de flavonoides es por
espectrofotometria, utilizando el método de Jia et al. (1999) basado en la formacion de
un complejo flavonoide-aluminio, con algunas modificaciones. La mezcla analitica
(0,5mL) de la disolucion de extracto se mezcldo con agua destilada (2mL) y
posteriormente con disolucion de NaNO: (5%, 0,15mL). Después de 6 minutos, se
afiadio la solucion de AICls (10%, 0,15mL) y se dejo reposar durante 6 minutos mas,
luego, se afiadié una disolucién de NaOH (4%, 2mL) a la mezcla. Inmediatamente, se
aflade agua destilada para llevar el volumen final a 5mL. Luego, la mezcla se mezclé
adecuadamente y se dejo reposar durante 15 minutos. La intensidad del color rosa se
mide a 510nm (Guimaraes et al., 2010). Y los céalculos se realizaron a partir de la
siguiente expresion:

y =0,9186x — 0,0003 Ecuacion 1
Donde:
y: Es la absorbancia de la muestra a partir del cual se calculara la concentraciéon de CFT.

X: Representa al contenido de flavonoides totales (CFT) a determinar.

3.3.1.22 EXTRACCION ASISTIDA POR
ULTRASONIDO (EAU)

Los extractos se obtuvieron mediante extraccion asistida por ultrasonido con el uso de

un instrumento modelo Bransonic Ultrasonic Bath, Serie CPXH. Se utilizaron
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disoluciones de Etanol-Agua diluido como disolvente de extraccion. Se colocaron
aproximadamente 1 g de muestra en un Erlenmeyer 300mL y se afiadio la disolucion de
Etanol-Agua a la concentracion del experimento. Después de someterse a sonicacion en
las condiciones definidas en el disefio para cada experimento, las mezclas se filtraron a
través del papel No. 4 de Whatman en condiciones de vacio y se almacenaron en frascos
de vidrio ambar a 4°C hasta su uso. Todos los andlisis se llevaron a cabo los dias
posteriores a la extraccion para evitar cualquier cambio en las muestras debido al

almacenamiento prolongado.

3.3.1.2.3 CAPACIDAD ANTIOXIDANTE

La capacidad antioxidante elimina los radicales libres, se realizé utilizando los métodos
ABTS y FRAP, empleados por su simplicidad de medicion, sus ensayos de rapidez y

sus resultados reproducibles (Prior, Wu, & Schaich, 2005).

METODO ABTS (ACIDO 2,22- AZINOBIS (3-
ETILBENZOTIAZOLIN)- 6-SULFONICO)

El radical ABTS se prepar6 mezclando en partes iguales disoluciones de ABTS 7 mM y
persulfato de potasio 2,45 mM. La disolucion se mantuvo en la oscuridad a temperatura
ambiente durante 16 horas para la formacion del radical, la cual fue diluida con etanol al
99% para obtener una absorbancia de 0,873. Para la preparacion del persulfato de potasio se
pesaron 0,0662¢g del mismo y se enraz6 con agua destilada en un matraz de 100mL. El ABTS
se preparo a partir de 0,384g disuelto en 10mL de agua destilada. La curva de calibracion se
realizd a partir de la preparacion, a un intervalo de concentracién de 0 a 0,16 mg/L, de
TROLOX (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) y los resultados fueron

expresados en mmol eq. TROLOX/100g de masa seca a partir de la ecuacion:

c=-2 Ecuacioén 2

T 17,618

Donde A en la absorbancia de la muestra.
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METODO FRAP (PODER DE REDUCCION ANTIOXIDANTE
DE HIERRO II1).

Se tomaron 100 pL de cada extracto y se colocaron en un matraz aforado de 10 mL al cual
se le adicionaron 5 mL de disolucién de FRAP recientemente preparado. Se enraso con agua
destilada y se dej6 a 37 °C durante 30 minutos. La lectura se registro a una longitud de onda
de 593 nm contra el blanco (Leos-Rivas et al., 2016).

El reactivo FRAP se prepard mezclando 2,5 ml de disolucion 2,4,6-piridil -s-triazina (TPTZ)
con 2,5 de disolucion de cloruro de hierro I11y 25 mL de tampdn acetato. Para la preparacion
de la disolucién de TPTZ se pesaron 0,03g de reactivo los cuales fueron colocados en un
matraz aforado de 10 mL y enrazado con &cido clorhidrico 40 mM. Para la preparacion del
tampdn acetato se disolvieron 0,0061g de acetato de sodio en 200 ml en agua destilada, se
afiadio acido clorhidrico 40 Mm hasta que la mezcla alcanzo un pH 3,5, posteriormente se
enrazo con agua destilada a 250 mL. La preparacion de la disolucion de cloruro de hierro
(111) se disolvieron 0,1352g en 25 mL en agua destilada (Thaipong et al., 2006). La curva de
calibracién se realiz6 a partir de la preparacién, en un intervalo de concentracion de 0,1 a 1
mg/L, de TROLOX (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico) y los

resultados fueron expresados en umol eq. TROLOX/g de masa seca a partir de la ecuacion:

= Ecuacioén 3
0,1879

Donde A en la absorbancia de la muestra.

3.3.1.2.4 FACTOR DE PROTECCION SOLAR (FPS)

La actividad fotoprotectora del extracto metandlico se evalu6 mediante el célculo de
FPS; el FPS se determindé mediante el método espectrofotométrico desarrollado por
(Mansur, Rodrigues Breder, Ascencao Mansur, & Azulay, 1986), utilizando la regién
UV-B, considerada como la region de mayor incidencia durante el dia en que las
personas estan expuestas por mas tiempo, de esta manera se ha informado que en las
clasificaciones de SPF, los valores de FPS a 2-12, 12-30 y > 30 se considera que tienen
actividad protectora solar minima, moderada y alta respectivamente. A continuacion, se

muestra la longitud de onda utilizadas para determinar el FPS con la siguiente ecuacion:
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Tabla N.- 4. Ecuacidn para factor de proteccion solar.

Longitud de onda (nm) EE x|

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0839
320 0,0180
Fuente: (Mansur et al., 1986)
FPS = CF %350 EE (DI(M)A(A) Ecuacion 4

3.4 DISENO DE LA INVESTIGACION
3.4.1DISENO EXPERIMENTAL

Los experimentos se realizaron en dos etapas. La primera mediante un disefio factorial a dos
niveles, cuatro factores (2%) que son 16 experimentos y 5 experimentos centrales, con un
total de 21 experimentos. Los cuatros variables estudiadas son: tiempo de sonicacion,
temperatura, relacion solido-liquido (SL) y porcentaje de etanol: agua, sobre la extraccion
de flavonoides totales. Los factores significativos y no significativos son analizados
mediante los efectos en papel normal (Gréfica de Daniel).

En una segunda etapa, las variables significativas se analizaron empleando un Disefio
Central Compuesto (CCD), (metodologia de superficie respuesta) y el efecto de las
interacciones de las variables independientes en la respuesta (Al-Dhabi, Ponmurugan, &
Jeganathan, 2017) para identificar los niveles 6ptimos de las variables independientes. El
nivel de los factores del disefio para la metodologia superficie respuesta (bajo y alto) en

variables independientes codificadas y no codificadas se muestran en la Tabla 5.

Tabla N.- 5. Nivel de variables seleccionadas en el disefio factorial y metodologia superficie-respuesta.

Variable independiente Nivel variable codificado
Simbolo Bajo Alto
-1 1
Temperatura (°C) A 30 60
Tiempo de sonicacién (min) B 10 30
Sélido/Liquido (m/v)* C 1/20 1/60
Relacion Etanol- Agua (v/v) D 50/50 90/10

Fuente: Elaboracion propia.

*g de muestra /ml de agua
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Se utiliz6 ANOVA para evaluar la importancia de la influencia de las variables
independientes y las interacciones (p<0,05). Ademas, el grafico de Pareto y el limite de
Bonferroni se emplearon para reforzar la seleccion de los factores significativos (Anderson
& Whitcomb, 2016). Acorde a los resultados las variables fueron seleccionadas para la
optimizacion del proceso de extraccion. La adecuacion del modelo se evalué mediante el
coeficiente de determinacion (R?), la significacion (p) para el modelo y las pruebas de falta

de ajuste.

3.4.1.1 VERIFICACION DEL MODELO EXPERIMENTAL

Para la validacion del modelo, se determinaron los valores de los coeficientes de
determinaciéon R? ajustado experimental y el R? predicho. Se obtendra la validez de cada
serie experimental y se evalud la adecuacion del modelo mediante analisis de varianza
(ANOVA) (DiNardo, Brar, Subramanian, & Singh, 2019; Sousa, Junior, & de Souza
Buarque, 2019). Las condiciones éptimas para la extraccion de flavonoides en céscaras de
naranja a partir de las variables independientes, tiempo de sonicacion, temperatura, relacion
solido-liquido y relacion etanol- agua se obtuvo a partir de la ecuacion predictiva de la
metodologia superficie respuesta. La actividad antioxidante se determind después de la
extraccion de compuestos flavonoides en condiciones éptimas. Los valores experimentales

y predichos se compararon para determinar la validez del modelo.
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CAPITULO IV
RESULTADOS

4.1 INFLUENCIAS DE LOS FACTORES DE ESTUDIO

En el disefio factorial 2* empleado se estudiaron los efectos de las variables: temperatura,
tiempo, relacion sdélido- liquido y relacién etanol-agua, obteniendo las unidades
experimentales a extraer asistida por ultrasonido de los compuestos flavonoides totales
(CFT) del polvo de cascara de naranja (Citrus sinensis). Los valores de cada unidad
experimental se muestran en la tabla 5. Los CFT estuvieron entre 0,1 y 0,1g equivalentes de
quercetina/ 100g, calculado en relacion a la masa seca de acuerdo a cada condicion

experimental (tabla 6).

Tabla N.- 6. Unidades experimentales del disefio factorial 24 con sus variables independientes (A, B, C
y D) y sus resultados de CFT.

A B C D CFT
Unidad Temp Tiempo SL EtOH/H;O g de quercetina
Exp (°C) (min)  (m/v) (VIv) /100g m.s.
1 30 30 60 50 4,42642
2 30 10 20 50 4,15653
3 30 10 20 50 4,33233
4 45 20 40 70 6,72709
5 60 30 60 90 13,6165
6 60 10 20 90 6,65683
7 45 20 40 70 6,72844
g 30 10 60 90 15,0669
9 30 10 60 90 15,7449
10 60 30 20 50 4,18549
11 45 20 40 70 7,19170
12 45 20 40 70 7,39201
13 60 30 60 90 13,7927
14 30 30 20 90 2,44779
15 60 10 60 50 8,06611
16 60 10 20 90 6,36301
17 30 30 20 90 2,30605
18 45 20 40 70 7,55213
19 30 30 60 50 4,32642
20 60 30 20 50 4,29549
21 60 10 60 50 8,50598

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados experimentales del disefio factorial fueron analizados por ANOVA

apreciando la estimacion de los efectos de las variables y las interacciones entre ellas. Las
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Proporcion

variables estudiadas: temperatura, tiempo, relacion SL y %etanol fueron significativos
(p<0,05) (tabla 7).

Tabla N.- 7. ANOVA del disefio factorial 2*.

Variables SC GL MC VaFIor Pfc;\éaloé
Modelo 319.47 7 4564 46240 <0.0001 significativo
A-Temperatura  10.04 1 10.04 101.73 <0.0001
B-Tiempo 23.76 1 2376 240.68 <0.0001
C-SL 14886 1 148.86 1508.18 <0.0001
D-%etanol 7098 1 7098 719.17 < 0.0001
AB 6437 1 6437 65219 <0.0001
AC 092 1 0.92 9.34 0.0092
AD 054 1 0.54 5.50 0.0355
Residual 1.28 13 0.099
Falta de ajuste 029 1 0.29 3.47 0.0872 no significativo
Error puro 1.00 12 0.083
Total 320.75 20

Fuente: Elaboracion propia.

En las figuras de papel probabilistico normal, se observaron los efectos no significativos

siguiendo una distribucién normal con media igual a cero y varianza constante, es decir que

los efectos negativos forman una linea recta, mientras que los efectos positivos aparecen

alejados de la linea de normalidad.
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Figura N.- 2. Efecto de los factores significativos y no significativos sobre la extraccién de compuestos

flavonoides totales en cascara de Citrus sinensis.
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En el grafico de Pareto (figura 3), se muestran las variables de extraccion; relacion SL,

%etanol, interaccion tiempo- temperatura y temperatura que se encuentran encima del limite

de Bonferroni con efectos positivos, indicando que son factores significativos, pero la

variable tiempo muestra efectos negativos. Las interacciones de las variables temperatura-

relacion SL y temperatura-%etanol no tienen influencia en la extraccion. Los resultados de

las variables significativas fueron seleccionados para la optimizacién de extraccion de CFT.

42.36 —

37.07 —

3177 —

26.48 —

21.18 —

15.89 —

Valor del efecto

10.59 —

5.30 —

0.00 —

C-SL
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-
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Limite de Bonferrﬁgiﬂl
: u lei f Ibu

— — — — —
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura N.- 3. Diagrama de Pareto de los efectos de las variables de la extraccion de CFT.

En el modelo factorial se obtuvo un buen ajuste de R? 0,9960, R? Predicho 0,9915 y R?
Ajustado 0,9938, obteniendo una cantidad mayor de CFT de 15,7449.

Color points by value of
Flavonides totales:
15.7449

2.30605

Flavonoides totales predichos (mg/100g m.s.)

16 —

14 —

12 —

10 —
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura N.- 4. Relacion entre los valores experimentales y predichos de la extraccion de CFT en cascara de Citrus

sinensis.
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Flavonides totales (mg/100g m.s.)

En la EUA de los CFT, cada variable tuvo su efectos positivos y negativos, interfiriendo de
alguna manera la cantidad de extraccién de CFT. En la figura 5: temperatura, relacion SL y
%etanol al paso de su condicidn estimado hubo mayor extraccion de los CFT, mientras que
el tiempo mostrd negativamente su extraccion. (Li et al., 2019) menciona que la temperatura
de extraccion es un parametro vital, los efectos de las temperaturas de 30°C a 60°C hace que
aumente gradualmente la extraccion y esto pasa por la difusion y solubilidad de los
flavonoides en el agua, pero una temperatura mayor podria degradar algunos compuestos
termo sensibles. En cambio, el tiempo de sonicacion durante 30 min, hizo que disminuyera
la extraccion. Los flavonoides en la materia prima no podrian extraerse completamente si el
tiempo de extraccion es demasiado corto, sin embargo, si el tiempo de extraccion es

demasiado largo podria degradar los compuestos bioactivos.
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Figura N.- 5. Efectos de cada variable de extraccion de CFT.
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4.2 ANALISIS DE METODOLOGIA DE SUPERFICIE
RESPUESTA. DISENO CENTRAL COMPUESTO (CCD).

La optimizacion tuvo como objetivo encontrar la mejor combinacidn de los cuatros variables
independientes que influyeron significativamente, maximizando el proceso de extraccion de
los CFT (tabla 8).

Tabla N.- 8. CCD a partir de las variables independientes (A, B, Cy D) y resultados de CFT.

A B C D
Unidad Temp Tiempo SL EtOH/H:0 Experimental Predicho
Exp (°C) (min) (miv) (vIv)
1 30 30 20 50 3,53 3,04
2 30 10 60 50 8,85 8,41
3 60 30 60 50 9,84 9,47
4 30 20 40 70 6,31 6,4
5 45 30 40 70 5,93 6,05
6 45 20 40 70 7,25 7,19
7 45 20 40 70 6,73 7,19
8 30 10 20 50 4,33 4,61
9 45 10 40 70 8,83 8,33
10 30 30 60 90 6,73 6,3
11 30 30 20 90 2,31 2,49
12 60 30 20 90 5,39 5,38
13 45 20 40 70 7,19 7,19
14 45 20 40 70 6,73 7,19
15 60 30 60 90 11,62 12,12
16 60 10 20 90 6,36 6,5
17 60 20 40 70 8,92 7,98
18 45 20 40 70 7,39 7,19
19 45 20 60 70 10,82 9,82
20 30 10 60 90 13,07 13,53
21 45 20 20 70 4,84 4,55
22 30 30 60 50 4,33 4,97
23 60 10 60 90 15,08 15,12
24 60 30 20 50 4,30 4,61
25 60 10 60 50 8,07 8,67
26 45 20 40 90 8,46 8,66
27 30 10 20 90 7,93 7,85
28 60 10 20 50 1,97 1,94
29 45 20 40 50 5,20 571
30 45 20 40 70 7,33 7,19

Fuente: Elaboracion propia.

20



La evaluacién de los cuatros modelos polinomiales fueron analizados, seleccionando el
modelo cuadratico sugerido que fue significativo con una desviacién estandar 0,53, ademas,

tuvo un R? ajustado de 0,9683 y R? predicho a diferencia de los otros modelos (tabla 9).

Tabla N.- 9. Resumen de la evaluacidon de los cuatro modelos polinomiales analizados en la optimizacion
de CFT en céscaras de Citrus sinensis.

Modelo Std. Dev R? R?Adj R?Predicho

Lineal 1,48 0,7833  0,7486 0,6164

2F1 0,52 0,9841  0,9692 0,9056
Cuadratico 0,53 0,9792 0,9683 0,9211 Sugerido

Cubico 0,59 0,9905 0,9606 -0,6971

Fuente: Elaboracion propia.

La distribucion de los puntos confirma la capacidad del modelo cuadratico con un valor de
R20,9792, R? predicho 0,9211 y R? ajustado 0,9683. Interpretando que el 97,92% se atribuyd
a las variables estudiadas de la extraccion de los flavonoides totales. El valor predicho del

modelo cuadrético y los valores obtenidos en laboratorio fueron comparados (figura 6).

Color points by value of
Flav:

15.0846
1.9742

20 —

15—

10 —| o

Flavonoides totales predichos (mg/100g m.s.)

I I I I I
0 5 10 15 20

Flavonoides totales (mg/100g m.s.)
Fuente: Elaboracion propia.

Figura N.- 6. Relacién entre los valores experimentales y predichos de la extraccion de CFT en cascara
de Citrus sinensis.

Para el CCD, se implementd el ANOVA para analizar la significancia de las variables. Las
variables: temperatura, tiempo, relacion SL, %etanol y sus interacciones mostraron ser
significativos, con p valor <0,05. La falta de ajuste en el ANOVA resulté ser no significativo
con un p valor >0,05, indicando que el modelo es adecuado para representar los datos

experimentales con un nivel de confianza del 95% (tabla 9).
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Tabla N.- 10. ANOVA para el modelo cuadratico.

Variables sC GL McC VaFIor Ppr-(;/g If ';:

Modelo 24843 10 24.84 89.48 <0.0001 significativo
A-Temperatura 11.17 1 11.17 40.23 < 0.0001

B-Tiempo 2341 1 2341 84.32 < 0.0001

C-SL 125.07 1  125.07 450.48 < 0.0001

D-%etanol 39.07 1 39.07 140.73  <0.0001

AB 1794 1 1794 64.62 < 0.0001

AC 8.58 1 8.58 30.89 < 0.0001

AD 1.74 1 1.74 6.27 0.0215

BC 3.49 1 349 1257 0.0022

BD 14.39 1 1439 51.84 < 0.0001

CD 3.57 1 357 12.86 0.0020

Residual 528 19 0.28

Faltade ajuste 483 14 034  3.85 0.0722 no significativo

Error puro 0.45 5 0.089
Total 253.71 29

Fuente: Elaboracion propia.

La ecuacion en términos reales puede considerarse para hacer predicciones sobre las
variables en el intervalo considerado para cada factor. La ecuacion es la siguiente:
Flavonoides=5.68647-0.26328A-6.34532E-003B-
0.013975C+0.071790D+7.05935E-003AB+2.44043E- Ecuacion 5
003AC+1.09987E-003AD-2.33497E-003BC-

4.74242E-003BD+1.18075E-003CD

El modelo codificado se usé para generar graficos de superficie, en el analisis las
interacciones de las variables sobre el rendimiento de los compuestos flavonoides. Las
interacciones estudiadas de temperatura, tiempo, relacion SL y %etanol se muestran en las
figuras 7, 8, 9, 10, 11 y 12. El CFT predicho del modelo fue de 15,1161 g equivalente de
quercetina/100g m.s.
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Figura N.- 7. Interaccion de temperatura y tiempo sobre la extraccion de flavonoides en cascara de
Citrus sinensis.
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Figura N.- 8. Interaccion de temperatura y relacion SL sobre la extraccion de flavonoides en céscara
de Citrus sinensis.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura N.- 9. Interaccion de temperatura y %etanol sobre la extraccion de flavonoides en céscara de
Citrus sinensis.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura N.- 10. Interaccion de tiempo y relacién SL sobre la extraccion de flavonoides en cascara de
Citrus sinensis.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura N.- 11. Interaccion de tiempo y %etanol sobre la extraccion de flavonoides en cascara de Citrus
sinensis.
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Figura N.- 12. Interaccion de relacién SL y %etanol sobre la extraccién de flavonoides en cascara de
Citrus sinensis.
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4.3 RESULTADOS DEL EXTRACTO BAJO LAS
CONDICIONES OPTIMAS

Las condiciones optimas encontradas del modelo fueron de: temperatura 60°C, tiempo 10
min, relacion SL 60mL y %EtOH 90%. EI CFT en el extracto optimizado fue 13,37¢
equivalentes de quercetina/100g m.s., a diferencia del predicho o valor teorico de 15,119

equivalentes de quercetina/100g m.s., obteniendo una diferencia de 12%.

Del extracto optimizado se midio la actividad antioxidante por ABTS y FRAP, obteniendo
los resultados de 0,12 (+ 0,002) g equivalentes de trolox /100g m.s. y 1,41 (x 0,07) g/100g
0 5,65 (= 0,26) mmol/100g respectivamente. En otras investigaciones en variedades de
citricos, (Ordofiez Gomez, Reétegui Diaz, & Villanueva Tiburcio, 2018), demostraron que
en la cascara de naranja obtuvieron una actividad antioxidante de 182 pg/mL 00,0182 g/100
mL por ABTS. (Guo et al., 2003) mencionan una antioxidante de 5,69 (+ 0,26) mmol/100g

en cascara de naranja realizado por el radical FRAP.

En cambio, se determiné también el Factor de proteccion solar (FPS), que en 1997 la
Asociacion Europea de Articulos de Tocador y Perfumeria (COLIPA), clasifico sus
productos; de FPS 15-25 con proteccion alta y FPS 30-50 proteccion extrema, asi
demostrando que los FPS mayores obtenidos al 20% de concentracion fue 38,08 (+ 0,13) y
al 15% de concentracion fue 38,11 (+ 0,10) (figura 13), se encuentran apto para su uso y que
ejerceran el objetivo de proteccion en la piel (Azcona Barbed, 2003). Los compuestos
flavonoides son fotoprotectores atribuido por su capacidad de activacion de enzimas y de
propiedades antioxidantes e inhiben de oxidasas, protegiendo de los rayos UV (Saewan &
Jimtaisong, 2013).

40
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura N.- 13. Factor de proteccion solar a diferentes concentraciones.
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5.2

CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Las variables de extraccion de CFT mediante el disefio factorial, en base seca de
cascaras de naranja, fueron significativos en relacion a: temperatura, tiempo,
Relacion SL y %etanol.

En la optimizacion mediante el CCD, se encontro las condiciones dptimas de acuerdo
a la metodologia de superficie-respuesta, validadas experimentalmente. EI CFT
obtenido fue 13,379 equivalentes de quercetina/100g m.s. Este valor resulto superior
a reportado por otras variedades de la misma especie. EI CFT obtenido se puede
aplicar en alimentos funcionales por su gran contenido bioactivo.

La actividad antioxidante determinada a traves de los métodos ABTS y FRAP fue:
0,12 (£ 0,002) g equivalentes de trolox /100g m.s. y 1,41 (x 0,07) g/100g o 5,65
(x0,26) mmol/100g respectivamente. Los valores obtenidos resultaron superiores a
diferencia de lo reportado por otros estudios de la misma especie. La actividad
antioxidante obtenida es ideal para aplicacién en conservacion de productos
alimentos que inhiban la oxidacion.

El factor de proteccion solar (FPS) que fue realizado in vitro, prevalecen a las
concentraciones de 20% y 15% que resultd entre 38,08 (+ 0,13) y al 15% fue 38,11
(= 0,10), que no existe diferencia entre los dos valores, escogiendo el FPS de 38,11
((£ 0,10). Los flavonoides con FPS son considerados fotoprotectores atribuido por
sus propiedades antioxidantes y proteccion solar que ejerce en la piel, su aplicacién

es recomendada para industrias farmacéuticas y/o cosmetoldgica.

RECOMENDACIONES

Realizar el proceso de extraccion de compuestos flavonoides considerando
factores de la materia prima (ejemplo. Madurez del fruto, variedades, tiempo de
vida util, etc.). ElI conjunto de nuevas informaciones obtenidas podria ser
relevante para mejorar y estandarizar los métodos de recoleccion de la especie.

Emplear otros métodos de extraccion no convencionales en la materia prima para
posterior uso de consumo, y que los reactivos utilizados en su extraccion no

generen alteracion en su composicion fisico-quimico.
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¢ Determinar los tipos de compuestos flavonoides que se encuentran en la especie
Citrus sinensis, empleando otro método de cuantificacion, como HPLC.

¢ Elaborar productos agroindustriales con los compuestos flavonoides extraidos y
estudiar sus caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales.

¢ Considerar proximas investigaciones de la actividad antioxidante vinculando al
dafio oxidativo inducido por radiacion UV para conocer las aplicaciones finales

que se puede presentar para el extracto final.
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ANEXOS

Anexo 1: Tratamiento previo de las cascaras de naranja.

&

|28 ‘
Imagen N.- 1. Seleccion y corte d Imagen N.- 2. Cascaras de naranja cortadas sin
dulces. zumo y sin gajos, ni semillas.

; ‘ < P b
Imagen N.- 3. Secado de las cascaras de naranja Imagen N.- 4. Cascaras de naranja secas.
en estufa a 65°C por 24 horas.

i iz -
Imagen N.- 5. Molienda de las cascaras de Imagen N.- 6. Materia seca de las cascaras de
naranja secas. naranja.
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Anexo 2: Extraccion Asistida por Ultrasonido

Imagen N.- 7. Peso de la masa de 1g. Imagen N.- 8. %etanol-Agua a diferentes
concentraciones.

0 O

racto extra

Imagen N.- 12. Extraccion y filtracion de los Imagen N.- 13. Extractos de CFT optimizados.
CFT optimizados.
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Anexo 3: Cuantificacion de CFT en Equipo Espectrofotometro

M 5 ' X
Imagen N.- 14. Extracto 6ptimo de CFT con 6 Imagen N.- 15. Equipo Espectrofotometro para
repeticiones. cuantificacién de los CFT.

Anexo 4: Cuantificacion de Antioxidantes (ABTS, FRAP) y FPS

en Equipo Espectrofotometro

Imagen N.- 17. Cuantificacion de antioxidantes y factor de proteccion solar contra su propio blanco.
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