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Resumen
Actualmente, el aprovechamiento integral de los residuos de frutas es mas frecuente
debido a su contenido de compuestos bioactivos que reducen enfermedades degenerativas,
cardiovasculares, cancer, envejecimiento, etc.

El presente estudio investigo el potencial de los residuos de mandarina (Citrus
reticulata) y naranja (Citrus sinensis) y su mezcla (1:1) generados en la plaza de mercado “El
Potrerillo” como fuente de Polifenoles y Flavonoides utilizando un método de extraccion verde.
Inicialmente se llevo a cabo la obtencion de compuestos bioactivos por medio de la extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) donde se especifico la frecuencia con 80 KHz y tiempo con 30
minutos empleados en residuos de semilla, pulpa y cascara previamente secas. La mezcla de
mandarina y naranja (1:1) inhibié el mayor porcentaje de radical DPPH y ABTS, posteriormente
se encontraron las condiciones 6ptimas de extraccion de la (EAU). Se aplicé un Disefio Central
Compuesto (DCC) con la metodologia de Superficie de Respuesta (RSM), evaluando los factores
como concentracion del solvente (etanol 30 - 70 %), relacion sélido: solvente (1:20 — 1:60 g:
mL) y temperatura (25-55°C). Las condiciones que maximizaron las variables de respuesta
fueron 72,80 % de etanol (v/v) como solvente, relacién sélido: solvente de 1:67,97 (g:mL) y
temperatura de 56,23 °C para obtener un contenido total de Polifenoles (TPC) de 4074,64 mg
GAE/100 g de Fresh Weight (FW) y para un contenido total de Flavonoides (TFC) de 1426,97
mg CE/100 g FW. Los resultados obtenidos indicaron que los residuos de mandarina y naranja
tienen un alto potencial para la obtencion de compuestos de alto valor agregado.

Palabras claves: residuos, citricos, naranja, mandarina, compuestos bioactivos,

polifenoles, flavonoides., extraccion.



Abstract

Currently, the integral use of fruit residues is more frequent due to its content of bioactive
compounds that reduce degenerative and cardiovascular diseases, cancer, aging, etc.

The present study investigated the potential of mandarin (Citrus reticulata) and orange
(Citrus sinensis) residues and their mixture (1:1) generated in the market place "EI Potrerillo" as
a source of Polyphenols and Flavonoids using an extraction method. green. Initially, the
obtaining of bioactive compounds was carried out by ultrasound-assisted extraction (UAE)
where the frequency was specified with 80 KHz and time with 30 minutes used in previously dry
seed, pulp and shell residues. The tangerine and orange mixture (1:1) inhibited the highest
percentage of DPPH and ABTS radicals, later the optimal extraction conditions of the (EAU)
were found. A Central Composite Design (DCC) was applied with the Response Surface
methodology (RSM), evaluating factors such as solvent concentration (ethanol 30 - 70%), solid:
solvent ratio (1:20 - 1:60 g: mL ) and temperature (25-55°C). The conditions that maximized the
response variables were 72.80% ethanol (v/v) as solvent, solid:solvent ratio of 1:67.97 (g:mL)
and temperature of 56.23 °C to obtain a content total Polyphenols (TPC) of 4074.64 mg
GAE/100 g of Fresh Weight (FW) and for a total Flavonoid content (TFC) of 1426.97 mg
CE/100 g FW. The results obtained indicated that mandarin and orange residues have a high
potential for obtaining compounds with high added value.

Keywords: residues, citrus, orange, tangerine, bioactive compounds, polyphenols,

flavonoids, extraction.
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Introduccion

Los residuos organicos corresponden a todo material que proviene de especies de flora o
fauna y es susceptible a descomposicion por microorganismos, o bien consiste en restos, sobras o
productos de desecho de cualquier organismo (CCA, 2017).

Considerando la composicién y la generacion de residuos solidos, se observa que, en las
grandes ciudades de Colombia de acuerdo con la informacion de los planes de gestion integral de
residuos solidos, los residuos organicos corresponden al 61,5% de la generacion de residuos.
Dentro de la categoria de residuos organicos aparecen con gran importancia los generados por
los alimentos en sus diferentes etapas de la produccion, los cuales se pierden y desperdician en el
pais a razon de 9,76 millones de toneladas de alimentos al afio. Del total de alimentos perdidos y
desperdiciados, el 64% corresponde a pérdidas que se ocasionan en las etapas de produccion,
post-cosecha, almacenamiento y procesamiento industrial (CONPES 3874, 2016).

En la ciudad de Pasto se generan considerables sumas de residuos sélidos, entre ellos
residuos de frutas con 1,43 ton (DANE, 2019), que no tienen un proceso de aprovechamiento y
son transportados y dispuestos directamente al relleno sanitario. En la plaza de mercado “El
Potrerillo” de la ciudad de Pasto, la cantidad de residuos de frutos citricos presentes tienen un
valor promedio de 234,10 kg (9,93%), que esta conformado por naranjas, mandarinas y limones,
que a su vez cada uno, tiene un porcentaje “Mandarina (63%), naranja (28%) y limoén (9%)” de
la cantidad total de este residuo (Ordofiez Gomez, 2020).

Los citricos pertenecen al género Citrus, cuyo término comun es citrico y designa
las especies de grandes arbustos o arbolillos perennes (entre 5y 15 m) de la familia Rutaceae,

cuyos frutos o frutas poseen un alto contenido en vitamina C y &cido citrico que les proporciona


https://es.wikipedia.org/wiki/Genus
https://es.wikipedia.org/wiki/Especies
https://es.wikipedia.org/wiki/Arbusto
https://es.wikipedia.org/wiki/Perennifolio
https://es.wikipedia.org/wiki/Fruta
https://es.wikipedia.org/wiki/Vitamina_C
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_c%C3%ADtrico
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ese sabor acido tan caracteristico. Dentro de los citricos se conocen las siguientes especies en
estudio: naranja (Citrus sinensis) y mandarina (Citrus reticulata).

Las frutas citricas se han valorado durante mucho tiempo por ser una fuente importante y
natural de vitamina C, &cido folico, potasio y compuestos fenolicos, que presentan diversas
actividades bioldgicas, entre ellas la actividad antioxidante. Los compuestos fenolicos son
fitoquimicos derivados del metabolismo secundario de las plantas y poseen un efecto
antioxidante que contribuye a prevenir el dafio oxidativo de las células ocasionado por especies
reactivas de oxigeno (EROS), que son moléculas causantes de enfermedades cronicas,
pulmonares, neurodegenerativas y cardiovasculares (Shafiya et al., 2016).

Un método eficiente, econdémico y favorable hacia el medio ambiente para la extraccion
de compuestos bioactivos es la extraccion asistida por ultrasonido (EAU), la cual es una técnica
no convencional que implica generalmente utilizar un disolvente organico y disponerlo en un
bafio de ondas sonoras que se producen durante el fendmeno de cavitacién, causando la ruptura
de las paredes celulares que permiten la extraccion de compuestos fenolicos de la muestra al
medio disolvente.

En consecuencia, la presente investigacion pretende aprovechar residuos de citricos
generados en la plaza de mercado “El Potrerillo” en el municipio de Pasto con el fin de evaluar el

efecto de algunos factores en la extraccion asistida con ultrasonido de polifenoles y flavonoides.


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_c%C3%ADtrico
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1. Titulo
Extraccion y Cuantificacion de Compuestos Bioactivos a Partir de Frutos Citricos
Mandarina (Citrus reticulata) y Naranja (Citrus sinensis) Generados en la Plaza de Mercado “El

Potrerillo” de la Ciudad de Pasto.
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2. Problema de investigacion
2.1. Planteamiento y formulacién del problema

El medio ambiente se encuentra en un periodo de crisis a nivel mundial debido al gran
numero de poblacién en las ciudades, lo que lleva a generar una mayor demanda de bienes de
consumo que paralelamente aumentan el volumen de desechos, por lo tanto los paises deben
enfocar sus esfuerzos en implementar estrategias innovadoras que permitan disminuir este gran
impacto en cada region.

Una de estas problematicas es el inadecuado manejo de residuos solidos en zonas
urbanas, a pesar de invertir grandes cantidades de recursos para tratar de aprovechar materiales,
transformarlos o reutilizarlos se hace necesaria una intervencion economica mucho méas
alta(Campos et al., 2018).

Los residuos vegetales son definidos como perdidas y desperdicios de alimentos de
origen vegetal que se generan durante la postcosecha, distribucién y comercializacion de
alimentos para el consumo, asi mismo el aumento de la poblacion y los cambios en los
estandares de vida han permitido que estos residuos se incrementen cada vez mas (Campos et al.,
2018) y formen parte del conjunto de desechos que no se aprovechan ni se manejan de forma
adecuada.

El mayor porcentaje se produce en centros de abasto y plazas de mercado, donde
generalmente no se cuenta con la infraestructura ni la logistica que permita la correcta
disposicion y seleccion para su uso y aprovechamiento exclusivo. La plaza de mercado “El
Potrerillo” de la ciudad de Pasto no es la excepcion ante esta situacion, por tal motivo es de gran

interés realizar una investigacion que plantee una alternativa hacia el aprovechamiento de estos
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materiales y simultaneamente dé a conocer sus beneficios y su posible uso en la industria
alimentaria y farmacéutica.
2.2. Pregunta problema

¢Cual es el efecto de la relacion sélido/solvente, concentracion del solvente y temperatura
sobre la extraccion asistida con ultrasonido de polifenoles y flavonoides a partir de residuos de

frutos citricos generados en la plaza de mercado “El Potrerillo” de la ciudad de Pasto?
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3. Justificacion

La generacion de residuos solidos aumenta en proporcion directa con el crecimiento de la
poblacién mundial, entre estos, los organicos han tomado una importancia significativa, su
inadecuado manejo conlleva a problemas de olores, generacion de particulas en suspension por
arrastre de vientos, contaminacion de fuentes hidricas, aporte de gases efecto invernadero con los
consecuentes efectos sobre el entorno y la salud pablica (Grajales et al., 2018). En Colombia se
generan tres principales tipos de residuos sélidos: los organicos, inorganicos y sanitarios, de los
cuales el 55% son de tipo organico (Alcaldia de Santiago de Cali, 2016). Estos residuos, en su
mayoria son biodegradables, es decir se descomponen naturalmente transformandose en otro tipo
de materia organica, hecho que posibilita estudiar su aprovechamiento.

Con respecto a la generacion de residuos citricos, se estima que en la industria mundial
de citricos se producen mas de 120 millones de toneladas, de las cuales el 40% es utilizado para
la extraccion de zumo, quedando como residuos la piel o cascara, las semillas y una parte de
pulpa. La produccién mundial de estos residuos se aproxima a los 20 millones de toneladas. El
citrico més producido en Colombia es la naranja con una produccion de alrededor de 228,128
T/afio, seguido de las mandarinas con 109,768 T/afio (Aguilar et al., 2012a).

Los compuestos bioactivos presentan un papel relevante en la prevencion de numerosas
enfermedades debido a su importante accion antioxidante. Muchos de los procesos biol6gicos,
entre ellos la respiracién o la obtencion de energia, generan gran cantidad de moléculas
estructuralmente inestables de oxigeno conocidas como especies reactivas de oxigeno (ROS),
gue son contrarrestadas por antioxidantes enddgenos (Zamora, 2007). Sin embargo, la via
endogena requiere apoyo externo por lo que se recomiendan los antioxidantes exdgenos como

polifenoles y flavonoides, que pueden formar parte de la dieta diaria.
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Los beneficios derivados del consumo de citricos pueden contribuir a reducir el riesgo de
contraer muchas enfermedades cronicas como el cancer, enfermedades cardiovasculares, anemia,
malformaciones congénitas y cataratas. Por ello, la extraccion de estos compuestos presentes en
frutas citricas ha sido de interés para las industrias alimentarias, farmacéuticas, cosméticas y la
elaboracion de productos funcionales (Wang y Weller, 2006).

Se emplea la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) por ser un proceso mas amigable
con el medio ambiente, siendo una de las mas importantes en la obtencion de compuestos
bioactivos. De acuerdo a estudios previos, este método permite incrementar el rendimiento de
compuestos con bajo volumen de disolvente, gasto energético y tiempo, que pueden ser desde 5-

60 min, aproximadamente (Putnik et al., 2017).
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4. Marco Tedrico

4.1. Aspectos generales de la naranja (citrus sinensis) y mandarina (Citrus reticulata)

Proviene originalmente del sureste de China e Indochina, la cual fue usada
principalmente en un principio para prop6sitos medicinales y para la elaboracion de dulces. Los
citricos pertenecen a la clase Angiospermae, a la subclase Dico-tileddnea, a la orden Rutae, a la
familia Rutaceae y al género Citrus, y dentro de ellos se conocen las siguientes especies: naranja
(Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata), limén (Citrus aurantifolia), toronja (Citrus
paradisi) y mandarina (citrus reticulata). Entre los citricos, la naranja es la fruta mas comun vy la
mas conocida en el ambito mundial (Orduz y Mateus, 2012).
4.1.2. Produccién en Colombia

En Colombia las zonas productoras de naranja (citrus sinensis) y mandarina (citrus
reticulata) estan ubicadas entre (0-1600 msnm), precipitaciones (900-1200 mm), temperaturas
entre (23-34 °C) y luminosidad mayor de (1900 h/afio). En Colombia para el primer trimestre de
2019, la produccidn de naranja se ubico en el tercer lugar con 283815 T/semestre
correspondiente al 9,7% del total de frutas, el area planteada fue de 40322 hay el area productiva
de 31617 ha, para un rendimiento de 8,98T/ha * semestre. En Narifio se cultivan
aproximadamente 1592 ha (Agudelo y Villada, 2018).
4.1.3. Composicién de la naranja y la mandarina

Se encuentran formadas por dos capas. La parte externa esta formada por una cascara o
piel, la cual incluye dos capas principales, la interna y la externa; la capa externa incluye el
flavedo cuya pigmentacion depende del tipo de fruta, y el albedo que forma parte de la capa

interna y es incolora (Arroyo y Ledn, 2014).
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La parte interna tiene una serie de segmentos triangulares en forma de luna, se encuentran
alrededor del centro de la fruta citrica, los cuales constituyen los gajos rodeados por una
membrana llamada endocarpio, que permite que un gajo se pueda separar de los demas. Cada
gajo consta de dos constituyentes principalmente, el jugo o pulpa, y las semillas. La formay el
tamano de las semillas varian dependiendo de la especie del fruto, el eje central de los citricos
estd compuesto del mismo tipo de tejidos que el albedo y en algunos citricos, como las
mandarinas y sus hibridos, tienen un espacio central (Arroyo y Leon, 2014).

4.1.4. Importancia de los antioxidantes

Los antioxidantes retrasan y previenen procesos bioldgicos como el envejecimiento,
liberar sustancias toxicas, el cancer, patologias relacionadas con sobrepeso y obesidad etc. Ya
gue combaten la degeneracion y muerte de las células. La incapacidad del cuerpo humano para
neutralizar a los radicales libres a los que esta expuesto diariamente, obliga al hombre a recurrir a
alimentos con propiedades antioxidantes con capacidad de neutralizarlos (Gutiérrez Zavala et al.,
2007).

4.1.5. Técnicas para medir actividad antioxidante

4.1.5.1. DPPH. Es una técnica para evaluar la capacidad antioxidante de alimentos y
plantas, es un polvo cristalino de color oscuro compuesto de moléculas estables de radicales
libres. Esta técnica es susceptible de reaccionar con compuestos antioxidantes a través de un
proceso caracterizado por la cesion de un &tomo de hidrdégeno proporcionado por el agente

antioxidante (Poma et al., 2015).
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4.1.5.2. ABTS. Es la capacidad de un antioxidante para estabilizar el radical cation
coloreado ABTSe+, ¢l cual es formado previamente por la oxidacion del ABTS (2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6- acido sulfénico)) por metamioglobina y peréxido de hidrogeno. Se
fundamentan en la estabilizacion de radicales libres sintéticos metaestables, cuya reaccion con un
antioxidante genera un cambio que puede ser detectado instrumentalmente. Los resultados son
expresados como equivalentes de Trolox o TEAC (por su nombre en inglés, Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity) (Julian Londofio, 2012).
4.1.6. Extraccidn asistida por ultrasonido

La extraccion asistida por ultrasonido utiliza sonidos de alta frecuencia con el fin de
desprender el compuesto buscando del material vegetal. Las particulas solidas y liquidas vibran y
se aceleran ante la accion ultrasonica, como resultado el soluto pasa rapidamente de la fase solida
al solvente (Gao y Liu, 2005).
4.1.7. Parametros que afectan en la extraccion asistida por ultrasonido

4.1.7.1. Solvente de extraccion. Debe ser elegido tomando en cuenta la polaridad y
solubilidad del compuesto que debe ser extraido, en general solventes con caracteristicas
similares al soluto que quiere ser extraido, proveen buenas extracciones (Wong y Aguilar, 2020).

4.1.7.2. Frecuencia. La frecuencia influye en la formacion de burbujas de cavitacion y se
relaciona con la potencia. Esto se debe a que las bajas frecuencias generan grandes burbujas de
cavitacion en los disolventes de extraccion que implosionan violentamente, generando un alto
cizallamiento lo que asegura una mayor degradacién celular, una mayor penetracion del
disolvente y una mayor tasa de extraccion. Por lo tanto la relacién con la potencia, es

directamente proporcional a la frecuencia, pues al aumentar ésta la potencia debe hacerlo
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también ya que un aumento de la frecuencia de ultrasonido a baja potencia afectaba de manera
negativa el contenido de polifenoles totales (Ramon y Gil-Garzon, 2021).

4.1.7.3. Tiempo de extraccion. El aumento de la eficiencia de extraccién con el tiempo,
se obtiene hasta que se alcanza un equilibrio, tiempos mayores al éptimo producen una reduccion
en las recuperaciones obtenidas, probablemente por la degradacion del compuesto o por la
descomposicion del solvente organico causado por las ondas del ultrasonido (Wong y Aguilar,
2020).
4.1.8. Modelos matematicos en la industria alimentaria

La modelizacion matematica es una herramienta Util para determinar los efectos de las
distintas caracteristicas de un sistema y del proceso en el resultado de éste. La modelizacion de
diversos productos y/o procesos alimentarios es un reto debido, sobre todo, a la falta de
comprension de los fendmenos, a las dificultades de los experimentos de modelizacion y a las
incertidumbres relacionadas con los datos fiables y las propiedades de los alimentos. La calidad
de los alimentos y las propiedades de seguridad alimentaria se han convertido en una de las
principales preocupaciones de los consumidores y de la industria alimentaria, mientras que los
modelos matematicos sobre el comportamiento de los alimentos a lo largo de la cadena
alimentaria proporcionan informacion relacionada con las caracteristicas de los alimentos y los
diferentes fendmenos que se producen durante todas las actividades/procesos. La modelizacién
de los procesos alimentarios y/o las simulaciones multiescala, desde los ingredientes alimentarios
hasta toda la cadena de suministro de alimentos, mejoran la exploracion de las alternativas en un

mercado competitivo (Djekic et al., 2019).
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4.2. Marco conceptual
4.2.1. Residuos

Los residuos organicos son biodegradables, se componen naturalmente y tienen la
propiedad de poder desintegrarse o degradarse rapidamente, transformandose en otra materia
organica. Existen factores que inciden en las frutas, convirtiéndose en residuos y se reflejan en
plazas de mercado, principalmente en la etapa de distribucion como: aumento de produccion
alimentaria, mayor exigencia estética del mercado, ineficiencias en la gestion de almacenes e
inventarios, dafios en el embalaje, estrategias de marketing que promueven compras excesivas y
fallas en la cadena de frio (A. Martinez et al., 2017).
4.2.2. Antioxidante

Es una sustancia que forma parte de los alimentos de consumo cotidiano y que
puede prevenir los efectos adversos de especies reactivas sobre las funciones fisioldgicas
normales de los humanos. De igual forma Un antioxidante puede definirse como un compuesto
que inhibe o evita la oxidacion celular y el cuerpo humano los utiliza para eliminar radicales
libres (Patthamakanokporn et al., 2008).
4.2.3. Radicales Libres

Un radical libre es una molécula que se produce cada dia en nuestro organismo
como resultado de las reacciones bioldgicas que se producen en las células. Los radicales libres
son moléculas muy reactivas, necesarias para realizar determinadas funciones y mantener el
estado de salud. Diariamente se producen este conjunto de reacciones en el organismo y que se
pueden englobar como “respiracion celular”. Todas estas reacciones son necesarias para la vida
celular, pero la produccién de radicales libres a lo largo del tiempo puede tener efectos negativos

ya que alteran las membranas de las células y el material genético (ADN de la célula).
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La vida biologica media de un radical libre es de microsegundos, pero tiene la capacidad
de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando el dafio celular (Ormaechea, 2019).
4.2.4. La actividad antioxidante

Es la capacidad de una sustancia para inhibir la degradacion oxidativa, de tal manera que
un antioxidante actua principalmente gracias a su capacidad para reaccionar con radicales libres
por lo tanto, recibe el nombre de antioxidante terminador de cadena (Julian Londofio, 2012).
4.2.5. Polifenoles

Son sustancias organicas de naturaleza aromaticas, esto quiere decir que en su estructura
guimica poseen uno o mas anillos aromaticos de benceno con sustituyentes hidroxilos. Si en el
benceno se sustituye al menos un hidrégeno por un hidroxilo se obtiene un fenol. Son
metabolitos secundarios de las plantas, cuya sintesis estd muy influenciada por factores externos.
Estan muy distribuidos por la naturaleza, los mas importantes son los de origen vegetal. Se
encuentran practicamente en todas las partes de la planta: hojas, frutas y semillas (Coultate,
2016).
4.2.6. Flavonoides

Son el grupo simple de fenolicos mas grande en los alimentos vegetales, son compuestos
de bajo peso molecular que generalmente existen enlazados a moléculas de azUcares. Los
flavonoides estan agrupados en antocianinas y antoxantinas. Las antocianinas son moléculas de
pigmentos rojos, azules y pdrpuras. Las antoxantinas, que incluyen flavonoles, flavonas,
flavanoles, e isoflavonas, son moléculas incoloras o de colores que oscilan desde el blanco hasta

el amarillo (Coultate, 2016).
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4.3. Marco legal

Ley 9 de 1979: Cddigo sanitario nacional. Establece criterios a ser considerados en el
almacenamiento de los residuos. Art. 22 al 35 define la disposicion final de los residuos,
mediante el almacenamiento (recipiente, condiciones) y la recoleccion; ademas que las empresas
de aseo deberan ejecutar la recoleccion de las basuras con una frecuencia tal que impida la
acumulacién o descomposicion en el lugar.

Decreto 1713 de 2002: En este decreto se reglamenta el manejo adecuado de los residuos
solidos en todas sus etapas; separacion en la fuente, almacenamiento, tratamiento, recoleccion,
transporte, aprovechamiento y disposicion final, todos encaminados a disminuir los efectos
negativos ocasionados al ambiente. Las plazas de mercado deben tener programas que produzcan
la heterogeneidad de los residuos solidos facilitando las operaciones de manejo y
aprovechamiento, ademas se debe contar con contenedores de recoleccion ubicados en puntos
estratégicos.

Decreto 1505 2003: Modifica parcialmente el Decreto 1713 de 2002, mediante el Plan de
Gestion Integral de Residuos Solidos (PGIRS), en el cual se hace mencion de la reincorporacion
de algunos residuos al ciclo econdémico y productivo de forma eficiente. Cada municipio y
distrito deberan tener actualizado un (PGIRS) controlado y vigilado por las autoridades
competentes.

Guia Técnica Colombiana (GTC 24:2009): Dentro del PGIRS se encuentra la
separacion en la fuente teniendo en cuenta el sector, tipo de residuo y color, la cual pretende que
haya mejor calidad de los residuos optimizando el aprovechamiento y disposicion final de los

mismos, seguidamente se recomienda realizar una recoleccién selectiva de los residuos.
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Guia Técnica Colombiana (GTC 86:2003): Guia para la implementacion de la gestion
integral de residuos —~GIR-, donde se pretende no solo entregar los residuos a las empresas
encargadas sino implementar etapas que busguen acciones necesarias para promover su
aprovechamiento y tratamiento adecuado, para minimizar su generacion e impacto al medio

ambiente.
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5. Estado del arte

A continuacion, se presentan estudios relacionados con la presente investigacion a nivel
internacional, nacional y regional que sirven de soporte a todo el trabajo desarrollado:

El método aplicado por Hou et al. (2021) para extraer compuestos fendélicos del polvo de
pulpa de naranja Navel (1 g de peso seco) de diferentes meses de crecimiento, se mezclo
completamente con 15 ml de solvente (metanol al 80%), extraido por ultrasonido durante 30 min
a 30 °C. El contenido fendlico total (TPC) vari6 de 18,83 mg GAE/g de FW en el periodo de
frutos jovenes a 5,69 mg GAE/g de FW, al vencimiento comercial. El contenido total de
flavonoides (TFC) se expres6 como miligramos de equivalentes de rutina por gramo de peso
seco de polvo de naranja navel (mg RE/g de peso seco). EI TFC varié desde 5,38 mg RE/g dw en
el periodo de frutos jovenes a 0,69 mg RE/g de peso seco en la madurez comercial, y la actividad
antioxidante alcanzo un maximo para el periodo de frutos jovenes, con valores de Trolox de
12,88 mg/g de peso seco con la metodologia ABTS.

Santos Escamillas (2020), realizo la evaluacion del contenido total de compuestos
fenolicos y capacidad antioxidante de dos subproductos de café, la cascarilla de café y la pelicula
plateada de café, ambos obtenidos del proceso de beneficio del café verde. Una de las fases de
desarrollo del proyecto fue identificar el contenido total de compuestos fenélicos y capacidad
antioxidante in vitro y para obtener los extractos se evaluaron las mejores condiciones de
temperatura y porcentaje de disolvente. El subproducto elegido para su cuantificacion fue la
pelicula plateada por su mayor perfil nutricional, los métodos aplicados fueron: a) el rendimiento
de extraccion con 18,20%, b) el contenido total de compuestos fenélicos con 109,30 mg

GAE/100 g de muestra c) el contenido total de flavonoides con 0,28 mg de equivalente de
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quercetina -QE/100 g de muestra d) la capacidad antioxidante con 4504,50 mg TE/100 g muestra
y un EC50 de 39,04 pg/mL.

El objetivo de la investigacion de Benavides et al. (2020) fue evaluar el TPC y actividad
antioxidante de dos variedades de papas (Solanum phujera) nativas cultivadas al sur de
Colombia. Evaluaron el efecto del uso de ultrasonido en la extraccidn con respecto a un método
convencional. Para polifenoles totales (TPC) fue 1324,11 mg GAE /100 g dw , la actividad
antioxidante (ABTS) fue 0,32 mM Trolox g/ dw y la concentracion de antioxidante necesario
para reducir la concentracion inicial del radical a la mitad EC50 con 21,78 pg/ml. La utilizacion
de ultrasonido aumentd la evaluacion del contenido de polifenoles totales (TPC) y actividad
antioxidante de las dos variedades de papas nativas que es mayor en la piel que en la pulpa.

Mahato et al. (2019) aplicaron el método de extraccidn asistida con ultrasonido en
residuos de mandarina (Citrus reticulata), para cuantificar polifenoles utilizaron el método de
Folin-Ciocalteu y actividad antioxidante con el método DPPH. Las variables que utilizaron en la
extraccion fueron: etanol como solvente al 80%, temperatura a 70 °C y extraccion asistida con
ultrasonido (EAU). El contenido de polifenoles totales en la pulpa fue de 104,98 mg GAE/100 g
dw y en la piel 169,54 mg GAE/100 g dw. Para la actividad antioxidante en pulpa 62,82% vy en la
piel 46,98%. En el articulo se presentd dos aspectos de los métodos de extraccion, es decir, a
escala de laboratorio y a escala industrial masiva con perspectivas futuras anticipadas hacia la

méaxima utilizacién de los residuos citricos.
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6. Objetivos
6.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de las variables de la extraccion asistida con ultrasonido de polifenoles
y flavonoides presentes en residuos citricos generados en la plaza de mercado “El Potrerillo” de
la ciudad de Pasto.
6.2. Objetivos especificos

» Caracterizacion fisicoquimica de residuos de frutos citricos generados en la plaza de
mercado el “El Potrerillo” de la ciudad de Pasto.

» Evaluar la influencia de la frecuencia, tiempo, concentracion del solvente, relacion
solido/solvente y temperatura de extraccion asistida con ultrasonido de polifenoles y
flavonoides presentes en residuos citricos.

> Determinar la actividad antioxidante efectiva de los extractos obtenidos a partir de los
residuos de frutos citricos generados en la plaza de mercado “El Potrerillo” de la ciudad de

Pasto.
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7. Metodologia
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Diagrama de flujo para la extraccion asistida por ultrasonidos de polifenoles TPC y flavonoides

(TFC) de residuos de naranja (citrus sinensis) y mandarina (citrus reticulata)
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7.1. Caracterizacion fisicoquimica de residuos de mandarina (sitrus reticulata) y naranja
(sitrus sinensis)

Los residuos de mandarina y naranja se recolectaron en la plaza de mercado “El
Potrerillo”. Se realiz6 una seleccion de los frutos que se encontraron en buen estado fisioldgico y
no tuvieron un nivel de senescencia avanzado. Se tom6 como referencia el diagnostico
procedente del proyecto Desarrollo e implementacion de estrategias para el aprovechamiento de
residuos agroindustriales en la plaza de mercado “El Potrerillo” de la ciudad de San Juan de
Pasto (Anexo 1), que determiné la cantidad de residuos de frutos citricos generados en mayor
proporcidn en la plaza de mercado y asi disponer de la cantidad necesaria para el desarrollo de
las diferentes pruebas para la obtencion de polifenoles y flavonoides. Los residuos se llevaron al
laboratorio de Evaluacion y conservacion de la calidad de alimentos perteneciente al Grupo de
Apoyo a la Investigacion y Desarrollo Agroalimentario (GAIDA) para el proceso de
sanitizacion.

7.1.1. Sanitizacion

Se realizd un proceso de limpieza y desinfeccion a los residuos citricos, se lavaron dos
veces con agua potable, se enjuagaron con agua desionizada para eliminar la suciedad y se
desinfect6 en una solucién de hipoclorito a 200 ppm, durante 5 min por inmersion.

7.1.2. Troceado de la materia prima

Los residuos de naranja y mandarina se trocearon manualmente para facilitar el secado.
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Figura 2

Troceado en rodajas de frutos citricos de mandarina (Citrus reticulta) y naranja (Citrus

sinensis)

Fuente: La presente investigacion (2022).
7.1.3. Solidos solubles

El procedimiento se llevd a cabo por medio de la metodologia oficial 932.12 de la norma
Association of Official Analytical Chemists, (AOAC, 2005). Inicialmente los residuos se
maceraron, se extrajo el zumo y se coloco dos gotas del zumo sobre el prisma del refractometro.
Finalmente se observo la escala en lente para residuos de naranja y mandarina. La medicion se
hizo por triplicado y se obtuvo la media aritmética.
7.1.4. pH y Acidez titulable

El procedimiento se llevé a cabo por medio de la NTC 4592 (ICONTEC, 1999b) y la
NTC 4623 (ICONTEC, 1999a).

7.1.4.1. Determinacion de pH. Los residuos de mandarina y naranja se maceraron en un
mortero con agua destilada en una proporcion 1:1 luego se calibro el potenciémetro utilizando
soluciones tampdn, y se leyo la muestra (Figura 3). La medicién se hizo por triplicado y se

obtuvo la media aritmética.
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Figura 3

pH-metro con residuos citricos de mandarina (Citrusreticulata), y naranja (Citrus sinensis)

Fuente: La presente investigacion (2022).

7.1.4.2. Determinacion de acidez. Inicialmente se pesé aproximadamente 25 g de
residuos de mandarina (Citrus reticulta) y naranja (Citrus sinensis), y se coloc6 en un matraz con
50 ml de agua caliente con fenolftaleina, 10 g/L en solucién etanol 95% (V/V). Para la titulacion
se utilizo solucion estandarizada de hidréxido de sodio a 0,1 mol/L (0,8 g de hidréxido de sodio
en 200 ml de agua esterilizada) (Figura 4). Finalmente se aplica la ecuacion 1. La medicion se

hizo por triplicado y se obtuvo la media aritmética.

V xN % 0,064 Ecuacion 1
A )*100 cuacio

Acidez (Z) = I

V= Volumen de la solucién de hidroxido de sodio gastado en titulacion (ml)

N=Normalidad de la solucion de hidroxido de sodio (0,1 mol/L)
M=Peso en gramos de la muestra (25 ml)

0,064= Equivalente de &cido citrico.
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Figura 4

Montaje para determinar la acidez en residuos citricos de mandarina (Citrus reticulta), y

naranja (Citrus sinensis)

Fuente: La presente investigacion (2022).
7.1.5. Humedad

El procedimiento se llevd a cabo por medio del método gravimétrico oficial 925.10 de la
norma (AOAC, 2005). En una capsula se peso 5 g y se sometieron las capsulas a 105,3°C cada
dos horas se retir6 las capsulas del horno y se las introduce en la campana de desecacién por 5
min y posteriormente se pesa la capsula (Figura 5). El procedimiento se hace hasta que tenga
peso constante (0,02). Finalmente se aplica la ecuacion 2. La medicidn se hizo por triplicado y se
obtuvo la media aritmética.

((M —m) *100) Ecuacion 2
M

Humedad (%) =

Humedad (%) = ((M-m) *100) /M
Donde,
M: Peso inicial en gramo de la muestra (g)

m: Peso de gramo del producto en seco (g)



42

Figura 5

Determinacion de humedad de residuos citricos de mandarina (Citrus reticulata) y naranja

(Citrus sinensis)

Fuente: La presente investiacién (202.
7.1.6. Secado

Los residuos de mandarina y naranja se sometieron a secado con aire caliente a 50 °C por
un tiempo de 24 horas hasta un valor de humedad inferior al 10 %, posteriormente se retiraron
las muestras del secador de bandejas FIQ-LTDA — CST-800 (Figura 6).
Figura 6

Frutos citricos de mandarina (Citrus reticulata) y naranja (Citrus sinensis) en secador de

bandejas

Fuente: La presente investigacion (2022).
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Las frutas deshidratadas se trituraron en un molino de cuchillas (KitchenAid) y se
tamizaron en un tamizador (PS-35 serie 1182) en la serie de tamices (40-100, A.S.T.M.E.) para
obtener un tamafio de 150 mm adecuado y uniforme (Figura 7).

Figura7

Residuos secos de mandarina (Citrus reticulata) y naranja (Citrus sinensis) en bolsas herméticas

Fuente: La presente investigacion (2022).
7.2. Evaluacidn de la influencia de la frecuencia, tiempo, concentracion de solvente (%
etanol v/v), relacién sélido/solvente y temperatura con EAU de (TPC) y (TFC) presentes en
residuos citricos
7.2.1. Extraccion asistida por ultrasonido

Se realiz6 la extraccion asistida con ultrasonido de compuestos bioactivos como
polifenoles y flavonoides totales, ademas se evalud la actividad antioxidante de residuos de
mandarina (Citrus reticulata), naranja (Citrus sinensis) y en mezcla (1:1).
7.2.2. Cinética de extraccion de compuestos bioactivos de residuos citricos

Para realizar la cinética de extraccion se siguio el protocolo de (Mahato et al., 2019) y
(Khemakhem et al., 2016) con algunas modificaciones. Se adicion6 en un Beaker, 200 mL de

solvente con 5g de residuo seco y se someti6 a equipo de ultrasonido (Elmasonic P 120 H) a 37 y
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80 KHz, durante intervalos de tiempo (2, 4, 6, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90) hasta un maximo de
90 min y a temperatura de 40°C (H. J. Martinez et al., 2006). El solvente utilizado fue agua 'y
etanol en proporcion de 50:50, con relacion sélido y solvente a 1:40 (Figura 8).

Después de la extraccion cada una de las muestras se centrifugaron a 10000 rpm por 15
min a 20°C y el sobrenadante se usé para la cuantificacién de compuestos bioactivos. Este
proceso permitio determinar el tiempo de extraccion para obtener la mayor cantidad de
compuestos bioactivos, también conocer los puntos maximos de extraccion y las diferencias
estadisticas entre ellos para el posterior andlisis de factores.

Figura 8

Extraccion asistida con ultrasonido de harina de mandarina (Citrus reticulata), naranja (Citrus

sinensis) y su mezcla

Fuente: La presente investigacion (2022).

7.2.2.1. Analisis estadistico. Las pruebas de comparacion de medias ANOVA y Tukey
(p < 0,05) se utiliz6 para evaluar la cinética y el disefio experimental utilizando dos softwares
estadisticos PSSE y Design Expert 11. Todos los experimentos se realizaran individualmente y

estos datos se expresaron como la media + desviacion estandar (Vallejo-Catillo et al., 2019).
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7.2.3. Determinacion del contenido total de polifenoles (TPC) método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu

Se utilizaron 100 pL de la muestra, blanco o patron se mezclaron con 7,9 mL de agua
ultra pura, luego se afiadié 500 UL de reactivo de Folin -Ciocalteu y 1,5 mL de solucion saturada
de carbonato de sodio (200 g/L) y se agitaron las muestras contenidas en tubos de ensayo en un
mezclador vortex Sci Logex MX-5. La absorbancia de esta mezcla se determind a 760 nm
después de un periodo de incubacién de 2 h protegido de la luz (Galvéan et al., 2013; Kosar et al.,
2005).

7.2.3.1. Curva patrén de acido Galico. Se empled un patron de acido galico y se diluy6
con etanol puro a una concentracion inicial de1000 mg/L (solucion madre). 50 mL de solucién
madre (1000 mg/L) se prepar6 con 50 mg de acido galico sélido y se realizd las siguientes
diluciones: 25, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 750, 800, 1000 mg/L (Galvan et al., 2013; Kosar et
al., 2005). (Figura 9).
Figura 9

Diluciones de acido Galico para realizar curva patron

Fuente: La presente investigacion (2022).
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7.2.4. Determinacion del contenido total de flavonoides (TFC) método Colorimétrico de
Cloruro de Aluminio.

250 pL de la muestra, blanco o patron se mezclé con 1,25 mL de agua ultrapura, y luego
se afiadid 75 L de nitrito de sodio al 5% (p/p). Después de 5 minutos se adiciono a la solucion -
150 pL de cloruro de aluminio al 10% (p/p) y 500 pL de hidroxido de sodio 1M y finalmente se
completo con 775 pL de agua ultrapura hasta 3 mL. La absorbancia de esta mezcla se determiné
a 510 nm en un espectrofotometro (Aliakbarian et al., 2012; Yang et al., 2009).

7.2.4.1 Curva patron catequina. Se empled un patron con catequina y se diluye con
agua a una concentracion inicial de 20 mg/L (solucién madre). 50 mL de solucién madre (20
mg/L) se prepar6 con 1 mg de catequina sélido, y se realizé las siguientes diluciones: 0.07, 0.15,
0.3,0.7,1.2,25, 5,10, 15 mg/L (Aliakbarian et al., 2012; Yang et al., 2009) (Figura 10).
Figura 10

Diluciones de Catequina para realizar curva patron

Fuente: La presente investigacion (2022).
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7.2.5. Actividad antioxidante 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH)

Se prepar6 50 mL de una solucién en metanol de radical DPPH con una concentracion de
100 puM se utilizd 1,9716 mg de radical DPPH sdlido y se completd con metanol en un balon
aforado hasta 50 mL.

7.2.5.1. Ensayo y determinacion de la actividad Antioxidante por DPPH. 50 pL del
extracto se le afiadié a 1950 pL de una solucion en metanol de DPPH radical (100 puM). Después
de agitacion, la mezcla se incubd en la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos. A
continuacion, la absorbancia se determiné a 517 nm (Rodriguez Arzave et al., 2020; Kamran et
al., 2010). La actividad antioxidante de las muestras se estimo a partir de la disminucion de la
absorbancia. La capacidad de la muestra de reducir el radical DPPH se calcul6 empleando la
siguiente ecuacion:

(Ato-Aer) Ecuacion 3

% de inhibicion de DPPH = x 100

to

Donde:

A;o= Absorbancia inicial de la solucion de metanol DPPH (Metanol (50 pL) + Radical DPPH
(1950 pL)).

A.f= Absorbancia de la muestra (Extracto (50 puL) + Radical DPPH (1950 pL).

Como control espectrofotométrico se empleara 2000 uL de metanol.

Los resultados se expresaron en % de inhibicion y en equivalentes Trolox.. El valor de la
concentracion eficaz (EC 50) se definio como la que disminuyo en un 50% de la Absorbancia
inicial de la solucion radical DPPH.

7.2.5.2. Curva de Calibracion y Correlacion. Se realiz6 la curva de calibracion con el
reactivo Trolox con concentraciones desde 100 uM hasta 1500 uM usando etanol absoluto como

solvente. 50 mL de solucién madre (1500 uM) se prepararon con 18,77 mg de Trolox sélido y se
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realzé las siguientes diluciones: 1300, 1100, 900, 700, 500, 300, 200, 100 uM, y a continuacion
se determind la capacidad antioxidante por DPPH para cada una de las concentraciones
conocidas de trolox para realizar la curva de correlacion entre DPPH y TROLOX.
7.2.6. Actividad antioxidante ABTS**. 2,2 '-azinobis- (3-etilbenztiazolina-6-sulfonas) (ABTS)
Se pes6 96,02 mg del reactivo ABTS y se adiciond 25 mL de agua destilada para obtener
una concentracion de 7 mM en solucion acuosa, a continuacion, se pesé 16,56 mg de persulfato
de potasio (2,45 Mm) y hasta reaccion en un frasco &mbar con la solucion de ABTS. La solucién
se encubd entre 12-16 horas a temperatura ambiente antes de su uso y se almacen0 a temperatura
ambiente. Se diluyo la solucion de ABTS en etanol absoluto hasta obtener una absorbancia
inicial de 0,7 +/- (0,02) a 734 nm, se emple6 como blanco etanol absoluto (Re et al., 1999).
7.2.6.1 Ensayo y determinacion de la actividad antioxidante por el método ABTS. El
ensayo se realizd con 980 pL de solucion de ABTS y 20 pL de la muestra. Se realizd la medicion
del valor de absorbancia a 734 nm después de 15 minutos de tiempo de reaccion. La capacidad
de la muestra de reducir el radical ABTS se calculé empleando la siguiente ecuacion;

(Ato-Aer) Ecuacion 4

% de inhibicion de ABTS = 2 x 100
to

Donde:
A;o= Absorbancia inicial de la solucién de etanol de ABTS (Etanol absoluto (20 uL) + Radical
ABTS (980 pL)).
A= Absorbancia de la muestra (Extracto (20 L) + Radical ABTS (980 pL)).
Como control espectrofotométrico se emple6 1000 L de etanol absoluto.

7.2.6.2. Curva de Calibracion y Correlacion. Se realizo la curva de calibracién con el
reactivo Trolox con concentraciones desde 100 uM hasta 1500 puM usando etanol absoluto como

solvente. 50 mL de solucién madre (1500 uM) se prepararon con 18,77 mg de Trolox y se realzé
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las siguientes diluciones: 1300, 1100, 900, 700, 500, 300, 200, 100 uM, y a continuacién se
determind la capacidad antioxidante por ABTS para cada una de las concentraciones conocidas
de Trolox para realizar la curva de correlacion entre ABTS y TROLOX.
7.2.7. Modelo matematico en cinética de extraccion
Se aplicd un modelo matematico de cinética de extraccidn de primer orden, para
determinar el contenido de polifenoles y flavonoides (Katsampa et al., 2015) de residuos de
naranja, mandarina y su mezcla (1:1) (ecuacion 5).
Y, =Y (1— e kt) Ecuacion 5

Donde:

Y, = rendimiento o concentracion de compuestos bioactivos en cualquier tiempo (t)

(mg compuesto / g dw).

Ys = rendimiento o concentracion de compuestos bioactivos en equilibrio (mg compuesto /

g aw).

K = constante de extraccion de primer orden ( min™1) .
7.2.8. Disefio experimental Central Compuesto (DCC) de Superficie de Respuesta

El anélisis del efecto simultaneo de las variables de respuesta y la optimizacion de los

parametros o factores de funcionamiento se realizd a traves de la implementacion de la
Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM). Los tres factores Solvente (% etanol v/v), relacion
solido solvente (g/mL) y temperatura (°C) y sus niveles (inferior, medio y superior) se muestran en
la Tabla 1 en valores codificados (-1, 0 y +1). El método de RSM elegido fue el disefio
compuesto central (DCC) que requirio 18 experimentos, 4 puntos centrales y puntos estrella,
también con o igual a 1,68 (Tabla 3). Las variables independientes fueron concentracion del

solvente (etanol 30 - 70 %), relacion solido: solvente (1:20 — 1:60 g: mL) y temperatura (25-
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55°C), y como variables dependientes o de respuesta TPC mg GEA/100 g FW y TFC mg CE/100
g FW presentes en la mezcla de residuos de naranja y mandarina (1:1).
Tabla 1

Matriz del disefio experimental para el proceso de EAU para TPCy TFC

Factor Niveles
(-1,68) (-1) 0) (+1) (+1,68)
Solvente (% etanol v/v) 16,36 30 50 70 83,63
Relacion (g:mL) 6,36 20 40 60 73,63
Temperatura (°C) 14,77 25 40 55 65,23

Fuente: La presente investigacion (2022).
7.2.9. Optimizacion y Validacion de las Condiciones Optimas

Para determinar las condiciones éptimas de las variables involucradas en EAU de
residuos secos de la mezcla de naranja y mandarina (1:1), las condiciones del proceso se
sometieron a un analisis de respuesta multiple, a través de la metodologia de funcion de
deseabilidad (cercano a 1). Esta técnica de optimizacion numérica permitié encontrar niveles
Optimos de los factores temperatura, concentracion del solvente (% etanol v/v) y relacion
solido/solvente que maximiza simultaneamente el TPC y TFC (Prakash et al., 2017). Con las
condiciones encontradas se realizé nuevamente la extraccion de compuestos bioactivos para su
posterior comparacion con los valores predichos por el programa Design Expert 11.12.2.0.,

logrando obtener un valor porcentual de variacion entre los mismos.



o1

7.3. Determinacion de la actividad antioxidante efectiva de los extractos obtenidos a partir
de los residuos de frutos citricos
7.3.1. Preparacion de extracto para EC50

Se registro el peso del balon del rotaevaporador vacio, para lo cual se retiré la humedad
al baldn del rotaevaporador en un horno a 100 °C por el transcurso de 1 hora, posteriormente se
dejo enfriar en un desecador y finalmente registré un peso estable. A continuacion, se dispuso de
un extracto previamente centrifugado y filtrado, el cual se sometié a una evaporacion hasta
sequedad a presion reducida en un rotaevaporador con una temperatura maxima de 40 °C (Figura
11).
Figura 11

Montaje para rotaevaporar la mezcla del extracto de mandarina (Citrus reticulata) y naranja

(Citrus sinensis)

Fuente: La presente investigacion (2022).

Después de finalizar la evaporacion anterior, se registro el peso del balon con la muestra
seca y se estimo mediante diferencia el peso del extracto seco. A partir de ese peso se prepard
una solucion (extracto seco / solvente) de 80 mg/mL (80000 pg/mL) empleando el mismo

solvente de la extraccion inicial.
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A continuacion, se diluyé la solucién madre (80 mg/mL) en las concentraciones, 75, 70,
65, 60, 55, 50, 40, 30, 20, 10, 7.5, 5, 2.5, 2, y 1.5 mg/mL. Finalmente, a cada una de las
concentraciones se les determino la actividad antioxidante mediante los métodos de DPPH y
ABTS y se determind la concentracion efectiva (EC50) (Reynertson et al., 2005).

Los resultados del porcentaje de actividad antioxidante (% AA) se expresaran utilizando
el valor EC50, que se define como la concentracion del extracto responsable de una disminucion
del 50% en la actividad inicial de DPPH. La estimacion de CE50 se calculara mediante un

analisis de regresion no lineal utilizando una ecuacién de cuatro pardmetros.

Y A + AZ - A1 E .7 7
_ cuacion
1 10[(log(ECso) — log(x))p]

Donde:

Y = actividad antioxidante (% AA).

Al = respuesta minima (% AA).

A2 = respuesta maxima (% AA).

p = pendiente de la curva, x = contenido total de polifenoles (mg GAE / 100g FW). Estimacion
de parametros de Eq. (2) se realizara utilizando una aplicacion de ajuste de curvas en el software

MATLAB® 2014a.
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8. Resultados y Discusion
8.1. Caracterizacion fisicoquimica de residuos de frutos citricos
Tabla 2
Caracterizacion fisicoquimica de frutos citricos de mandarina (Citrus reticulata), y naranja

(Citrus sinensis)

Sélidos solubles

Residuos totales, SST Amdez Ph Humedad %
] titulable
(°Brix)
Naranja 11,0 £ 0,02 0,47 + 0,05 3,404 + 0,05 87,09+ 2,70
Mandarina 15,0 £ 0,01 0,43 + 0,042 4,12 +0,02 82,84 + 2,80

Fuente: La presente investigacion (2022).

El componente y el contenido de fenoles en los citricos estan profundamente
influenciados por numerosos factores, como el cultivo, las condiciones de almacenamiento y la
madurez del fruto. Los resultados de los SST de frutos citricos obtenidos son altos, esto puede
ser porque la actividad respiratoria disminuye en estados avanzados de maduracion ,
presentandose un alto contenido de SST y un bajo consumo de azlcares (Guadarrama y Pefia,
2013). En el estudio de Yfran et al., (2019) utilizaron naranja y mandarina en un estado de
maduracion avanzado reportando valores similares a la presente investigacion.

Los resultados de la acidez titulable para naranja y mandarina son similares a lo reportada
por Guadarrama y Pefia (2013) en frutos citricos. Los valores obtenidos son bajos ya que en la
fase de maduracion, los acidos organicos libres disminuyen gradualmente, como consecuencia,
de un proceso de dilucion, lo cual sucede a medida que la fruta aumenta en tamarfio y en
contenido de jugo (Yfran et al., 2019).

Respecto al contenido de pH y acidez titulable de las frutas citricas, el valor del pH es

alto, esto puede ser debido a la reduccion de la acidez (Pantasico, 1981). También esta
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relacionado con el sabor, ya que cambia gracias a la hidrdlisis de los almidones que se
transforman en azUcares y su sabor pasa de ser acido a dulce, ya que el pH se eleva cuando
madura (Naturally Postharvest, 2018). Para el valor de pH reportado por Multari et al. (2020), se
verificd que los residuos de naranja se caracterizan por sus particularidades fisicoquimicas, como
un pH entre 3,08 y 3,47 que se asemejan a los resultados encontrados en esta investigacion. Para
mandarina Villalba et al. (2013), obtuvo un pH de 4,2 que se iguala al valor de 4,12 referido en
la tabla 4.

El porcentaje de humedad obtenido en naranja y mandarina depende de las condiciones
de cosecha y de manejo postcosecha que se realizan durante la etapa productiva de estos frutos,
ademas de todas las actividades propias de la comercializacion y distribucion. En la tabla 4 se
indican los porcentajes de humedad de los citricos para naranja con 87,09 y mandarina con 82,84
%. Los resultados se encuentran entre los rangos reportados por Corporacion Universitaria
Lasallista (2012), donde el porcentaje de humedad de naranja esta entre 85 a 90% y para
mandarina el porcentaje de humedad se encuentra entre 80 a 85%.

8.2. Secado

Las rodajas de mandarina y naranja se sometieron a secado con aire caliente a 50 °C. El
tiempo de secado fue 24 horas, hasta llegar a un valor menor a 10 % de humedad en base
himeda similar al reportado por Urbina et al. (2018). El contenido de humedad quedd dentro de
limites que permiten facilmente su conservacién durante periodos de tiempo considerables
(Guevara y Cancino, 2008).

Con los residuos deshidratadas se procedi6 a realizar una molienda en un molino de
cuchillas y se llevé a un equipo de tamizaje modelo (PS-35 serie 1182) en la serie de tamices

(40-100, A.S.T.M.E.) obteniendo un tamafio de particula de 150 mm. Los residuos de naranjay
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mandarina se empacaron en bolsas de polietileno con cierre hermético y se almacend a
temperatura ambiente.
8.3. Evaluacidn de la influencia de la frecuencia, tiempo y relacion solido/solvente con EAU
de polifenoles (TPC) y flavonoides (TFC) presentes en residuos citricos

Se presentan las figuras de cinéticas asistidas con ultrasonido a 37 KHz y 80 Khz, de
residuos secos de mandarina (Citrus reticulata) y naranja (Citrus sinensis) y su mezcla (1:1).
8.3.1. Cinéticas de extraccion asistidas con ultrasonido para mandarina, naranja y su mezcla
(1:1) a 37 kHz.
Figura 12
Cinéticas de extraccion de polifenoles totales (TPC) de residuos de mandarina (Citrus reticulta),
naranja (Citrus sinensis) y mezcla de naranja y mandarina (1:1) asistidas con ultrasonido a 37

KHz
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Los resultados indican (Figura 12) que la extraccion asistida por ultrasonidos es
beneficiosa para el proceso de extraccion de compuestos biactivos en los citricos. En las
cinéticas de TPC, las extracciones percibidas presentan una pendiente mayor en los primeros 2
minutos luego se estabiliza desde el minuto 30 hasta el minuto 60 y al minuto 90 se obtiene la
mayor concentracion alcanzando 4722,61 mgGAE/100g FW para mandarina, 2650,8
mgGAE/100g FW para naranja y 3311,26 mgGAE/100g FW para la mezcla (1:1). EI aumento
inicial (2 minutos) en las curvas de cinéticas obtenidas puede ser por la trasferencia de masa,
debido a que inicialmente la fuerza motriz del gradiente de concentracion de polifenoles entre el
solido y el solvente fue alta, y en tanto la extraccion continla la transferencia de masa se redujo
hasta que la fuerza motriz tendi6 a cero (Chemat et al., 2017; Treybal, 1980) luego la
concentracion de polifenoles en el solvente se mantuvo (30 a 60 minutos) y después el
rendimiento de TPC pas6 por un maximo (90 minutos) antes de la degradacion de los
compuestos bioactivos presentes en residuos citricos.

El contenido total de polifenoles de la presente investigacion es mayor al reportado por
Safdar et al. (2017) en piel de mandarina obteniendo 2439 mgGAE/100g FW y Kamran et al.
(2010) en naranja alcanzando 275,8 mgGAE/100g FW, en sus estudios aplicaron factores de
extraccion iguales al presente estudio, sin embargo los valores de relacion sélido:liquido,

temperatura y tiempo de extraccidn fueron mas bajos.
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Figura 13
Cinéticas de extraccion de flavonoides totales (TFC) de residuos de mandarina (Citrus
reticulta), naranja (Citrus sinensis) y mezcla de naranja y mandarina (1:1) asistidas con

ultrasonido a 37 KHz
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Fuente: La presente investigacion (2022).

En las cinéticas de TFC, las extracciones percibidas presentan una pendiente mayor en
los primeros 2 minutos en mandarina, naranja y su mezcla (1:1) esto debido a la trasferencia de
masa, después se inician a estabilizar desde el minuto 20 hasta el minuto 50. La mayor
concentracion se logra al minuto 60 en naranja con 753,2 mg CE/100g FW y para la mezcla (1:1)
con 796,4 mg CE/100g FW y en mandarina se obtiene al minuto 90 con 2994,5 mg CE/100g FW
. Esto puede presentarse porque la pared celular de mandarina es mas resistente a la ruptura por
las ondas sonoras necesitando un tiempo considerable para penetrar el solvente y disponer de los
polifenoles. EIl contenido total de flavonoides obtenido en mandarina es mayor al conseguido

por Anticona et al. (2021) ya que los parametros de extraccién son menores a los reportados en
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la presente investigacion, con frecuencia de 20 kHz, tiempo de extraccion de 30 min, y relacion
solido: liquido 1:10 (p/v). Con respecto a la relacion solido: volumen resulta mejor trabajar con
relaciones que involucren mayor volumen de solvente para evitar la saturacion y densidad
conforme se extraigan los compuestos en la extraccion.

Figura 14

Cinéticas de extraccion de actividad antioxidante con método DPPH de mandarina (Citrus

reticulta), naranja (Citrus sinensis). y mezcla de naranja y mandarina (1:1) asistidas con

ultrasonido a 37 KHz
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Fuente: La presente investigacion (2022).

Para naranja la mayor concentracion se presento al minuto 80 con 2408,23 pumol
ET/100gFW que inhibe al radical DPPH en 30,41%. El valor en % de inhibicion del radical
DPPH es similar al reportado por Sicari et al. (2016) en naranja ,logrando 38 % de inhibicién
puesto que las condiciones de extraccion como solventes y relacion solido: solvente son
similares a las trabajadas en la investigacion.

Para mandarina la mayor concentracion se present6 al minuto 90 con 2994,91 pmol

ET/100gFW que inhibe al radical DPPH en 38,87 %. Los resultados reportada por Anticona et
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al. (2021), son menores con 1220 umol TE/100g FW, en este caso utilizaron condiciones de
EAU menores como etanol al 80% v/v, relacion solido : liquido 1:10 (p/v), tiempo de 30 minutos
y frecuencia de 20 Khz . De igual forma, con un porcentaje de actividad antioxidante de 29,8%.
Ordofiez et al. (2018), reportan valores mayores esto se debe a que posiblemente utilizaron 1,59
de muestra en 30 mL de solucion metanolica (80:20 metanol:agua).

8.3.2. Cineticas de extraccion asistidas con ultrasonido para mandarina, naranja y su mezcla
(1:1) a 80 kHz.

Figura 15

Cinéticas de extraccion de polifenoles totales (TPC) de residuos de mandarina (Citrus reticulta),
naranja (Citrus sinensis) y mezcla de naranja y mandarina (1:1) asistidas con ultrasonido a 80

KHz
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Fuente: La presente investigacion (2022).

En las cinéticas de TPC, las extracciones percibidas presentan una pendiente mayor en
los primeros 2 minutos luego se estabiliza desde el minuto 20 hasta el minuto 50 y al minuto 90
se obtiene la mayor concentracion logrando 6223,77 mgGAE/100g FW para mandarina, 4195,99

mgGAE/100g FW para naranja 'y 2678,8 mgGAE/100g FW para la mezcla (1:1). El aumento
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inicial (2 minutos) en las curvas de cinéticas obtenidas puede ser por la trasferencia de masa,
debido a que inicialmente la fuerza motriz del gradiente de concentracion de polifenoles entre el
solido y el solvente fue alta, y en tanto la extraccion continla la transferencia de masa se redujo
hasta que la fuerza motriz tendi6 a cero (Chemat et al., 2017; Treybal, 1980), ademas se produce
el fendmeno denominado lavado, donde se presenta una rapida disolucion de los compuestos
facilmente accesibles de la superficie de las particulas del soluto en el disolvente (Buci¢-Koji¢ et
al., 2013). Algunos autores como (Tao et al., 2014; Hossain et al., 2012) mencionan que mas del
90% de los compuestos bioactivos se recuperan después de 10 - 20 minutos de sonicacion, lo que
confirma los resultados de la presente investigacion donde a partir del minuto 20 se inicia a
estabilizar la concentracion hasta el minuto 60 . También mencionan que luego de 60 minutos de
sonicacion la magnitud del aumento de los rendimientos de extraccion, aungue es pequefia, el
rendimiento total de fenoles es aln significativo y mayor que después de 10 - 20 minutos de
extraccion. De igual forma se presentan las mismas condiciones de transferencia de masa, los
fendmenos y tiempo de extraccion en el TFC (Figura 16).

El contenido total de polifenoles obtenido en mandarina y naranja, en este estudio es
mayor al reportado por Londofio et al., (2010) , ya que aplicaron parametros de extraccion
menores, como frecuencia de 60 kHz, tiempo de extraccion de 30 min y temperatura de 40 °C, en
la mezcla es menor esto puede presentarse por que los metabolitos no se potencializan o la

combinacion de estas sustancias resultaron antagénicas (Efferth y Koch, 2011).
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Figura 16
Cinéticas de extraccion de flavonoides totales (TFC) de residuos de mandarina (Citrus
reticulta), naranja (Citrus sinensis) y mezcla de naranja y mandarina (1:1) asistidas con

ultrasonido a 80 KHz
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Fuente: La presente investigacion (2022).

El contenido total de flavonoides obtenido en mandarina y naranja, en este estudio es
mayor al rleportado por Londofio et al., (2010), ya que los pardmetros optimos de extraccion
aplicados son menores, con frecuencia de 60 kHz, tiempo de extraccion de 30 min y temperatura
de 40 °C, en la mezcla es mayor que naranja esto puede presentarse por que los metabolitos se
alcanzan a potencializar o la combinacion de estas sustancias resultaron algo mas aditivas

(Efferth y Koch, 2011) que en los resultados de TPC.
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Figura 17
Cinéticas de extraccion de actividad antioxidante con método DPPH de mandarina (Citrus
reticulta), naranja (Citrus sinensis) y mezcla de naranja y mandarina (1:1) asistidas con

ultrasonido a 80 KHz
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Fuente: La presente investigacion (2022).

La capacidad antioxidante de los residuos de mandarina, naranja y su mezcla (1:1) se
evalué mediante DPPH y ABTS. En mandarina el porcentaje mayor de inhibicion del radical
DPPH se presenta al minuto 90 con un porcentaje de 29.4%. El porcentaje de inhibicidn obtenido
es menor al reportado por Singanusong et al. (2014) pues utilizan concentraciones de solventes y
relacidon peso / volumen mas altas que las presentadas por la investigacion. En naranja el
porcentaje mayor de inhibicidn del radical DPPH se presenta al minuto 90 con un valor de
20.8%.

El mayor porcentaje de inhibicion se presenta en la mezcla de mandarina y naranja (1:1)
(Figura 6), la muestra tiene una concentracion de 3366,40 mmol TE/100g FW que inhibe al

radical DPPH en 44,2%. Este porcentaje frente a la estabilizacion del radical DPPH muestra
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mayor efectividad que al trabajarlos unitariamente. Esto puede pasar porque el efecto de la
sinergia en la mezcla de dos metabolitos presentes en las frutas citricas, interaccionan
positivamente y cuya funcionalidad no se ve afectada en el tiempo mejorando asi su actividad
antioxidante. El sinergismo es similar al reportado por Jaramillo et al. (2017) que trabajaron con
mas de dos muestras de plantas altamente utilizadas por las comunidades indigenas del mundo en
la cura de diferentes enfermedades, estas fueron Mollinedia lanceolata, Siparina sessiliflora 'y
Croton leptostachyus logrando una combinacién efectiva.

Figura 18

Cinéticas de extraccion de actividad antioxidante con método ABTS de mandarina (Citrus
reticulta), naranja (Citrus sinensis) y mezcla de naranja y mandarina (1:1) asistidas con

ultrasonido a 80 KHz
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Fuente: La presente investigacion (2022).
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Para mandarina la mayor concentracion se presenta al minuto 90 con 2364, 96 pmol
TE/100g FW que inhibe al radical ABTS en 41 %. La capacidad antioxidante detectada por el

método ABTS en el presente estudio es menor al reportado por Mahdi et al. (2019) en Citrus



64

medica L con relacion peso / volumen (1:40) con frecuencia de 40 KHz y 70 ° C posiblemente la
temperatura mejoro el movimiento y la solubilidad del soluto en la extraccion.

El mayor porcentaje de inhibicion del radical ABTS se presenta al minuto 90 para la
mezcla de mandarina y naranja (1:1) con un valor de 58%. El valor del porcentaje de inhibicién
obtenido es superiores al reportado por Sicari et al., (2016) esto puede ser porgue utilizaron el
jugo de naranja y en la investigacion se aprovecho la totalidad de la fruta. EI mayor porcentaje
de actividad antioxidante se presenta en la mezcla de mandarina y naranja (1:1), siendo este valor
el mas alto en comparacion con naranja y mandarina esto se puede presentar por la interaccion
sinérgica de mandarina y naranja en la mezcla, donde se potencializa su actividad antioxidante
(Jaramillo et al., 2017).

Se tuvo en cuenta como parametro principal la inhibicion del radical DPPH por lo tanto
se eligio la mezcla de naranja y mandarina (1:1) asimismo la frecuencia donde se obtuvo el
mayor porcentaje total de TPC y TFC en la extraccion fue a 80 KHz, esto puede ser porque al
utilizar bajas frecuencias (20 - 100KHz) prevalecen los efectos fisicos del ultrasonid, que
determinan la extraccion efectiva de los compuestos del material vegetal, debido a un incremento
en la tranferencia de masa sin que haya degradacion de los metabolitos presentes (Rodriguez
Riera et al., 2013).

8.3.3. Anélisis estadistico

A una frecuencia de 80 KHz en la mezcla de naranja y mandarina (1:1) se recupero un
95% del TPCy 92,9 % del TFC y a 37 KHz se recuper6 el 93 % del TPC y 90,6 % del TFC por
lo tanto se eligid la cinética de extraccion a 80 KHz. Tao et al. (2014) mencionan que durante la

EAU mas del 90 % de los compuestos fendlicos se recuperan en los primeros 10 minutos, y se
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percibe un aumento leve del porcentaje hasta los 60 minutos. Lo que confirman los resultados de
la presente investigacion.

Ademas teniendo en cuenta los tiempos de extraccion de la cinética se aplico el método
de Tukey para polifenoles y flavonoides (Tabla 2), donde se agruparon en columnas aquellos
grupos que no difieren significativamente (Lara, 2015). Dado que entre los minutos 60 y 90 no
hay diferencias significativas. Se eligio el minuto 60 para disminuir el gasto energético, de
recursos y tiempo en la EAU.

8.3.4. Modelamiento matematico para la extraccién de TPC y TFC a frecuencia de 80 KHZ

El modelamiento matematico permitio predecir los resultados en cuanto al rendimiento o
concentracion de polifenoles y flavonoides en un tiempo establecido, facilitando la toma de
decisiones en el proceso de extraccion asistida con ultrasonido. EI modelo matematico méas
adecuado fue el modelo matematico de cinética de extraccion de primer orden, como se indica en
la ecuacion 8.

Y, = Y,(1— e Ecuacion 8

Donde,
Y; = rendimiento o concentracion de extraccion de compuestos bioactivos en cualquier tiempo (t)

(mg compuesto /100 g dW)

Y = rendimiento o concentracion de extraccion de compuestos bioactivos en saturacion (equilibrio)

(mg compuesto /100 g dW)
-1
k = constante de velocidad de extraccion de primer orden ("t ).

Se utiliz6 el software MATLAB ® R2021a (The MathWorks Inc., Natick, MA, USA) a
través del Toolbox Curve Fitting para determinar los parametros cinéticos asociados al modelo.

El modelo matematico present6 un alto valor para el coeficiente de determinacion (R?) y menor
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valor para raiz del error cuadratico medio (RMSE) (Tabla 5) indicando que el modelo se ajusta a
los datos obtenidos en la cinética de extraccion.

Tabla 3

Parametros cinéticos y estimados del modelamiento matematico de la EAU a frecuencia de 80

KHz para TPC Y TFC

Modelo Parametros
cinéticos y Polifenoles Flavonoides
estimados
Yy (mg GAE
2494 594,1
/100 g FW)
ke (M 0,09 0,080
Ecuacion 8
R2 0,98 0,98
R2 Ajustado 0,98 0,97
RMSE 116,40 31,54

Fuente: La presente investigacion (2022).

El ajuste de la curva en la cinética de extraccion a diferentes tiempos y a 40°C se indica
en las figuras 8A 'y 8B. En estas Figuras se observa que el modelo matematico se ajusta de forma
adecuada a los datos cinéticos, presentando un buen R? ajustado para polifenoles con 0,981 y
flavonoides con 0,972,

El modelo matematico describio el comportamiento de la cinética de extraccion, presento
un valor alto para el coeficiente de determinacion (R2) y menor valor para la raiz del error

cuadratico medio (RMSE).
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Figura 19
Modelamiento matematico de primer orden para la cinética de EAU de la mezcla de mandarina

(Citrus reticulta) y naranja (Citrus sinensis) (1 :1) a frecuencia de 80 KHz para TPC (A) y TFC
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La concentracién maxima en la extraccion de polifenoles en saturacion es 2494 mg
GAE/100 g de FW y para flavonoides es 594,1 mg CE/100 g de FW. La concentracion de
extraccion de compuestos bioactivos en saturacion obtenidos en esta investigacion son mayores
respecto a 1155 mg GAE/ 100 g dw de bagazo de zumo de uva alcanzado con etanol al 50%,
una relacion solido: solvente de 1g : 50 mL y a 25°C reportados por Sant’ Anna et al., (2012).
Asimismo, Katsampa et al. (2015) obtuvieron 90,07 mg de GAE/ g FW de residuos de cebolla
logrado con glicerina, una relacion solido: solvente 1g : 90 mL a 50°C. También Rakshit et al.
(2020) han alcanzado valores altos con 139,221 mg GAE/g dw en casacara de granada, con 80%
de etanol y una relacion solido: solvente 1g : 50mL. Esto puede presentarse por que el aumento
de los valores k esta relacionado con el incremento de la energia interna de las moléculas y con
la reduccion de la viscosidad dindmica del disolvente (Cacace y Mazza, 2003), mejorando
también el rendimiento de la extraccion de TPC y TFC y disminuyendo el tiempo necesario para
extraerlos de la matriz.

8.3.5. Metodologia de Superficie de Respuesta, Disefio Central Compuesto (DCC)

Las condiciones experimentales de las corridas del DCC disefiadas con Design Expert 11
-2019 se muestran en la Tabla B. El analisis de varianza (ANOVA) de un solo factor (Tabla C)
indica que la temperatura (25-55°C), relacién sélido: solvente (1:20 — 1:60 g: mL) y la
concentracion del solvente (30 - 70 %) son estadisticamente significativos (p < 0.05) e influyen
en el contenido total de polifenoles y el contenido total de flavonoides presentes en la mezcla de
residuos de naranja 'y mandarina (1:1) por la EAU. Ademas el efecto de las variables
independientes, sobre las variables de respuesta se representa en los graficos tridimensionales
(seccion 7.4.6.3.), que se obtuvieron a partir de las ecuaciones del modelo cuadratico (Ecuacién

110y 11).
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Figura 20
Diagramas de Pareto para las variables de respuesta: a) contenido total de polifenol, y b)
contenido total de flavonoides
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Ademas, se presentan los diagramas de Pareto (Figura 20A), los factores significativos (p
< 0.05) que definen el comportamiento de la variable de respuesta TPC fueron la relacién
solido/sovente (B), la temperatura (C) y su efecto cuadratico y el efecto del solvente (A)
presentaron un efecto positivo y directamente proporcional. El efecto cuadratico de la
temperatura C indicé una relacion no lineal entre este factor y la variable de respuesta. A
diferencia del efecto cuadratico de los factores AA'y BB y BC tuvieron un efecto negativo e
inversamente proporcional para esta variable de respuesta, sin mostraron significacion estadistica
(p < 0,05), lo que indica que esta variable de respuesta depende en mayor medida de la variacién
individual de cada factor. Shehata et al. (2021) reporta un comportamiento similar en el estudio
de la extraccion de compuestos bioactivos de la naranja en cuanto a los factores temperatura,
relacion sélido: solvente y la concentracion del solvente siendo estos estadisticamente
significativos (p < 0,05).

Los factores significativos (p < 0.05) que definen el comportamiento del contenido total
de flavonoides (Figura 20 b) fueron la relacion solido/solvente (B), la temperatura (C), el
solvente (A) y el efecto cuadratico del solvente A. El factor temperatura para mandarina en el
estudio realizado por Carranza et al., (2016) es estadisticamente significativo (p < 0,05) como se
reporta en este estudio.

8.3.6. Optimizacidn de la extraccidn asistida por ultrasonido del contenido total de polifenoles
y flavonoides presentes en la mezcla de naranja y mandarina (1:1)

8.3.6.1 Modelo Polinomial de Segundo Orden. Los datos experimentales se analizaron

y ajustaron a tres modelos polinomiales a fin de identificar qué modelo elegir en el estudio. El

software sugirié el modelo cuadratico (Tabla 7) porque el R? se ajusta en un 93,63% a los datos y
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el R%justado FEpresenta en un 86 % la efectividad de las variables independientes sobre las
variables de respuesta.

Tabla 4

Resumen del modelo estadistico analizados en la optimizacién de la EAU para la TPCy TFC

presentes en la mezcla de residuos de naranja y mandarina (1:1)

Variable de  Modelo Des. R? R? ajustado R predicho
respuesta Estandar
TPC Cuadrdtico 186,78 0,936 0,862 0,503
TFC Cuadratico 95,14 0,935 0,864 0,574

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC)
Fuente: La presente investigacion (2022).

El modelo matematico cuadratico propuesto para TPC (Ecuacion 9) y TFC (Ecuacion 10)
presento el coeficiente R? igual a 0,966 y 0,935. Por lo tanto, estos resultados indicaron que el
modelo es adecuado para describir los datos de la extraccion asistida por ultrasonido del
contenido total de polifenoles y flavonoides presentes en la mezcla de residuos de naranja 'y
mandarina (1:1).

TPC = 1757,48 + 24,69*A + 24,48*B — 31,95*C + 0,15*(A*B) +

2 2 2
0,09*(A*C) — 0,10*(B*C) — 0,28*A° - 0,11*B“+ 0,65 * C Ecuacién 9

TFC =934,16 — 26,79*A + 15,99*B — 10,08*C + 0,10*(A*B) +

0,07*(A*C) + 0,24*(B*C) + 0,25*A? — 0,28*B? + 0,04*C? Ecuacion 10

8.3.6.2. Adecuacion del modelo cuadratico. La figura 21 A y B muestran una
satisfactoria correlacion entre los datos experimentales y los predichos calculados a partir de la

ecuacion 9y 10 en relacion con el TPC y TFC del extracto de la mezcla de mandarina y naranja
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(1:1) obtenido por la EAU. Se puede observar que los datos predichos calculados a partir del
modelo estan en buena concordancia con los datos experimentales en el rango de condiciones de
operacion. Ademas, los puntos cercanos alrededor de la diagonal que indica el 6ptimo del
modelo, determinan que la desviacion entre dichos valores fue minima.

8.3.6.3. Figuras de superficie respuesta (RMS) de las interacciones de los factores, A
concentracion de solvente ( % etanol v/v ), B ( Relacion solido: solvente) y C ( Temperatura
°C) con las variables de respuesta TPC y TFC. Los factores B y C son estadisticamente
significativos (p<0.05) en la EAU y su efecto representa el mayor contenido de TPC. En la figura
22 A\, se observa el efecto de la temperatura y la relacién solido: solvente sobre el TPC de los
residuos de la mezcla de naranja y mandarina (1:1). El TPC aumenté con el incremento de la
temperatura y la relacién solido: solvente. Con una temperatura de 50 a 70°C y una relacion
solido : solvente de 1 : 60 a 1g: 75mL, se obtienen 4074,64 mg de GAE/100 g de FW, esto
posiblemente se debio a que el aumento de temperatura puede mejorar la extraccion de los
compuestos fenolicos provocando el ablandamiento de los tejidos vegetales, la disminucién de la
viscosidad del disolvente, acelerando el flujo del disolvente, aumentando asi la solubilidad de los
compuestos y la ruptura de ciertos enlaces quimicos por lo tanto, puede ayudar a liberar los
compuestos sometidos de las muestra evaluada (Setford et al., 2017; Gironi y Piemonte, 2011).
Los resultados son similares a los reportados por Savic et al. (2022) quienes explican un efecto
semejante en la influencia de los factores relacion (B) y temperatura (C) sobre la variable de
respuesta TPC.

En la figura 22 B se presenta el efecto de los factores B (relacion solido/solvente) y A (%
etanol v/v) y en la imagen 22 C, el factor C (temperatura °C) y el factor A (concentracion de

etanol % v/v) a pesar de que son significativos (P<0,05) en el proceso de extraccién, la mayor
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concentracion se presenta con el efecto de los factores C y B (Figura 22A). obteniendo 4172,78
mg de GAE /100 g FW.

Figura 21

Superficie de respuesta para el TPC de la mezcla de naranja y mandarina (1:1) en funcion de la
temperatura, relacion solido/solvente y concentracidn de solvente (% etanol v/v)
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Con respecto a TFC (Figura 23) el efecto dela relacion solido/solvente y el efecto de
temperatura incrementd, el TFC conde 1426,97 mg CE/100 g de FW. El comportamiento
obtenido (Figura 23 A) para la temperatura y relaciones solido / solvente empleadas es esperado,
debido a que los procesos de extraccion son mas eficientes cuando la cantidad de disolvente es
elevada. Generalmente grandes cantidades de solvente pueden disolver los constituyentes mas
eficientemente, conduciendo a un aumento del rendimiento de extraccion. De igual manera, el
gradiente de concentracion que es considerada la fuerza impulsora de la transferencia de masa, es
mayor cuando se utilizé una mayor relacion solido /Solvente, lo que resultdé en un aumento de la
tasa de difusién hasta que se alcanzé el equilibrio (Nour et al., 2016). Aungue un uso excesivo de
solvente podria extraer la mayoria de los compuestos bioactivos, puede hacer que el extracto sea
demasiado diluido, lo que requiere una etapa de concentracion adicional, y una cantidad
insuficiente de disolvente puede conducir a una extraccién insuficiente (Jakobek et al., 2015;
Valachovic et al., 2001). Los resultados coinciden con los de Prasad et al. (2012), que
obtuvieron un mayor rendimiento de TPC en el extracto de mango a una mayor relacion
liquido/sélido y una alta concentracion de solvente.

Los factores C (temperatura °C) y A (% etanol v/v) Figura 23 B son estadisticamente
significativos (p < 0,05) en la extraccidn asistida con ultrasonido sin embargo el efecto conlleva
a una concentracion de TFC menor que la obtenida con los factores B (relacién solido:solvente)
y C (temperatura °C). De igual firma se presenta con los efectos de B (relacion solido/solvente) y
A (% etanol v/v) (Imagen 23C).El efecto del factor A posiblemente influya mas en la EAU ya
que la concentracion de etanol mayor o igual a 60% favorece la extraccion de TFC, ya que al
mezclarse con agua incrementa la polaridad de la solucion mejorando asi la solubilidad de los

compuestos bioactivos (Valachovic et al., 2001).



76

Figura 22
Superficie de respuesta para el TFC de la mezcla de naranja y mandarina (1:1) en funcion de la

temperatura, relacion solido /solvente y concentracion de solvente (% etanol v/v)
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C)

Flavonoides (mg CE/100 g FW)

85

B: Relacion solido/solvente (g/mL§3 A: Solvente (%)

Fuente: La presente investigacion (2022).

8.3.6.4. Condiciones éptimas en la obtencion de TPC y TFC y validacion e idoneidad
del Meétodo. La optimizacién numérica multiple predijo que la mezcla del extracto de cascara,
pulpa y semilla de naranja y mandarina (1:1) méas deseable puede obtenerse con las condiciones
Optimas de 72,80 % de solvente, para la relacion sélido:solvente de 1:67,97 (g:mL) y
temperatura de 56,23 °C.

Se aplicé las condiciones éptimas de extraccion de EAU sugeridas y se llevé a cabo una
validacidn experimental, como se indica en la tabla 8. Se observo una diferencia inferior al 6%
entre los valores predichos y los experimentales para la extraccion de TPC y TFC. Por lo tanto,
la optimizacion de las respuestas multiples fue adecuada y reproducible. En el estudio de
Dumitrascu et al. (2019) el valor predicho de TPC es similar con 4318,9 mg GAE/100 g de DW
debido a que los factores estadisticamente significativos para optimizar la EAU fueron la

temperatura, concentracion de etanol (%) y relacion solido / solvente. Por otro lado Poyraz et al.
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(2021) en su estudio optimizaron las condiciones de extraccion para TPCy TFC de (Citrus
unshiu) obteniendo, 90 min, 56% de amplitud y 50 °C, en este caso el valor de la temperatura
optima se asemeja a la conseguida en esta investigacion. Nishad et al. (2019) validaron los
resultados éptimos obteniendo valores de TPC igual a 2116,71 mg GAE/100 g y 276,53 mg
CE/100 g de TFC con una diferencia porcentual del 1% en TPCy TFC en 2 % , siendo més bajos
que la los reportados ya que la relacion solido: solvente fue de 1 g : 39,63 mL. De igual forma
Van et al., (2020) encontraron condiciones 0ptimas mediante EAU de TPC y TFC, como
intensidad de ultrasonido 40 KHZ, relacion solido / liquido 1g : 40 mL y tiempo de 60 minutos.
En la presente investigacion se obtuvo una relacion de 1 g: 67,97 mL obteniendo mayor
concentracion de comnpuestos bioactivos esto puede ser porque los procesos de extraccion son
mas eficientes cuando la cantidad de disolvente es elevada. Generalmente grandes cantidades de
disolvente pueden disolver constituyentes mas eficientemente, conduciendo a un aumento del
rendimiento de extraccion.

Tabla 5

Comparacion de valor experimental y predicho para el TPC y TFC de la mezcla de residuos de

mandarina y naranja (1:1) bajo las condiciones optimas

Caso Variable de Valor Valor predicho Diferencia
respuesta experimental porcentual (%)
1 TPC 4074,64 £ 49,02 4173,78 2,37

mg GAE/100 g FW
2 TFC 1426,97 + 59,76 1357,59 511

mg CE/100 g FW

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de

acido galico (GAE), equivalente de catequina (CE), base himeda (FW).
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Superposicion de contornos para la EAU del TPC y TFC presentes en la mezcla de naranjay

mandarina (1:1)
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Fuente: La presente investigacion (2022).

Teniendo en cuenta las figuras de superficie de respuesta y los efectos significativos (p <

0,05) de los factores de la EAU sobre el contenido total de polifenoles y flavonoides se indican

en el grafico de contorno superpuesto multiple (Figura 24). El area amarilla en el gréafico

representa el rango adecuado de factores experimentales que conducen a las variables de

respuesta deseables.



80

8.3.7. Determinacion de la capacidad antioxidante (DPPH) utilizando las variables
optimizadas

Con las variables optimas de EAU se determind la capacidad antioxidante del extracto
por el método DPPH obteniendo 2859,93 umol ET/100g FW. Este valor de actividad
antioxidante fue mayor a los valores obtenidos por Barbosa et al. (2018), quienes reportaron
valores de actividad antioxidante por el método DPPH de 1103,5 umol TE/100 g dw puesto que
trabajaron con semillas, bagazo y piel de naranja. Por otro lado Castello et al. (2015) obtuvieron
3190 umol ET/100g dw en Citrus paradisi L, con etanol, y a 55 °C . El valor obtenido en el
estudio mencionado es mayor al mostrado en esta investigacion, debido a la alta concentracion
de etanol como solvente y a la temperatura que favorece el movimiento de las particulas y por
ende la actividad antioxidante.
8.4. Determinacion de la actividad antioxidante efectiva EC50 de los extractos obtenidos a
partir de los residuos de frutos citricos

Con la ecuacion lineal 11, se determind la concentracién gque alcanza la mezcla del
extracto de naranja y mandarina (1:1) correspondiente al 50% de la actividad antioxidante
(ECs0). La figura 25 muestra el ajuste para la ecuacion lineal con un coeficiente R2 de 0,991y los
datos se ajustan a una tendencia lineal. La concentracion para alcanzar el 50% (ECso) es igual a
46,18 mg/mL. Los valores de la presente investigacion fueron menores a los reportados por
Silva et al., (2018) en Citrus maxima con 303,8 ug/ml. Por otra parte Guimaraes et al., (2010)

obtuvieron 95,67 mg/mL en extracto concentrado de cascara de naranja.
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Figura 24
Estimacién de la actividad antioxidante efectiva (CE50) en las condiciones dptimas de

extraccion EAU
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Fuente: La presente investigacion (2022).

La concentracion para alcanzar el 50% (ECso) tambien se reporta con 3766,74 pmol
ET/100g FW. Este valor es similar al logrado por Nishad et al. (2019) con 4663,00 pumol
ET/100g FW en extracto de cascara de naranja rotaevaporado a 50 °C y EAU utilizando como
solvente etanol, relacion solido : liquido de 1g :40 mL y 35 minutos. Es importante tener en
cuenta que al concentrar el extracto, este presenta una mayor inhibicion de radicales libres siendo
maés efectivo.

Para garantizar una actividad antioxidante efectiva se debe utilizar un extracto de la
mezcla de mandarina (citrus reticulata) y naranja (citrus sinensis) con una concentracion (mg/ml)

superior a la ECsqo.
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9. Conclusiones

Los valores de la caracterizacion fisicoquimica de la naranja y mandarina se encuentran
en los rangos reportados por la literatura, por lo tanto, el estado de madurez de los citricos
obtenidos en las plazas de mercados es apropiado para la extraccion de compuestos bioactivos.

La técnica de extraccion asistida por ultrasonido en la obtencion de TPC y TFC de
naranja y mandarina reduce el impacto al medio ambiente, ya que utiliza bajos volimenes de
solvente, tiempos y reduccion de consumo energético, siendo mas eficaz que otras técnicas
convencionales de extraccion.

La aplicacion de la optimizacion en la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) permitio
utilizar la menor cantidad de recursos obteniendo un alto contenido de antioxidantes naturales
que se pueden implementar en diferentes industrias como alimentaria, farmacéutica y cosmética,
o reemplazar los antioxidantes sintéticos por naturales en los productos alimentarios, la
estabilizacion de las grasas, el desarrollo de alimentos funcionales y en los ingredientes
cosméticos para el tratamiento de los trastornos relacionados con la piel y la minimizacion de las
arrugas.

El aprovechamiento integral de los residuos de naranja, mandarina y su mezcla (1:1)
generados en las plazas de mercado se constituyen como una fuente importante de compuestos
bioactivos que pueden ser utilizados como antioxidantes naturales, mas aun si se trabajan en
mezcla por su efecto de sinergia, contribuyendo con el bienestar humano y la disminucién de la

contaminacion ambiental generada por la acumulacion de estos materiales.
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10. Difusion

Los resultados del estudio dentro del proyecto “EXTRACCION Y CUANTIFICACION
DE COMPUESTOS BIOACTIVOS A PARTIR DE FRUTOS CITRICOS MANDARINA
(Citrus reticulata), Y NARANJA (Citrus sinensis). GENERADOS EN LA PLAZA DE
MERCADO “EL POTRERILLO” DE LA CIUDAD DE PASTO”, se presenté como ponencia
oral titulada “Valorizacion de residuos de plazas de mercado para la obtencion de compuestos
bioactivos” en el 34 CONGRESO LATINOAMERICANO DE QUIMICA CLAQ 2020 realizado
en la ciudad de Cartagena de Indias, Colombia, del 11 al 15 de octubre de 2021 y como
modalidad poster titulado “Modelamiento matematico de la extraccion asisitida con ultrasonido
de compuestos bioactivos presentes en residuos citricos de plazas de mercado” en el XXXIII
CONGRESO IBEROAMERICANO DE INGENIERIA DE ALIMENTOS, CIBIA 2022

realizado en la ciudad de Medellin, Colombia, del 15 al 18 de marzo de 2022.
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11. Recomendaciones

Se recomienda evaluar mas factores que influyan en la extraccion asistida con ultrasonido
por ejemplo la potencia o porentaje de amplitud y asi comparar los resultados y determinar el
posible incremento en la cantidad de polifenoles y flavonoides ademas incluir una variable de
respuesta adicional como el radical DPPH para considerar el incremento o disminuciéon de la
inhibicion del extracto.

Se recomienda utilizar otros solventes como el agua que favoreceria la EAU de
polifenoles y flavonoides debido a su polaridad, disponibilidad, economiay a su afinidad con el

medio ambiente.
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Anexo 2. Curva de calibracion radical DPPH (A), curva de calibracion radical ABTS (B)
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Anexo 3. Curva de correlacion entre los radicales DPPH y ABTS
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Anexo 4. Tablas de cinética de EAU a 37 y 80 KHz para TPC y TFC en naranja,

Tabla A

mandarinay su mezcla (1:1)
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Medias para los grupos en los subconjuntos homogeéneos del contenido de TPC (A) y TFC (B) en

la cinética de extraccion

A)

HSD de Tukey?

Tiempo

N

Subconjunto para & = 0.05

1

2

3

4

2,00
4,00
6,00
8,00
10,00
20,00
30,00
40,00
50,00
60,00

90,00
Sig.

1400,0483
1485,7181
1501,2944
1538,6776
1576,0607

,337

2091,6371
2233,3816
2333,0701

,061

2233,3816
2333,0701
2343,9735

,869

2333,0701
2343,9735
2557,3692

,100

2557,3692
2678,8645

, 795

B)

HSD de Tukey?

Tiempo

N

Subconjunto para &= 0.05

1

3

4

2,00
4,00
6,00
8,00
10,00
20,00
30,00
40,00
50,00
60,00
90,00
Sig.

W W W W ww w ww ww

234,3261

1,000

349,6414
368,3802
371,2631
373,9658

,876

450,5423

1,000

519,0108
538,8306

,962

538,8306
583,8757
591,0829

,074

583,8757
591,0829
636,1279

,074
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TablaB

Condiciones experimentales de las variables o factores de estudio para el DCC en TPCy TFC

Corrida Solvente Relacion  Temperatura TPC TFC
(% Etanol viv) (g:mL) (°C) (mg GEA/100 g FW) (mg CE/100 g FW)
1 30 60 55 3501,94 948,79
2 70 20 25 2578,53 681,29
3 50 40 14,77 2979,49 661,35
4 50 40 65,23 4167,96 937,03
5 70 60 55 3950,54 1297,44
6 50 40 40 3248,96 753,85
7 50 40 40 3097,87 843,43
8 16,36 40 40 2814,38 794,69
9 50 73,64 40 3816,08 776,33
10 70 60 25 3445,87 792,03
11 30 20 55 2990,26 708,15
12 30 60 25 2922,50 737,98
13 50 40 40 3021,54 818,11
14 50 6,36 40 2225,09 126,81
15 70 20 55 3387,46 683,29
16 50 40 40 3292,57 774,87
17 83,64 40 40 284242 1315,41
18 30 20 25 2479,62 583,12

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de
acido géalico (GAE), equivalente de catequina (CE).
TablaC

ANOVA del Disefio Central Compuesto (DCC) para las ecuaciones cuadraticas TPC (A) y TFC

A)
Variable SC GL MC F - valor P - valor
Modelo 4,104E+06 9  4,560E+05 13,07 0,0007 Significant

A — Solvente 1,681E+05 1  1,681E+05 4,82 0,0594
B- Relacion 1,875E+06 1  1,875E+06 53,75 <0,0001

C - Temperatura  1,419E+06 1  1,419E+06 40,68 0,0002

AB 28304,95 1 28304,95 0,8113 0,3940

AC 6245,16 1 6245,16 0,1790 0,6834

BC 6929,87 1 6929,87 0,1986 0,6676

A2 1,681E+05 1  1,681E+05 4,82 0,0595

B2 28320,09 1 28320,09 0,8118 0,3939

c? 2,780E+05 1  2,780E+05 7,97 0,0224
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Residual 2,791E+05 8 34886,34
Lack of Fit 2,307E+05 5 46136,20 2,86 0,0582 Not significant
Pure Error 48409,73 3 16136,58

Nota. Suma de cuadrados (SC), grados de libertad (GL), media de cuadrados (MC).

B)
Source Sum of df Mean F - value P - value
Squares Square
Modelo 1,045E+06 9 1,161+05 12,83 0,0007 Significant
A — Solvente 1338E+05 1 1338E+05 14,78 0,0049
B- Relacion 3,585E+05 1  3,585E+05 39,61 0,0002
C - Temperatura  1,251E+05 1 1,251E+05 13,82 0,0059
AB 13563,19 1 13563,19 1,50 0,2557
AC 3679,29 1 3679,29 0,4065 0,5416
BC 43392,26 1 43392,26 4,79 0,0600
A2 1,242E+05 1 1,242E+05 13,72 0,0060
B2 1652E+05 1 1 ,652E+05 18,25 0,0027
c? 940,43 1 940.43 0,1039 0,7555
Residual 72411,79 8 9051,47
Lack of Fit 4951,52 5 13492,05 8,17 0,0570  Not significant
Pure Error 48409,73 3 16136,58

Nota. Suma de cuadrados (SC), grados de libertad (GL), media de cuadrados (MC).



TablaD

Cinetica de EAU a 37 KHz para TPC y TFC en naranja
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TPC TFC
Tiempo Absorbancia mg D.E %  Absorbancia Prom D.E %
(min) Prom GAE/100g (OAV Prom CE/100g (OAY

Fw Fw
2 0,53 2524,65 37,38 1,48 0,14 767,65 540 0,70
4 0,53 2510,64 9,34 0,37 0,14 771,26 8,25 1,07
6 0,51 2414,84 16,35 0,67 0,14 755,04 11,25 1,49
8 0,52 2484,16 42,14 1,69 0,14 751,44 540 0,71
10 0,53 2530,88 16,41 0,64 0,15 783,87 540 0,69
20 0,54 2559,70 7,00 0,27 0,15 821,71 1430 1,74
30 0,52 2454,56 70,71 2,88 0,17 900,99 24,37 2,70
40 0,54 2571,38 134,78 5,24 0,15 819,91 2250 2,74
50 0,55 2599,42 124,60 4,79 0,15 803,69 43,69 543
60 0,56 2671,07 75,10 2,81 0,15 805,49 35,44 4,40
90 0,56 2650,82 51,40 1,93 0,26 753,24 8,25 1,09

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de

acido galico (GAE), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW), coeficiente de variacion
(CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla E

Cinetica de EAU a 37 KHz para la inhibicion del radical DPPH en naranja
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DPPH
Tiempo Absorbancia % Aa D.E % pmol Trolox/100 g D.E % C.V
(min) Prom CV FW
2 0,33 18,59 0,12 0,66 1587,99 8,54 0,53
4 0,32 20,36 1,21 5,96 1710,46 84,29 4,92
6 0,32 20,76 1,35 6,50 1738,37 93,70 5,39
8 0,31 22,66 0,88 3,91 1869,95 61,61 3,29
10 0,30 23,89 0,24 1,03 1955,39 17,08 0,87
20 0,30 25,36 1,07 4,23 2057,92 74,48 3,61
30 0,29 26,97 0,36 1,37 2168,99 25,63 1,18
40 0,29 26,84 0,49 1,83 2160,45 34,17 1,58
50 0,29 27,01 0,37 1,39 2171,84 26,10 1,20
60 0,28 30,41 0,61 2,02 2408,23 42,72 1,77
90 0,29 27,46 1,10 4,03 2203,17 76,89 3,49

Nota. Actividad antioxidante (Aa), equivalente de catequina (CE), base himeda (FW),

coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla F

Cinetica de EAU a 37 KHz para TPC Y TFC en Mandarina
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TPC TFEC
Tiempo Absorbancia G Agﬁoog DE /o Absorbancia CIIDE;i(r)r(])g pE 2

(min) Prom Fw CV Prom o CV
) 054 287937 15377 534 011 562,04 23,36 4,15

4 0,55 2955,04 88,04 2,98 0,13 635,25 52,10 8,20

6 0.60 322441 270 008 016 231229 7720 333

8 0,62 3353,24 113,56 3,38 0,17 252257 70,55 2,79
10 0,71 3850,54 73,38 1,90 0,17 2555,28 28,03 1,09
20 0,78 4192,88 70,34 1,68 0,18 2606,68 16,18 0,62
30 0,80 4293,78 59,54 1,38 0,17 2555,28 28,03 1,09
40 0,86 4616,30 17490 3,78 0,17 2564,63 8,09 0,31
50 0,87 4708,20 37,83 0,80 0,17 2522,57 16,18 0,64
60 0,84 4526,21 39,84 0,88 0,17 2587,99 85,65 3,31
90 0,88 4722,61 89,20 1,89 0,20 2994,53 3528 1,17

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de

acido galico (GAE), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW), coeficiente de variacion
(CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla G

Cinetica de EAU a 37 KHz para la inhibicion del radical DPPH en mandarina
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DPPH
Tiempo Absorbancia % Aa D.E % Omol Trolox/100 g D.E % C.V
(min) Prom CV FW
2 0,28 28,66 1,18 4,12 2286,67 81,96 3,58
4 0,28 28,87 0,35 1,29 2301,13 26,01 1,13
6 0,27 31,12 0,37 1,20 2457,23 26,01 1,05
8 0,26 33,62 0,12 0,37 2630,67 8,67 0,33
10 0,25 36,83 0,76 2,07 2853,26 52,98 1,85
20 0,25 36,66 0,62 1,71 2841,70 43,64 1,53
30 0,24 38,62 0,12 0,32 2977,56 8,67 0,29
40 0,24 37,87 0,12 0,33 2925,53 8,67 0,29
50 0,24 38,62 0,12 0,32 2977,56 8,67 0,29
60 0,23 40,25 0,25 0,62 3090,30 17,34 0,56
90 0,25 37,62 0,12 0,33 2908,19 8,67 0,29

Nota. Actividad antioxidante (Aa), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW),

coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla H

Cinetica de EAU a 37 KHz para TPC Y TFC en la mezcla de naranja y mansarina (1:1)
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TPC TFC
Tiempo Absorbancia GApioog DE %0, Absorbancia C'EZ’BT)Q pE
(min) Prom Fw CV Prom o CV
) 0.45 216328 12817 592 0,1 57126 312 054
A 0.50 237356 9279 390 0,1 50288 1651 2,78
6 0.50 240004 2573 107 0,12 65054 2077 457
g 0.53 253088 10514 4,15 0,13 66495 1621 243
10 0.5 261655 8683 331 0,13 66675 825 123
20 0.57 269755 4672 173 013 69378 41,08 595
20 061 288447 12573 435 0,3 71000 4533 6,38
40 0.63 207325 4923 165 0,14 72621 3517 4,84
50 0.63 209039 7014 234 014 72982 32,88 4,50
60 0.65 308073 4672 151 05 809,10 2977 3,67
% 0.70 33116 3974 120 0,15 79648 5468 686

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de

acido galico (GAE), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW), coeficiente de variacion
(CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla |

Cinetica de EAU a 37 KHz para la inhibicion del radical DPPH en la mezcla de naranja

mansarina (1:1)
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DPPH
Tiempo Absorbancia % Aa D.E % Omol Trolox/100 g D.E % C.V
(min) Prom CV FwW
2 0,41 26,52 0,10 0,38 2138,14 7,05 0,33
4 0,44 22,00 0,30 1,38 1824,64 21,15 1,15
6 0,42 24,94 0,61 2,47 2028,21 42,89 2,11
8 0,42 25,17 0,70 2,79 2044,50 48,85 2,39
10 0,41 26,46 0,26 1,01 2134,07 18,68 0,87
20 0,42 26,05 0,17 0,67 2105,57 12,21 0,58
30 0,41 26,29 2,49 9,47 2121,86 172,88 8,14
40 0,43 24,17 2,84 11,77 1975,28 197,45 9,99
50 0,41 27,58 1,86 6,76 2211,43 129,45 5,85
60 0,38 33,04 1,46 4,43 2590,08 101,70 3,92
90 0,42 25,23 1,69 6,70 2048,57 117,36 5,72

Nota. Actividad antioxidante (Aa), equivalente de catequina (CE), base himeda (FW),

coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla J

Cinetica de EAU a 80 KHz para TPC Y TFC en naranja
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TPC TFC
Prom Prom
Tiempo Absorbancia mg DgE /0 Absorbancia mg DE 2
(min) Prom GAE/100g cv Prom CE/100g Cc.v
Fw Fw

2 0,50 2368,89 119,35 5,038 0,03 169,46 11,25 6,64
4 0.49 2353,31 118,79 5,048 0,04 183,87 540 2,93
6 052 248260 99,45 4006 0,04 18747 825 440
8 0,54 2572,94 58,42 2,271 0,04 196,48 16,51 8,40
10 0,58 2759,86 55,74 2,020 0,04 189,28 21,62 11,42
20 0,59 2808,14 77,39 2,756 0,04 189,28 21,62 11,42
30 0,62 2943,66 28,16 0,957 0,04 200,09 21,62 10,80
40 0,63 2995,06 49,08 1,639 0,04 218,11 8,25 3,78
50 0,75 3530,88 126,28 3,577 0,048 221,71 540 2,43
60 0,76 3618,11 119,22 3,295 0,049 225,31 6,24 2,77
90 0,89 4195,99 91,84 2,189 0,06 326,21 8,25 2,53

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de

acido galico (GAE), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW), coeficiente de variacion

(CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla K

Cinetica de EAU a 80 KHz para la inhibicion del radical DPPH en naranja
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DPPH
Tiempo Absorbancia % Aa D.E % pmol Trolox/100 g D.E % C.V
(min) Prom CV FW
2 0,41 12,17 0,32 2,66 1142,35 22,50 1,97
4 0,40 14,01 0,76 5,46 1270,01 53,11 4,18
6 0,41 13,37 0,63 4,76 1225,82 44,19 3,60
8 0,41 13,30 0,53 4,01 1220,91 37,07 3,03
10 0,41 13,65 0,85 6,28 1245,46 59,53 4,78
20 0,40 13,94 0,74 5,34 1265,10 51,73 4,08
30 0,40 14,65 0,56 3,83 1314,20 38,97 2,96
40 0,39 18,11 1,06 5,89 1554,79 74,13 4,76
50 0,38 19,25 1,16 6,07 1633,35 81,12 4,96
60 0,37 20,66 1,00 4,85 1731,55 69,61 4,02
90 0,37 20,80 1,88 9,07 1741,37 130,92 7,51

Nota. Actividad antioxidante (Aa), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW),

coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla L

Cinetica de EAU a 80 KHz para TPC Y TFC en Mandarina
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TPC TFC
Tiempo Absorbancia mg D.E %  Absorbancia Prom D.E %
(min) Prom GAE/100g (OAV Prom CE/100g cV
Fw Fw
2 0,611 2881,36 10,79 0,37 0,10 544,23 31,67 5,82
4 0,701 3301,92 140,60 4,25 0,11 558,65 48,74 8,72
6 0,708 3334,63 60,26 1,80 0,12 618,11 44,02 7,12
8 0,720 3390,70 48,63 1,43 0,13 686,58 84,95 12,37
10 0,717 3376,68 28,55 0,84 0,17 904,59 45,01 4,97
20 0,538 5077,36 204,96 4,03 0,21 1115,40 80,96 7,29
30 0,529 4996,36 289,77 5,80 0,21 1119,01 72,72 6,49
40 0,523 4940,28 110,71 2,24 0,21 1124,41 66,42 591
50 0,553 5220,66 383,21 7,34 0,22 1146,03 90,93 7,93
60 0,661 6223,77 132,93 2,13 0,23 1216,30 70,89 5,83
90 0,611 2881,36 10,79 0,37 0,28 1497,38 62,34 4,16

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de

acido galico (GAE), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW), coeficiente de variacion
(CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla M

Cinetica de EAU a 80 KHz para la inhibicion del radical DPPH en mandarina
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DPPH
Tiempo Absorbancia % Aa D.E % Omol Trolox/100 g D.E % C.V
(min) Prom CV FW
2 0,40 14,93 0,88 5,91 1333,84 61,32 4,59
4 0,39 15,28 0,97 6,36 1358,39 67,50 4,96
6 0,39 15,78 0,85 5,43 1392,76 59,53 4,27
8 0,39 16,20 0,61 3,78 1422,22 42,52 2,99
10 0,39 16,41 0,74 4,54 1436,95 51,73 3,60
20 0,38 19,00 1,05 5,53 1616,16 72,91 4,51
30 0,37 21,12 1,95 9,23 1763,46 135,40 7,67
40 0,37 21,12 1,95 9,23 1763,46 135,40 7,67
50 0,35 24,41 0,60 2,46 1991,78 41,66 2,09
60 0,23 24,52 1,651 6,73 1999,14 114,57 5,73
90 0,25 29,40 1,651 5,61 2337,93 114,57 4,90

Nota. Actividad antioxidante (Aa), equivalente de catequina (CE), base himeda (FW),

coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla N

Cinetica de EAU a 80 KHz para TPC Y TFC en la mezcla de naranja y mansarina (1:1)
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TPC TFC
Tiempo Absorbancia GAEfog DE 20 Absorbancia C'EZ’BT)Q DE
(min) Prom Fw CV Prom Fw CV
) 0.29 140004 2573 183 005 23432 1651 7,04
s 031 148571 5456 367 007 34964 624 178
5 031 150129 2336 155 007 36838 544 147
g 0.3 153867 10248 6,66 0,08 37126 1898 511
10 033 157606 107,07 679 008 37396 1218 325
20 0.44 200163 1945 093 0,09 45054 29,77 6,60
20 047 223338 7244 324 0,10 51901 540 1,04
20 0.49 233307 15406 660 011 53883 27,20 504
50 0.49 234397 4952 211 011 58387 1081 1,85
50 0.54 255736 5855 229 012 591,08 825 1,39
%0 0,56 267886 13454 502 012 63612 3517 552

Nota. Contenido total de polifenoles (TPC), contenido total de flavonoides (TFC), equivalente de

acido galico (GAE), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW), coeficiente de variacion
(CV), desviacion estandar (D.E).



Tabla O

Cinetica de EAU a 80 KHz para la inhibicion del radical DPPH en la mezcla de naranjay

mansarina (1:1)
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DPPH
Tiempo Absorbancia % Aa D.E % Omol Trolox/100 g D.E % C.V
(min) Prom CV FW

2 0,36 29,07 2,08 7,17 2149,71 2315,21 144,73
4 0,36 29,07 2,24 7,71 2337,58 2315,21 155,53
6 0,36 29,65 0,40 1,35 2324,16 2355,47 27,93
8 0,35 31,78 2,56 8,08 2605,96 2503,08 178,19
10 0,35 32,10 2,09 6,51 2565,71 2525,45 145,15
20 0,33 35,59 1,39 3,91 2874,35 2767,00 96,76
30 0,31 39,71 0,48 1,22 3089,06 3053,28 33,77
40 0,31 38,87 1,86 4,79 3048,80 2995,13 129,41
50 0,31 39,13 1,45 3,70 3008,55 3013,02 100,72
60 0,30 40,23 2,01 5,01 2995,13 3089,06 140,10
90 0,28 44,23 1,69 3,82 3464,80 3366,40 117,24

Nota. Actividad antioxidante (Aa), equivalente de catequina (CE), base himeda (FW),

coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar (D.E).



TablaP

Cinetica de EAU a 80 KHz para la inhibicion del radical ABTS en la mezcla de naranjay

mansarina (1:1)

ABTS
Tiempo % Aa D.E % Omol Trolox/100 g D.E % C.V
(min) CV FW
2 40,23 2,51 6,25 2318,98 143,07 6,17
4 40,23 2,70 6,72 2318,98 153,74 6,63
6 40,93 0,48 1,18 2358,77 27,61 1,17
8 43,50 3,09 7,12 2504,68 176,14 7,03
10 43,89 2,52 5,75 2526,79 143,48 5,67
20 48,09 1,68 3,49 2765,56 95,65 3,45
30 53,07 0,58 1,10 3048,54 33,38 1,09
40 52,06 2,25 4,32 2991,06 127,92 4,27
50 52,37 1,75 3,34 3008,74 99,55 3,30
60 2,43 4,53 5,01 3083,91 138,48 4,49
90 2,03 3,48 3,82 3358,05 115,89 3,45

Nota. Actividad antioxidante (Aa), equivalente de catequina (CE), base humeda (FW),

coeficiente de variacion (CV), desviacion estandar (D.E).
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Anexo 6. Evidencia divulgacion

LISTADO DE ASISTENCIA

Martes 19 de octubre de 2019
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Laboratorio en conservacion y calidad de alimentos
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causante del moho gris en uchuva (Physalis peruviana L.) a cargo de Angie Cecilia Vaca
Portillo, “Recuperaciéon de compuestos bioactivos preséntes en residuos vegetales
generados en plazas de mercado” a cargo de Gregory Ordofiez Gomez y “Valorizacién de
residuos de plazas de mercado para la obtencién de compuestos bioactivos” a cargo de
Kimberly Yarittza Vallejo Escobar.
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