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Resumen

La hipertension arterial (HTA) es una enfermedad que se presenta cuando los
niveles de presion arterial aumentan de manera sostenida por arriba de 140/90
mmHg (PAHO/OMS, 2018). Uno de los mecanismos para regular la presion
arterial es el sistema renina-angiotensina-aldosterona, en donde es notable que el
paso critico es la conversion de la angiotensina | en angiotensina Il por la accién

de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) (Tortora & Derrickson, 2013).

Los compuestos fendlicos (CF) como la hesperidina han sido relacionados con
efectos benéficos en enfermedades humanas como la HTA debido a su capacidad
de inhibir ciertas enzimas y a su actividad antioxidante (Wunpathe et al., 2018).
Por lo que el objetivo del presente estudio es evaluar el potencial antihipertensivo,
mediante la inhibicion in vitro de la ECA y el perfil antioxidante, de los extractos
obtenidos de diferentes secciones de la naranja (Citrus sinensis) sometidos a

digestion in vitro.

Se obtuvieron tres extractos de diferentes secciones de la naranja: jugo, cascaray
bagazo. A estos se le realizé un proceso de digestion in vitro donde las fracciones
resultantes fueron evaluadas para determinar el contenido de acido ascorbico,
acido dehidroascorbico y vitamina C total, asi como la actividad antioxidante por
las técnicas DPPH y FRAP, también se identificaron y cuantificaron los CF
mayoritarios por HPLC. Finalmente se realizé la determinacion de la capacidad de
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) de la fraccion

bioaccesible de los extractos.

Segun los resultados, después de la digestion in vitro fue el extracto de cascara de
naranja el que presentd mayor porcentaje de bioaccesibilidad de vitamina C total,
acido ascoérbico, acido dehidroascorbico, actividad antioxidante FRAP y DPPH.
En la mayoria de los casos el % IECA era mayor en los extractos de jugo, cascara
y bagazo en comparacion con CF puros, sin embargo, la mezcla de estos ultimos

mostré un mayor %IECA que las concentraciones al 75y 100% de los extractos.

En conclusion, los subproductos de naranja mostraron IECA in vitro, sefialandolos

como componentes de valor agregado por su posible actividad antihipertensiva.



Abstract

Arterial hypertension (HTN) is a disease that occurs when blood pressure levels
increase steadily above 140/90 mmHg (PAHO/WHO, 2018). One of the
mechanisms to regulate blood pressure is the renin-angiotensin-aldosterone
system, where it is notable that the critical step is the conversion of angiotensin |
into angiotensin Il by the action of angiotensin-converting enzyme (ACE) (Tortora &
Derrickson, 2013). Phenolic compounds (CF) such as hesperidin have been
related to beneficial effects in human diseases such as hypertension due to their
ability to inhibit certain enzymes and their antioxidant activity (Wunpathe et al.,
2018). Therefore, the objective of this study is to evaluate the antihypertensive
potential, through in vitro ACE inhibition and the antioxidant profile, of the extracts
obtained from different sections of orange (Citrus sinensis) subjected to in vitro

digestion.

Three extracts were obtained from different sections of the orange: juice, peel and
bagasse. An in vitro digestion process was carried out on these, where the
resulting fractions were evaluated to determine the content of ascorbic acid,
dehydroascorbic acid and total vitamin C, as well as the antioxidant activity by
DPPH and FRAP techniques. Major CF by HPLC. Finally, the determination of the
inhibition capacity of the angiotensin converting enzyme (ACEIl) of the

bioaccessible fraction of the extracts was carried out.

According to the results, after in vitro digestion, the orange peel extract presented
the highest percentage of bioaccessibility of total vitamin C, ascorbic acid,
dehydroascorbic acid, FRAP and DPPH antioxidant activity. In most cases, the %
ACEI was higher in the extracts of juice, peel and bagasse compared to pure CF,
however, the mixture of the latter showed a higher % ACEI than the concentrations
at 75 and 100% of the extracts.

In conclusion, orange by-products showed in vitro inhibition capacity of the
angiotensin converting enzyme, pointing them out as components of added value

due to their possible antihypertensive activity.



1. Introduccién

La principal causa de defuncion en el mundo son las enfermedades
cardiovasculares (ECV), las cuales son un conjunto de trastornos del corazén y de
los vasos sanguineos. La hipertension es considerada parte de estos trastornos,
debido a que es caracterizada por que los vasos sanguineos presentan una
tension persistentemente alta. Es considerada al mismo tiempo una enfermedad y
un factor de riesgo para el desarrollo de ECV, siendo la causa prevenible mas
importante de ECV y accidente cerebrovascular del mundo (PHAO/OMS, 2018;
OMS,2015).

La hipertension arterial (HTA) representa uno de los problemas meédicos mas
importantes de la medicina contemporanea y se le ha conocido "la plaga silenciosa
del Siglo XXI", debido a que la mayoria de las personas con HTA no muestra
ningun sintoma (Martinez & Gort, 2015).

Se han identificado multiples mecanismos involucrados en su fisiopatologia, uno
de ellos es la disfuncién endotelial (DE), donde varios estudios experimentales y
clinicos sugirieron que la DE es consecuencia de la HTA (Ledn, Guerra, Yanes,
Calderin & Gutiérrez, 2019). Segun Leo6n y colaboradores (2019), la DE se
caracteriza fundamentalmente por el desequilibrio en la produccién de sustancias
con acciones vasoconstrictoras y vasodilatadoras, con predominio de las primeras,
lo cual lleva a un estado de disfuncion hemodinamica de intensidad variable.
Generalmente, este desequilibrio se debe a un deterioro en la produccién y

biodisponibilidad de factores vasodilatadores, principalmente el éxido nitrico (NO).

Actualmente se dispone de una variedad de farmacos, entre ellos los inhibidores
de la enzima convertidora de angiotensina (IECA) que, utilizados de manera
adecuada, de acuerdo con las caracteristicas particulares de cada paciente, logran
modificar el curso de la enfermedad. A pesar de la efectividad de los farmacos
antihipertensivos modernos, aproximadamente el 70% de los pacientes
hipertensos no logran el objetivo terapéutico de la presion arterial <140/90 mmHg
con monoterapia; e incluso menos pacientes alcanzaran las nuevas metas

terapéuticas recomendadas <130/80 mmHg, utilizando solo un farmaco



antihipertensivo. De manera que cuando los pacientes hipertensos no logran un
control adecuado de su presion arterial, las opciones de tratamiento para lograr los
objetivos requeridos son aumentar la dosis de monoterapia (que aumenta el riesgo
de efectos secundarios) o usar combinaciones de medicamentos con efectos

secundarios minimos (Guerrero-Garcia & Rubio-Guerra, 2018).

De acuerdo con Guerrero, (2009) las alternativas farmacoldgicas a partir de
productos naturales podrian contribuir a reducir el impacto de la hipertension. Un
ejemplo de estos compuestos es la hesperidina, la cual es un flavonoide que se
encuentra en altas concentraciones en frutas y cascaras de una variedad de

especies de citricos entre los que destaca la naranja (Citrus sinensis).

La evidencia de los efectos antihipertensivos de los flavonoides de citricos esta
respaldada por los resultados de estudios realizados en modelos animales, con
flavonoides aislados (Yamamoto, Suzuki & Hase, 2008; Ikemura, Sasaki, Giddings,
& Yamamoto, 2012; Wunpathe, Potue, Maneesai, Bunbupha, Prachaney &
Kukongviriyapan, 2018) y en humanos tanto con flavonoides aislados como con
jugos ricos en flavonoides (Homayouni, Haidari, Hedayati, Zakerkish & Ahmadi,
2018; Morand, Dubray, Milenkovic, Lioger, Martin, Scalbert & Mazur, 2010).

Ademas, se han encontrado evidencias del efecto que tienen las flavononas puras
de la naranja en la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)
(Wunpathe et al., 2018), lo cual puede no solo tener un efecto directo en la
reduccion de la presion arterial debido a que se bloquea la accion de la
angiotensina Il, sino que ademas puede tener un efecto sobre la DE, ya que se
potencia el efecto benéfico de la bradicinina, lo cual contrarresta la
vasoconstriccion. La accién de la hesperidina en la mejora de las funciones
endoteliales vasculares ha sido sefialada tanto en modelos experimentales como

en estudios en humanos (Homayouni, et al., 2018).

Para vincular la accién de compuestos fenélicos de naranja dulce (Citrus sinensis)
a un efecto de salud, es conveniente la caracterizacion de su perfil fendlico
(Iglesias et al., 2019). Ya que es importante sefialar que ningun alimento contiene

una sola clase de polifenoles, y es probable que la naturaleza complementaria 'y /
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0 sinérgica de estos compuestos naturales en los alimentos contribuya a su
actividad biologica (Oak et al., 2018).

Por lo tanto, solo el perfilado de los jugos de citricos puede llevar a una menor
cuantificacion del contenido fendlico real en este tipo de fruta. Ya que de acuerdo
con Iglesias y colaboradores (2019) el perfil fendlico de las cdscaras de citricos
difiere de las pulpas y jugos en términos del tipo de compuestos fendlicos, sin
embargo, las diferencias en los perfiles fendlicos de los jugos y pulpas de citricos

son principalmente cuantitativas

La fraccion no comestible de la naranja actualmente es en su mayoria un residuo
gue se presenta posterior a la elaboraciéon del jugo, por otro lado, la obtencion de
un extracto a partir de un producto citrico permite concentrar los compuestos y
metabolitos secundarios que posee. Por esta razén el determinar la capacidad
IECA tanto del jugo, como de la cascara y el bagazo de naranja representaria un

nuevo valor agregado del cultivo de naranja ademas del consumo de esta fruta.

Asi mismo se requieren mas investigaciones para determinar el papel especifico de
los compuestos fendlicos en el beneficio a la salud inducido por el consumo de
alimentos citricos. En este sentido los estudios in vitro son Utiles para caracterizar el
mecanismo subyacente, sin embargo, solo la experimentacion in vivo evaluara la
actividad biologica de los productos naturales en un sistema integrado teniendo en
cuenta la influencia de las fuerzas mecéanicas ejercidas por el flujo sanguineo, la
interaccion de la sangre y las células sanguineas con la pared arterial y también los

mecanismos reguladores neurovasculares (Oak et al., 2018).

Por lo tanto, esta investigacion dentro de la linea de alimentos funcionales plantea
la obtencion de tres extractos, provenientes de las diferentes partes de una fruta
muy consumida dentro de la poblacion a nivel mundial: la naranja. Con un enfoque
en el efecto antihipertensivo. Estos extractos podrian representarian un

coadyuvante para el manejo de complicaciones cardiovasculares.



2. Antecedentes

2.1 Presion arterial

La presién arterial es la fuerza que la sangre ejerce contra una pared vascular,
esta se expresa en mmHg. La medicion directa de la presion arterial implica la
colocacion de un catéter dentro del vaso sanguineo conectado a un mandémetro
externo. No obstante, para fines clinicos préacticos, solo se realiza una medicién
indirecta de la presion arterial sistematica, mediante un esfigmomandmetro
conectado a un manguillo inflable que se coloca alrededor del brazo, debido a que
la arteria branquial pasa por esta zona y esta arteria esta cerca del corazon. Por lo
gue la presion arterial medida en esta zona es una aproximacion a la maxima en

cualquier parte del cuerpo (Saladin, 2013; Berenguer & Lazaro, 2016).

La presion arterial se representa como la relacion entre la presion la sistolica y la
diastdlica. Para una persona sana en un rango de edad de 20-30 afios esta
relacion se deber ser 120/75 mmHg (Saladin, 2013).

La presion sistolica es el valor maximo, obtenido cada que el corazon bombea
sangre hacia las arterias (contraccion ventricular) y la presion diastolica es el valor
minimo, que se presenta cuando €l corazon esta en reposo entre un latido y otro

(relajacion ventricular entre latidos) (Saladin, 2013; Berenguer & Lazaro, 2016).

2.1.1 Regulacién de la presion arterial

En condiciones normales las variables que influyen en la presién arterial estan
autorreguladas, estas variables son la interaccion del flujo sanguineo dependiente
de: los latidos cardiacos (gasto cardiaco), del volumen de sangre circulante
controlado por la funcion renal, y de las resistencias periféricas de los vasos
sanguineos a través de las resistencias arteriolares. Esto con el fin de mantener la
presion arterial normal para la perfusibn sanguinea de acuerdo con las

necesidades organicas (Figura 1).



Sistema
Control del gasto cardiaco adrenérgico 1 pre
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—

Homeostasis de
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Sistemas interactuantes

Figura 1. Variables de la regulacion de la presion arterial. Recuperado de Gamboa &
Benavides,(2016).

El desequilibrio en la relacion entre el flujo sanguineo y las resistencias periféricas
se presenta cuando ocurre un dafio en la autorregulacion de estas variables
revelandose asi la hipertensién (presién arterial =2140/90mmHg) (Gamboa &
Benavides,2016).

2.2 Hipertensién

Durante décadas la hipertension ha sido conocida como el “asesino silencioso”, ya
gue, aunque generalmente es asintomatica, los marcadores tempranos del
sindrome estan a menudo presentes antes que la elevacion de la presion arterial
se mantenga, por lo que pueden pasar varios afilos antes de que sus efectos
destructivos se detecten en los érganos diana (Gamboa & Benavides, 2016;
Gonzalez & Chirino, 2014).

Segun Saladin, (2013) la hipertensidn presiona los vasos sanguineos y desgarra el
endotelio, lo que crea lesiones que se vuelven puntos focales de aterosclerosis.
Este empeora entonces la hipertension y se establece un ciclo de
retroalimentacién positiva insidioso. Otro ciclo de retroalimentacion positiva afecta
los riflones. Sus arteriolas engrosan como respuesta a la tensién, sus luces se
vuelven mas estrechas, declina el flujo sanguineo renal, lo que lleva a la formacion

del vasoconstrictor angiotensina Il y la liberacién de la hormona aldosterona que
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promueve la retencion de sal. Estos efectos empeoran la hipertension que ya
existia. Si la presion diastolica excede 120mmHg, los rifiones y el corazén se
pueden deteriorar con rapidez; los vasos sanguineos del ojo sufren hemorragias,
lo que puede llevar a ceguera, la muerte en un periodo de dos afios.
Los érganos diana de la hipertension establecida son el rifidn, corazon y cerebro.
En la figura 2 se presenta la sintomatologia presente en los érganos diana segun

el caso.

Prehipertension ?
Disfuncion endotelial

l

| Hipertension establecida |

LA CASCADA VAR RN

HIPERTENSIVA Enfermedad en drganos blanco

O QD

Asintomaticos

Oligosintomaticos

Protelnurla Hlpertrofla Retlnopatia
ventricular
/ / izquierda
Sintomaticos ] \ \
Arritmia Insuficiencia Enfermedad Disfuncion Demencia
Fibrilacion renal crénica coronaria sistolica TIA
ventricular Angina diastolica
| | | | |
Polisintométicos o Enfermedad Insuficiencia Enfermedad Disfuncién Demencia
enfer.medad coronaria renal crénica | | renal sistdlica TIA
terminal Angina terminal diastdlica

.

Figura 2. Sintomatologia de la hipertensién. Recuperado de Gamboa y Benavides, (2016)

2.2.1 Causas de la hipertension
De acuerdo con Ajeigbe, Ademosun y Oboh, (2020) la etiologia de la hipertensién
es multifactorial y existen factores de riesgo modificables y no modificables (Figura

3) que provocan la enfermedad.



| Hipertensiéon |

Factores Factores no

/ modificables \ / modificables \
Actitud mental Estilo de vida: Edad / \ Herencia
negativa ingesta de alcohol -
y los efectos de Género Enfermedades coexistentes

. fumar
Poca actividad Diferencias éticas o

fisica Estado raciales
socioecondmico:
Dietas altas en "dificultades" econdmicas y
grasa, azlcary pobreza, acceso a atencion
calorias médica y poca conciencia
sobre la salud.

Figura 3. Representacion esquematica de los factores causantes de la hipertension

arterial. Recuperado de Ajeigbe, et al., (2020)

2.2.2 La hipertension en cifras

Segun la encuesta nacional de salud, en México anualmente se diagnostican

alrededor de 450 000 casos nuevos. Asi mismo del afio 2000 al afio 2006 y del

afo 2006 al afio 2012, hubo aumento del 69% y 25% respectivamente, en la

deteccion de casos de hipertension arterial (Campos, et.al., 2013).

De tal manera que en el afio 2015 en México la hipertension arterial fue

considerada la responsable del 18.1% del total de muertes y el principal factor de

muertes prevenibles. Ademas, segun la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion

(ENSANUT) del afio 2016, uno de cada cuatro mexicanos padece hipertension

(Campos, Hernandez, Pedroza, Medina & Barquera, 2018; Shamah, Cuevas,

Gaona, Gémez, Morales, Hernandez & Rivera, 2018).

A nivel mundial de acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud
(PAHO) y la OMS (2018):

U 1 de cada 3 adultos sufre hipertension
U 1 de cada 3 adultos con hipertension desconoce su enfermedad

0 1 de cada 3 adultos que se esta tratando por hipertensién no logra
mantener su presion bajo 140/90mm Hg

Ademas, segun la PAHO/OMS (2017), si se logra tratar a la mitad de la poblacion

con hipertension no controlada, incluyendo aquellos tratados con valores de
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presion arterial sub-6ptimos y aquellos no tratados, en 10 afios se podrian prevenir

10 millones de muertes en el mundo debidas a eventos cardiovasculares

2.2.3 Manejo de la hipertension
El tratamiento de la hipertension (Figura 4) puede seguirse siguiendo uno o mas

enfoques.
pa— pu
+ Cambios en la dieta
Enfoque no + Cambios en el estilo de vida (por
farmacologico ™ ] ejemplo: habitos de “no fumar”)
_ _ * Reduccion de peso
Hipertension + Aumento de la actividad fisica.
-

Farmacos se dirigen a ciertas enzimas,
Enfoque proteinas, receptores y canales, actuando en
farmacolégico === Sitios especificos del sistema renina
angiotensina-aldosterona (RAAS) y en otros
organos relacionados con la regulacion de la
presién arterial.

Tratamientl

—

Figura 4. Enfoques de tratamientos para la hipertension. Elaboracién propia. Nota: Este
diagrama esta realizado en base al texto de la publicacién de Ajeigbe, O. F., Ademosun,
A. O. & Oboh, G. (2020).

2.3 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

Este sistema consiste en una serie de proteinas y péptidos que reaccionan en una
cascada para desencadenar una serie amplia de acciones, esto juega un papel
muy importante en la regulacion de la presion arterial y el volumen extracelular
(Wein, Campbell & Walsh, 2008).

La via renina-angiotensina-aldosterona (RAA) controla la secrecién de
aldosterona. La aldosterona es el mineralocorticoide que regula la homeostasis de
dos iones minerales- especificamente, iones de sodio (Na*) y potasio (K*) y ayuda

a modificar el volumen y la presion sanguinea) (Tortora & Derrickson, 2013).
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La deshidratacion, deficiencia de Na* o hemorragias estimulan el inicio de esta via,
por lo que el volumen o el flujo sanguineo a los rifiones disminuyen, lo cual lleva a
una disminucibn de la presibn sanguinea de manera que las células
yuxtaglomerulares en los rifiones segregan renina hacia el torrente sanguineo.
Consecuentemente se incrementa el nivel de renina en sangre). La renina
convierte al angiotensindgeno (de 453 aminoacidos de largo) una glicoproteina
plasmética producida en el higado en angiotensina | constituida por 10
aminoacidos de largo). A medida que la sangre con niveles incrementados de
angiotensina | fluye por los capilares de los pulmones, la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA) convierte angiotensina | en la hormona angiotensina Il (8
aminoacidos de largo), que eleva la tension arterial de dos maneras. En primer
lugar, la angiotensina Il es un vasoconstrictor potente; eleva la presion a través del
aumento de la resistencia vascular sistémica. En segundo lugar, estimula la
secrecion de aldosterona, que incrementa la reabsorcion de iones sodio (Na*) y
agua por parte del rifion. La reabsorcion de agua aumenta el volumen sanguineo
total, lo que a su vez eleva la tension arterial (Tortora & Derrickson, 2013; Saladin,
2013).

Por lo tanto, es notable que el paso critico en este sistema para regular la presion
arterial es la conversion de la angiotensina | en angiotensina Il por la accion de la
ECA.

En personas sanas que consumen una dieta con contenido normal de sodio el
sistema renina-angiotensina-aldosterona no desempefia un papel importante en el
control de la presion arterial, sin embargo, en estado de hipertension el control de

este sistema es muy relevante (Wein, Campbell & Walsh, 2008).

2.3.1 Inhibidores de la enzima angiotensina (IECA)

Entre los tratamientos para la hipertension humana se encuentra los inhibidores de
la enzima angiotensina (IECA). EI mecanismo de accién principal de los IECA se
debe a la interaccion que tienen los inhibidores con el atomo de cinc que contiene
la ECA en su sitio activo, lugar de unién de la angiotensina I. Ya que los IECA no

interactdan directamente con otros componentes del sistema renina angiotensina,
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sus efectos primordiales derivan de la inhibicion de la sintesis de angiotensina Il

(Figura 5) (Longo, Fauci, Kasper, Hauser, Jameson & Loscalzo, 2012; Lorenzo, et

al., 2017).

‘ Angiotensindégeno ‘

v

‘ Angiotensinal |

Enzima
convertidora
de
angiotensina

v

| Angiotensinall |

v

| Aldosterona |

Figura 5. Efecto de la ECA en el sistema renina angiotensina aldosterona. Elaboracion

propia. Nota: Este diagrama esta realizado en base al texto de la publicacién de Longo, et

al. (2012)

2.3.2 Inhibidores de la ECA como reguladores de HTA

Los inhibidores sintéticos de la ECA (tabla 1) se usan para el tratamiento de

enfermedades como la hipertension. Sin embargo, se ha encontrado que estos se

han asociado con efectos secundarios como tos, edema angioneuroético y efectos

perjudiciales en el embarazo. Por lo que el desarrollo de inhibidores de la ECA a

partir de productos naturales representaria un gran beneficio para pacientes

hipertensos (Guerrero, et al., 2012).

Tabla 1. Clasificacion de IECA en base a composicidn quimica. Recuperado de Longo, et

al. (2012)

Inhibidores que contienen: Estructuralmente relacionados con:

Grupo sulfhidrilo

Grupo dicarboxilo

Grupo fosfato
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Se han investigado diferentes tipos de compuestos derivados de alimentos
naturales con propiedades IECA. Un ejemplo son los derivados de proteinas de
los alimentos, las cuales se pueden clasificar en tres categorias: 1) péptidos
derivados de animales, 2) derivados de plantas 3) derivados de microorganismos.
En la categoria 1, se incluye péptidos de leche, carne, pescado y huevos. Se ha
informado que la caseina, los hidrolizados de proteina de suero de la leche y la
ovocinina de los huevos son inhibidores de la ECA eficaces tanto en estudios in
vivo como in vitro. En cuanto a las proteinas de la carne y el pescado, estas se
hidrolizan utilizando diferentes enzimas como las quimias y las fracciones
resultantes se someten a la determinacion de las propiedades inhibitorias de la
ECA. Entre las especies de peces utilizadas para derivar péptidos inhibidores de la
ECA estan el bonito, la sardina, el salmon, la merluza y el atin. Los péptidos
derivados de plantas también se han identificado a partir de diferentes fuentes,
incluida la soya, la linaza, el girasol, el arroz y el maiz (Balasuriya & Rupasinghe,
2011).

Ademas, metabolitos secundarios producidos en las plantas como los fenoles son
otro grupo de compuestos naturales que se identifican con potencial IECA

(Balasuriya & Rupasinghe, 2011).

Asi mismo es importante resaltar que Guerrero y colaboradores (2012), también
han reportado que varios extractos y compuestos obtenidos de plantas se han
identificado como inhibidores de la ECA in vitro. Estos efectos beneficiosos se han
atribuido en gran parte a la presencia de moléculas de flavonoides, que generan

complejos de quelatos dentro del centro activo de la ECA.

Diversos estudios han demostrado la eficacia de la fermentacion microbiana para
la produccién de péptidos inhibidores de la ECA. Pan y Guo (2010) expusieron la
actividad inhibidora de la ECA en leche agria fermentada con Lb. helveticus LB10,
y el péptido bioactivo Arg-Leu-Ser-Phe-Asp-Pro [de hidrolizado de B-lactoglobulina
(f148-153)] se aisl6é y purificd, y exhibié un valor de ICso de 177 uM. En otra
investigacion, se encontrd actividad inhibidora de la ECA en una fraccion bioactiva

(que contiene seis péptidos) de leche fermentada con Lactococcus lactis DIBCA2
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(ICso = 5 £ 2 ug / mL) (Nejati et al., 2013). Ademés, la fermentacion de la leche
bovina con Lactobacillus helveticus KLDS.31 y Lactobacillus casei KLDS.105
produce una leche fermentada rica en péptidos con actividad inhibidora de la ECA
(Li, Zhao, Wang, Qayum, Hussain & Liang, 2019).

2.4 Radicales libre y estrés oxidativo

Es bien conocido a que la hipertension se asocia con niveles elevados de
especies reactivas de oxigeno (ROS) y de estrés oxidativo, esto se debe a que el
sistema renina-angiotensina-aldosterona ejerce un efecto vasoconstrictor directo y

tiene interacciones importantes con los ROS y NO (Konukoglu & Uzun, 2017).

El cuerpo humano requiere especies oxidantes y antioxidantes para el
metabolismo normal, la transduccion de sefiales y la regulacion de las funciones
celulares. El estrés oxidativo es la alteracion en el equilibrio entre los estados
oxidante-antioxidante lo que beneficia la produccion de especies oxidantes
(Devasagayam, Tilak, Boloor, Sane, Ghaskadbi & Lele, 2004).

La transformacion de los nutrientes organicos y la obtencién de la energia quimica
almacenada en sus enlaces involucra reacciones quimicas de oxido-reduccion que
suceden en el proceso de respiracion celular que acontece en las mitocondrias,
durante este proceso se consume oxigeno. No obstante, en este proceso también
se produce la oxidacibn de moléculas organicas a través de reacciones
secuenciales que no implican la adicién directa del oxigeno. Por oxidacion se
entiende a la eliminacion de electrones, no sélo a la adicién de atomos de oxigeno,

y la reduccién implica adicion de electrones.

Sin embargo, durante la respiracion celular, ademas de consumirse oxigeno y de
obtenerse energia generandose ATP, quedando como subproductos CO; y H20,
también se producen otras moléculas residuales: los radicales libres (RL) (Galvan,
Guisado, Garcia, Ochoa & Ocaiia, 2008).
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Los radicales libres son &tomos o grupos de atomos que tienen un electron
desapareado o libre por lo que son muy reactivos ya que tienden a captar un
electron de moléculas estables con el objetivo de alcanzar su estabilidad
electroquimica. La vida media biologica del radical libre es de microsegundos, pero
tiene la capacidad de reaccionar con todo lo que esté a su alrededor provocando un
gran dafio a moléculas, membranas celulares y tejidos (Avello & Suwalsky, 2006).

Un antioxidante es cualquier sustancia que a bajas concentraciones y en
presencia de un sustrato oxidable, retrasa o previene la oxidacion de este,
inhibiendo la tasa de oxidacién (Galvan, et al., 2008).

2.5 Sistema antioxidante

El sistema de defensa antioxidante esta conformado por un grupo de sustancias
gue, al estar presente en concentraciones bajas con respecto al sustrato oxidable,
retrasan o previenen significativamente la oxidacion de este. Los antioxidantes
impiden que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-interactuar mas
rapido con los radicales libres del oxigeno y las especies reactivas del oxigeno
gue con el resto de las moléculas presentes, en un determinado microambiente -
membrana plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular. La accion del
antioxidante es de sacrificio de su propia integridad molecular para evitar
alteraciones de moléculas -lipidos, proteinas, ADN, etc.- funcionalmente vitales o
mas importantes. Su accion la realizan tanto en medios hidrofilicos como
hidrofébicos. Actian como eliminadores (scavengers), con el objetivo de mantener
el equilibrio prooxidante/antioxidante a favor de estos ultimos (Venereo, 2002).
Estos mecanismos son adecuados a la muy corta vida media de los radicales
libres (Avello & Suwalsky, 2006).

La vitamina C y los compuestos fendlicos son conocidos por su actividad

antioxidante.

2.5.1 Vitamina C
La vitamina C es un factor esencial para la supervivencia, que existe en dos

estados redox, el acido ascorbico (AA) y su forma oxidada, el &cido
deshidroascorbico (ADHA) (Cisternas et al., 2014).
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Es de destacar que cuando la vitamina C dona electrones, se pierden
secuencialmente. La especie formada después de la pérdida de un electron es un
radical libre, acido semidehidroascorbico o radical ascorbilo. En comparacion con
otros radicales libres (una especie con un electron no apareado), el radical
ascorbilo es relativamente estable con una vida media de 10>5 segundos y es
bastante no reactivo. Esta propiedad explica por qué el acido ascorbico puede ser
uno de los antioxidantes preferidos. En términos simples, un radical libre reactivo y
posiblemente dafiino pueden interactuar con el acido ascérbico. El radical libre
reactivo se reduce y el radical ascorbilo formado en su lugar es menos reactivo. La
reduccion de un radical libre reactivo con la formacion de un compuesto menos
reactivo a veces se denomina eliminacion de radicales libres. El acido ascorbico
es, por lo tanto, un buen eliminador de radicales libres debido a sus propiedades
guimicas (Padayatty, et al., 2003).

El radical ascorbilo, con su electron no apareado, no es un compuesto de larga
vida. Tras la pérdida de un segundo electrén, el compuesto formado es acido
deshidroascorbico. Es decir, cuando se expone al oxigeno, el acido ascérbico (AA)
se oxida reversiblemente a acido deshidroascoérbico (ADHA), que también ejerce
una eficacia vitaminica. Segun la mayoria de los informes, la eficacia de la
vitamina C se pierde con la degradacion irreversible de ADHA a acido 2,3-
dicetogulonico (Aschoff, et al. 2015).

La estabilidad del acido deshidroascérbico depende de factores como la
temperatura y el pH, pero a menudo es de solo unos minutos. Una vez formado, el
radical ascorbilo y el acido deshidroascérbico pueden reducirse de nuevo a acido
ascorbico mediante al menos tres vias enzimaticas separadas, asi como mediante
la reduccién de compuestos en sistemas biolégicos como el glutation (Padayatty,
et al., 2003).

La cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) se destaca como un método
confiable para la determinacién de vitamina C. La estabilidad de AA es un
problema muy critico porque se degrada rapidamente a ADHA, por lo tanto, el

acido metafosforico se emplea como un estabilizador para el analisis de AA. Como
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la deteccibn de ADHA se ve obstaculizada por su débil absorcibn molar, la
mayoria de los investigadores eligen reducirlo a AA antes de la separacion
cromatogréfica, haciendo una cuantificacion indirecta por diferencia. Entre los
agentes reductores, el ditiotreitol (DTT) destaca por ser ampliamente utilizado (Kim
& Kim, 2020; Campos, Ribeiro, Della Lucia, Pinheiro-Sant'Ana & Stringheta, 2009)

2.5.1.1 Vitamina C como agente antihipertensivo

La vitamina C es un antioxidante potente y ampliamente utilizado,
caracteristicamente soluble en agua. Los efectos antihipertensivos de la vitamina
C se hipotetizaron ya en 1946, y muchos estudios de laboratorio y humanos han
establecido la plausibilidad biologica. Los estudios observacionales basados en la
poblacibn han mostrado una asociacion inversa entre las concentraciones
plasmaticas de vitamina C y la ingesta de vitamina C con la presion arterial (PA),
lo que justifica los ensayos que evaltan la complementacion de vitamina C y la
reduccion de la PA (Rodrigo, Brito & Gonzalez,2016; Juraschek, Guallar, Appel &
Miller, 2012)

En la actualidad, la teoria principal es que la vitamina C aumenta las
concentraciones intracelulares de tetrahidrobiopterina, un cofactor endotelial de
oxido nitrico sintasa que promueve la produccién de o6xido nitrico, que es un
vasodilatador potente. También hay evidencia de que la vitamina C aumenta la
actividad biologica del 6xido nitrico. Ademas, la suplementacion con vitamina C
mejoro la funcion endotelial en las arterias coronarias en los ensayos a corto plazo
en humanos. Todos los informes mencionados anteriormente sugieren que la Vit
C es un suplemento preventivo y terapéutico eficaz en la hipertension esencial
(Guan, Dai & Wang, 2020).

El metaandlisis realizado por Guan y colaboradores (2020) es la primera revision
cuantitativa de prueba controlada aleatorizada que evalla el efecto de la
suplementacién con vitamina C sobre la hipertension esencial. EI metaanalisis
incluyd 8 estudios con 614 participantes y los resultados mostraron que la
suplementacién con vitamina C puede reducir significativamente la PAS y la PAD

en pacientes con hipertension esencial.
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Se ha determinado en condiciones experimentales que el efecto antihipertensivo
de la vitamina C es alcanzable a una concentracion plasmatica de 10 mM. Esta
concentracion permite que la vitamina C compita eficientemente contra la reaccion
entre NO (6xido nitrico) y superoxido, que aumenta en condiciones relacionadas
con el estrés oxidativo como hipertension. El nivel plasmatico mencionado
anteriormente no es accesible a través de la administracion oral de vitamina C.
Las dosis orales diarias de vitamina C entre 60 y 100 mg son suficientes para que
se produzca el umbral de renal-ascorbato. El plasma estda completamente
saturado a dosis de 400 mg diarios, lo que lleva a un nivel de estado estable de 80
MM. Por lo tanto, es plausible proponer que el efecto antihipertensivo del ascorbato
solo sea accesible con wuna infusion de dosis alta (Rodrigo, Brito &
Gonzalez,2016).

Aunque el mecanismo exacto del efecto de la terapia antioxidante sobre la presion
arterial aun no se ha dilucidado por completo, cada vez hay mas pruebas de que
la terapia adyuvante antioxidante puede reducir la presion arterial en pacientes
con hipertension para proteger a los oOrganos objetivo. Se espera obtener
informacion mas detallada sobre este mecanismo en futuros estudios (Guan, Dai &
Wang,2020).

2.5.2 Técnicas de analisis de la actividad antioxidante

Existe una gran cantidad de mecanismos de cédmo los antioxidantes alimentarios
pueden ejercer su accidon, entre aquellos compuestos que reaccionan
directamente con los radicales libres, como polifenoles, deteniendo el proceso en
cadena de oxidacion lipidica. Esta reaccidn se puede llevar a cabo por dos
posibles vias: reacciones de transferencia de un atomo de H* (Hidrogen Atom
Transfer, HAT) o de transferencia de un electrén (Single Electron Transfer, SET)
(Prior, Wu & Schaich, 2005).

Existen diferentes métodos reportados por la literatura para determinar la actividad
antioxidante de los sistemas biologicos y ningun ensayo refleja con exactitud el
mecanismo de accion de todas las fuentes de oxidantes o todos los antioxidantes

en un sistema complejo. Por lo cual los investigadores concuerdan sobre la
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necesidad de emplear mas de un método para determinar la capacidad
antioxidante a fin de comparar el modo de accion y obtener una respuesta mas

completa (Becker, Nunes, Ribeiro, Silva, Catanante & Marty, 2019).

2.5.2.1 DPPH

La metodologia del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH+), se basa en la
reduccion del DPPHe, la cual se monitorea por la disminucién en la absorbancia a
una longitud de onda caracteristica. En su forma de radical libre, el DPPH-
absorbe a 515 nm y cuando sufre reduccién por un antioxidante, esta absorcién
desaparece. En consecuencia, la desapariciéon del DPPHe+ proporciona un indice
para estimar la capacidad del compuesto de prueba para atrapar radicales
(Bondet, Brand-Williams & Berset, 1997)

2.5.2.2 FRAP

Se trata de una reaccion SET, este método evalla la capacidad antioxidante de
una muestra de acuerdo con su capacidad para reducir el hierro férrico (Fe+3)
presente en un complejo con la 2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) hasta la forma
ferrosa (Fe+2), que presenta un maximo de absorbancia a una longitud de onda
entre 590-595 nm (Benzie & Strain,1996).

2.6 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son metabolitos sintetizados por las plantas vasculares
como parte de su metabolismo secundario, por lo cual se encuentran muy
distribuidos dentro del reino vegetal. Se localizan en todas las partes de la planta y
su formacién se da principalmente durante la fase de crecimiento de estas. Su
concentracion es variable a lo largo del ciclo vegetativo ya que se ve influenciado
por factores endégenos o genéticos y factores exdgenos o ecoldgicos que pueden
ser ademas bidticos o abidticos. Ejemplos de estos factores son los ataques por
parasitos, cultivos en terrenos no adecuados, sequias, cambios de temperatura o
elevada altitud, estos factores dan como resultado la sintesis de compuestos del
metabolismo secundario. Tales factores ocasionan estrés para la planta, sin
embargo, sus efectos se ven disminuidos debido las reservas de antioxidantes
(Paladino, 2008; Repilado, 2016).
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Entre las funciones de los compuestos fendlicos se encuentran la asimilacion de
nutrientes, la sintesis proteica, la actividad enzimatica, la fotosintesis, la formacién
de componentes estructurales y la defensa ante los factores adversos del
ambiente. Ademas, influyen en diversas caracteristicas tanto sensoriales como
nutritivas de los alimentos de origen vegetal. y también en propiedades
antioxidantes. Dichas propiedades antioxidantes se ven influenciadas por el anillo
aromatico de la estructura de los compuestos fendlicos (Paladino, 2008;
Pefarrieta, Tejeda, Mollinedo, Vila & Bravo, 2014).

De acuerdo con Arroyo y Ledn (2014) la distribuciébn de los metabolitos
secundarios dentro de los grupos de las plantas presenta algunas caracteristicas

particulares, entre las que cabe mencionar las siguientes:

* Una planta contiene una mezcla de metabolitos secundarios con cantidades

variables en diferentes células, tejidos y 6rganos;

* En el organismo individual o de tejido, las cantidades y tipos de productos del
metabolismo secundario varian con la edad o con las condiciones ambientales de

la planta.

» Especies de géneros afines o familias de plantas pueden presentar los mismos

metabolitos secundarios.

2.6.1 Estructura quimica de los compuestos fendlicos

La estructura de los compuestos fendlicos consiste en un anillo aromatico unido a
uno o mas compuestos hidroxilo (Figura 6), comprenden desde moléculas
fendlicas simples hasta compuestos altamente polimerizados, sin embargo,
comunmente se les denomina “polifenoles” (Ozcan, Akpinar-Bayizit, Yilmaz-Ersan
y Delikanli, 2014).

En la figura 6 se presenta la estructura base de los polifenoles.

OH Figura 6. Estructura basica de compuesto fendlico. Adaptado de
Balasundram, Sundram & Samman, (2006). Nota: solo se muestra la

seccion de la estructura basica de un compuesto fendlico.
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Los compuestos fendlicos naturales en su mayoria se presentan como conjugados
con mono Yy polisacaridos, unidos a uno o mas de los grupos fendlicos, ademas
pueden aparecer como derivados funcionales como ésteres metilicos

(Balasundram, Sundram & Samman, 2006)

2.6.2 Clasificacion de los compuestos fendlicos
Debido a su diversidad estructural hay una la amplia gama de compuestos
fendlicos que se producen en la naturaleza, los compuestos fendlicos pueden

clasificarse basicamente en varias clases (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacion de los principales compuestos fendlicos de origen vegetal, de

acuerdo con su estructura quimica basica. Recuperado de Gil, et al. (2013)

Esqueleto carbonado Clasificacion

Cs Fenoles simples, benzoquinonas

Ce- C1 Acidos fendlicos

Cs-C> Acido fenilacético, acetofenoles

Ce-C3 Acido hidroxicinamico, polipropano,

cumarina, isocumarina

Ces-Cy Naftoquinona

Ce - C1 Ce Xantanos

Cs - Co- Cs Estilbeno, antraquinona
Cs-C3-Cs Flavonoides, isoflavonas
(Ce - Ca)2 Lignanos, neolignano
(Ce - C3 - Co)2 Bioflavonoides
(Cs-Ca)n Ligninas

(Cé)n Melanoidinas

(Cs - C3-Cég)n Taninos

De acuerdo con Guerrero y colaboradores (2012) la estructura de los compuestos
fendlicos juega un papel muy importante en su funcion biolégica, de manera que la
posicion y el numero de sustituyentes en la estructura béasica del flavonoide
afectan significativamente las actividades antiproliferativas, citotoxicas,
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antioxidantes y antienzimaticas de dichas moléculas. También se ha encontrado
qgque ciertos flavonoides exhiben una capacidad para inhibir diferentes

metaloproteinasas de cinc, incluida la ECA.

2.6.2.1 Flavonoides

Los compuestos llamados flavonoides tienen un bajo peso molecular y un
esqueleto difenilpirano (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos fenilo (A y B)
ligados a través de un anillo C de pirano heterociclico. Los dtomos de carbono
individuales de los anillos A, B y C se numeran con numeros ordinarios para los
anillos A y C, numeros primos para el anillo B. El anillo A se biosintetiza a traves
de la ruta de los poliacetatos y el anillo B junto con la unidad C3 proceden de la
ruta del acido siquimico (Figura 7). Todos los flavonoides son estructuras
hidroxiladas en sus anillos aromaticos, de manera que son estructuras

polifendlicas (Cartaya & Reynaldo, 2001)

Figura 7. Estructura basica del esqueleto flavondlico. Recuperado de Cartaya y Reynaldo,
(2001)

La mayoria de los flavonoides se encuentran como glucoésidos, sin embargo,
también pueden aparecer en forma libre (también llamados agliconas flavonoides).
Ademas, se pueden presentar como sulfatos, dimeros o polimeros. Los glucésidos
se pueden encontrar de dos formas: como O-glucésidos con los carbohidratos
ligados a través de atomos de oxigeno (enlace hemiacetal), o como C-glucésidos
con los carbohidratos ligados a través de enlaces carbono-carbono. De todas
estas formas naturales, los O-glucdsidos son los mayoritarios (Quifiones, Miguel &
Aleixandre, 2012).
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Existen varios subgrupos de flavonoides y su clasificacion se hace en funcion del
estado de oxidacion del anillo heterociclico (anillo C) y de la posicion del anillo B.
Ademas, dentro de cada familia existen una gran variedad de compuestos, los
cuales se diferencian por el nimero y la posicion de los grupos hidroxilos y grupos
funcionales que pueden presentar (metilos, azucares, acidos organicos). Los
principales subgrupos de compuestos flavonoides son: flavonoles, flavonas,
flavanonas (dihidroflavonas), isoflavonas, antocianidinas y flavanoles (Figura 8)
(Quifiones, Miguel & Aleixandre, 2012).

R; Ry

R; R:
HO, o O % HO. 2 O :
] ’

on

OH
Flavanoles

Flavonas Antocianinas Isoflavonas

Figura 8. Nucleo estructural de los principales grupos de flavonoides. Recuperado de
Pandey & Rizvi, (2009).

2.6.3 Compuestos fendlicos como inhibidores naturales de la ECA
Algunos metabolitos secundarios producidos en las plantas como los fenoles son
otro grupo de compuestos naturales que se identifican con potencial IECA

(Balasuriya & Rupasinghe, 2011).

Guerrero y colaboradores (2012), también han reportado que varios extractos y

compuestos obtenidos de plantas se han identificado como inhibidores de la ECA
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in vitro. Estos efectos beneficiosos se han atribuido en gran parte a la presencia
de moléculas de flavonoides, que generan complejos de quelatos dentro del centro
activo de la ECA.

La revision sistematica realizada por Wang y colaboradores, (2013) asi como la
realizada por Hartley y colaboradores, (2013) sefialan que la ingesta dietaria de
flavonoides, entre los que se destacan los flavonoles, antocianinas,
proantocianidinas, flavonas, flavononas e isoflavonas (Figura 9) disminuyen

significativamente el efecto de las ECV (Hugel, Jackson, May, Zhang& Xue, 2016).

OH ij,ﬂ' @,on
A~ -OH RIO. O % HO. -~ 0. o
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%TOH HesperitinamfwgoCH.; R2=0OH R3=H (- Epicatechi?.4 R'=H, R?=H
Quercetina Hesperidina R' = OCH; R?=0OH R3=rutina (-)- Epigalocatequigalato, R' = OH,
Quercetina-3-galactosido Naringenina R'= OH R=H R*=H R?= galoil [té verde]
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sanguina

Figura 9. Flavonoides dietéticos protectores contra la hipertension y las enfermedades

cardiovasculares. Recuperado de Hugel et al., (2016).

2.6.4 Extraccién de compuestos fendlicos

La extraccion de compuestos naturales parece ser de considerable interés debido
a las propiedades de algunos extractos naturales. Ademas, la extraccion de
compuestos bioactivos puede aumentar el valor de algunos subproductos de la
industria alimentaria, un ejemplo es la extraccion de flavonoides de la cascara de

citricos que podrian ser explotados por las industrias farmacéutica y alimentaria.
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Las técnicas convencionales de extraccion liquido-solido son laboriosas, requieren
mucho tiempo y a menudo requieren grandes volimenes de solventes organicos.
Hoy en dia, la tendencia es utilizar solventes mas amigables con el medio
ambiente, como las mezclas de alcohol y agua, lo que aumenta los costos y
disminuye el rendimiento de extraccion (Esclapez, Garcia, Mulet & Carcel, 2011)

2.6.4.1 Extraccion asistida por ultrasonido
La extraccion asistida por ultrasonido se ha utilizado ampliamente en las Ultimas
dos décadas como un método de extraccién eficiente en las industrias alimentaria

y farmacéutica (Esclapez, et al., 2011).

El ultrasonido es una forma de energia asociada con el sonido a frecuencias
superiores a las detectadas por el oido humano. En el rango de frecuencia de
sonido (Fig. 10), el ultrasonido se sittua por encima de 16 kHz (Lavilla & Bendicho,
2017).

El ultrasonido se basa en la propagacion de ondas mecanicas, formadas por un
conjunto de ciclos definidos como la combinacién de presiones altas y bajas,
llamadas compresiones y refacciones, respectivamente. Las caracteristicas
principales de las ondas de ultrasonido de acuerdo son:

e Longitud: distancia entre dos puntos de compresion o rarefaccion.

e Amplitud: altura maxima de una ola.

e Frecuencia (Hz): numero de ciclos por unidad de tiempo.

e Velocidad (m / s): producto de frecuencia por longitud de onda.

e Potencia (W): relacibn entre la energia transportada y el tiempo

considerado.

e Intensidad: relacion de una unidad de potencia en una unidad de area.

Cuando se soénica un medio liquido, una presion acustica (Pa) se agrega a la
presién hidrostéatica (Ph) que ocurre en el medio. No se produce interaccién directa
entre las ondas de ultrasonido y las moléculas quimicas porque las frecuencias
ultrasénicas y la energia son demasiado bajas. La concentracion de energia es,

fundamentalmente, la causa de la interaccidon indirecta del ultrasonido con la

25



materia. Los efectos quimicos del ultrasonido se deben al fenémeno de cavitacion

gue se basa en la formacion de burbujas de vapor (Lavilla & Bendicho, 2017).

Aplicaciones industriales:
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Figura 10. Rango de frecuencia de sonido (incluidos algunos sonidos y procesos
naturales) y aplicaciones industriales del ultrasonido. Adaptado de Lavilla & Bendicho,

(2017). Nota: a la imagen se le agregaron las aplicaciones industriales.

Cuando se aplica una onda de ultrasonido a un liquido, la estructura molecular del
medio pasa por ciclos alternos de refaccion y compresion (Figura 11). La
compresién ejerce una presion positiva, haciendo que las moléculas del medio se
acerquen. Las ondas ultrasénicas se atendan cuando penetran en un medio
liquido, si la onda de ultrasonido es lo suficientemente fuerte, el ciclo de refraccion
puede superar las fuerzas de unidn intermoleculares y provocar una caida de
presion (presion negativa) repentina acompafada de cierta produccion de calor y
la creaciéon de burbujas de sustancias gaseosas en el liquido. El calentamiento y el
enfriamiento tienen lugar durante

los ciclos de compresion y refaccion,
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respectivamente. Las burbujas crecen en tamafio con los ciclos de expansion de
ultrasonido que siguen hasta que alcanzan un tamafio inestable y luego colapsan
violentamente (Figura 12). Las temperaturas y presiones alcanzadas en el liquido
circundante después del colapso estan de acuerdo con la teoria del “punto
caliente”. Las temperaturas en el rango de 4500-5000K y presiones superiores a
1000 atm se alcanzan dentro de las burbujas de cavitacién. Debido a que las
burbujas de cavitacion se producen en muy poco tiempo, se producen velocidades
de enfriamiento de aproximadamente 10 ° K / s (Lavilla & Bendicho, 2017;
Izadifar, Babyn & Chapman,2018).

Compre5|on Compresnon Compresnon Compresnon

\/\/'\/\/\/
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Formaagn * Crecimiento periddico y BurbUJa - Implosién
de burbuja compresion de la burbuja de burbuja

tamafio

tras varios ciclos s
critico

Figura 11. Ondas de ultrasonido en un medio liquido. Ciclos de compresion / rarefaccion

y burbujas de cavitacion. Adapatado de lzadifar, Babyn, & Chapman, (2018). Nota: a la

imagen se le agregaron las flechas de presion, tiempo, longitud de onda y amplitud.

Compuestos
fendlicos

Pared celular

Ruptura celular Ruptura celular

&

Liberaciéon de compuestos

£

A

. >

Burbuja

. Entrada de

Burbui . Colapso de solvente
urbuja burbuja

A) Representacién: Burbuja y celula vegetal B) Ruptura de la pared celular C) Difusion de sol y lib ion de comp

Figura 12. Representacion grafica del colapso de burbujas de cavitacion y la liberacion de
material vegetal en tres pasos. Recuperado de Medina et al., (2017).
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2.7 Bioaccesibilidad de compuestos bioactivos

Los compuestos fendlicos totales y otros antioxidantes naturales presentes en los
alimentos no siempre reflejan la cantidad total disponible para ser absorbida y
metabolizada por el cuerpo humano. Durante el proceso de digestion, los
componentes de los alimentos estan constantemente expuestos a diferentes
condiciones fisicoquimicas y bioquimicas y, en consecuencia, la biodisponibilidad
y la actividad biolégica de las posibles moléculas bioactivas de los alimentos
pueden verse afectadas. La biodisponibilidad se define como la fraccion de
nutrientes ingeridos o compuestos bioactivos que se digieren, absorben y
metabolizan a través de vias normales. Ademas, el concepto de bioaccesibilidad
se puede definir como la fraccion que se libera de la matriz alimentaria en el tracto
gastrointestinal y esta disponible para su absorcion (Gunathilake, Ranaweera &
Rupasinghe, 2018). De tal manera, que un compuesto solo puede ejercer
beneficios para la salud si permanece disponible para la absorcion después de
gue todas las fases involucradas en el proceso de digestion gastrointestinal hayan
tenido lugar (Blancas-Benitez, Montalvo-Gonzalez, Gonzéalez-Aguilar & Sayago-
Ayerdi, 2019).

Los ensayos de digestion in vitro simulan las condiciones fisiolégicas de la
digestion in vivo y son herramientas U(tiles para estudiar y comprender los
cambios, las interacciones, asi como la bioaccesibilidad de nutrientes,
medicamentos y compuestos no nutritivos. Si bien muchos estudios han utilizado
diferentes patrones de digestion para emular el proceso digestivo in vivo, la
mayoria coinciden en el uso de enzimas digestivas comerciales como pepsina,
pancreatina, lipasas y amilasas, en condiciones controladas de pH y temperatura,
para emular todo el proceso digestivo (Velderrain- Rodriguez, Blancas-Benitez,

Wall-Medrano, Sdyago-Ayerdi & Gonzalez-Aguilar, 2017).

En los dltimos 40 afios, se han publicado mas de 2500 articulos de investigacion
utilizando ensayos de digestion in vitro (85% de los cuales se han publicado en las
Ultimas dos décadas) para dilucidar multiples aspectos como la digestibilidad de

proteinas, las interacciones de nutrientes o la viabilidad de microorganismos
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encapsulados. La tendencia mas reciente en el uso de esta técnica implica la
determinacién de la actividad antioxidante de los compuestos bioactivos después
de la digestion (Lucas-Gonzalez, Viuda-Martos, Pérez-Alvarez & Fernandez-
Lépez, 2018).

Estudios anteriores han demostrado que la bioaccesibilidad de antioxidantes y
vitamina C del jugo de naranja esta influenciada por las condiciones de
procesamiento, como el tratamiento térmico y de alta presiéon. Stinco y
colaboradores (2012) midieron la bioaccesibilidad de carotenoides y algunos
atributos de calidad en el jugo de naranja hecho de la variedad "Valencia Late"
después de diferentes tratamientos de procesamiento: exprimido a mano,
exprimido industrialmente y pasteurizado (99 ° C durante 15 s). Descubrieron que
el jugo de naranja exprimido industrialmente tenia la mayor bioaccesibilidad de
carotenoides y que el jugo de naranja exprimido a mano y el pasteurizado no eran
significativamente diferentes (Stinco et al. 2012). Por el contrario, Aschoff y
colaboradores (2015) encontraron que el jugo de naranja Lane Late Navel
procesado térmicamente (90 ° C durante 1 min) tenia mayor bioaccesibilidad de
carotenoides y vitamina C que el jugo sin procesar (Mennah-Govela & Bornhorst,
2017).

2.8 Naranja (Citrus sinensis)

El naranjo es un arbol perteneciente a la familia de las Rutaceas, que puede llegar
medir hasta unos 10 metros de altura, bien vestido de hojas coriaceas, elipticas,
agudas y con un tallo ligeramente espinoso. Crece en suelos permeables y poco
calizos, con pH de 5.5 a 6, la temperatura 6ptima para su desarrollo es de 20-
25°C. Su fruto la naranja que llegd a América en el segundo viaje de Cristobal
Coldn, consta de once gajos, faciles de separar, los cuales contienen una pulpa de
color variable entre el anaranjado y rojo, jugosa y suculenta, con un sabor que va
de lo acido a lo dulce; ademéas posee varias semillas y tiene fuerte olor
caracteristico (SAGARPA, 2016; Servicio de Informacién Agroalimentaria vy

Pesquera, n.d.).
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2.8.1 Anatomia de la naranja

Las naranjas estan formadas por 8-16 carpelos agrupados y unidos al eje floral,
qgue forman el nucleo de la fruta. Estos forman léculos, o segmentos, en los cuales
crecen las semillas y los sacos de jugo (vesiculas). El pericarpio o céscara
consiste en exocarpo (flavedo) y mesocarpio (albedo) (Escobar, 2019) (Figura 13).

Exocarpo o Flavedo
/ Aceite esencial, carotenoides/antocianinas

Mesocarpo o Albedo
Flavonoides, celulosa, pectinas,
aminodacidos

-—

Pulpa
Vitaminas, aminoacidos, oxiacidos,

carotenoides/antocianinas, azicares ‘ Semillas
/ ‘- Lipidos, proteinas,

sales minerales
Membrana

Flavonoides, pectinas, azlcares,
celulosa

)
Gléndula de aceite /
Sacos de jugo

Figura 13. Corte transversal de naranja (Citrus sinensis). Recuperado de Lanza, (2004).

El flavedo es la parte exterior de las capas de tejido (epidermis) que tiene color, el
albedo, la parte interna es incolora (blanca), sin embargo, en ocasiones aparece
tefiida (como en el pomelo rojo o las naranjas de sangre). El flavedo consta de
epicarpio, hipodermis, mesocarpio externo y glandulas sebaceas. Encima del
epicarpio hay una piel protectora conocida como cuticula de varias capas que
consiste en una capa interna de cutina, que es un polimero heterogéneo de acidos
grasos y celulosa; una capa externa que consiste en cutina cuya matriz se forma
con cutina, cera y una pared celular. La cuticula es compleja tanto en su origen
como en estructura y desarrollo. Ademas, el epicarpio también tiene células con
cloroplastos que cambian gradualmente en cromoplastos a medida que cambian

las estaciones (colores de verde a amarillo de la fruta) (Arroyo & Ledn, 2014).

2.8.2 Situacion mundial de los citricos
Uno de los principales cultivos frutales en el mundo son los citricos, los cuales se

producen en muchos paises con clima tropical o subtropical, Brasil, Estados
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Unidos, Japon, China, México, Pakistan, paises de la region del Mediterraneo (es
decir, Siria) y el sur de Asia son los principales productores de citricos. La
produccién mundial segun la USDA alcanza los 48 millones de toneladas métricas,
lo que confirma la importancia de este cultivo (Nader & Ibrahim, 2018).

2.8.2.1 Situacién nacional de los citricos
En México, en el ciclo agricola del afio 2017, se sembraron 21,163,051.24
hectareas de naranja (Citrus sinensis) en su modalidad de riego y temporal, con
un valor de $641,026,369.01 (SIAP, 2017).

2.8.2.2 Situacién regional de los citricos

Nuevo Ledn es conocido como un estado citricola, de tal manera que en el ciclo
agricola del afio 2017 se sembraron 116,034.20 hectareas de naranja (Citrus
sinensis) en su modalidad de riego y temporal, con un valor de $2,366,963.79.
Ubicandose en los municipios de Anahuac, Bustamante, Lampazos de Naranjo,
Sabinas Hidalgo, Vallecillo, Villaldama, Agualeguas, Cerralvo, China y Ciénega de
Flores (SIAP, 2017).

2.8.3 Aplicaciones industriales de la naranja (Citrus sinensis)

Las frutas citricas, entre las que destaca la naranja (Citrus sinensis); tienen un alto
valor comercial tanto en el mercado de productos frescos como en la industria
alimentaria. La industria de procesamiento de citricos se ha enfocado en la
produccion de jugos y aceites esenciales. Aproximadamente el 33% de la
produccion de citricos en el mundo se utiliza para la industria de jugos y al menos
el 50% de la masa de fruta entera es residuo. Claramente, esta enorme cantidad
de residuos de citricos generados se debe gestionar e industrializar
adecuadamente, ya que tiende a constituir un grave problema ambiental (Padilla
de la Rosa et al., 2018).

Sin embargo, las partes no comestibles de los citricos también se pueden
procesar para utilizar los nutrientes o los compuestos bioactivos, y convertirlos en
productos de valor agregado para el disefio de alimentos saludables, suplementos

nutricionales, agentes aromatizantes en el procesamiento de alimentos,
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conservantes, bebidas saludables y energéticas. Ademas, las pulpas de citricos
secas se agregan como suplementos a la dieta de cereales para las vacas
lecheras lactantes. Los fitoquimicos derivados de los desechos citricos también se
utilizan en formulaciones cosméticas para la piel, el cabello y las ufias, lociones
antimicoticas y antibacterianas, jabones, perfumes y articulos de tocador (Mahato,
Sharma, Sinha & Cho, 2018).

El utilizar residuos industriales de cascaras de citricos como la naranja tiene como
ventaja principal el hecho de que son faciimente disponibles y son una fuente
barata de biomasa que se puede renovar (Singh, Singh, Kaur & Singh, 2020)

2.8.4 Composicion nutricional de la naranja (Citrus sinensis)

Las frutas citricas en general han sido reconocidas como un alimento importante e
integradas como parte de nuestra dieta diaria, desempefiando un papel clave en el
suministro de energia y nutrientes y en la promocion de la salud (Tabla 3). Tienen
un bajo contenido de proteinas y muy poco contenido de grasa, ademas aportan
principalmente carbohidratos, entre los que destacan la sacarosa, la glucosa y la
fructosa. Ademas, son una buena fuente de fibra dietética, lo cual contribuye en la
prevencion de enfermedades gastrointestinales y a la reduccién del colesterol
circulante. La vitamina C, es el nutriente mas abundante, asi mismo son fuente de
vitaminas B (tiamina, piridoxina, niacina, riboflavina, acido pantoténico y folato) y
contribuyen con fitoquimicos como carotenoides y flavonoides, los cuales son
compuestos bioldgicos de vital importancia para la mejora de la salud humana
debido a sus propiedades antioxidantes, la capacidad de los carotenos para
convertirse en vitamina A (por ejemplo, B-criptoxantina) y la proteccion contra

diversas enfermedades crénicas (Liu, Heying & Tanumihardjo, 2012).
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Tabla 3. Composicién nutrimental de la naranja. Recuperado de Department of Agriculture

of the United States (USDA) (2018)

Porcion Céascara de
Nutriente Unidades comestible naranja (100g)

(1009)
Proximal
Agua g 86.75 72.50
Energia kcal 47 97
Proteinas g 0.94 1.50
Lipidos totales g 0.12 0.20
Carbohidratos ° g 11.75 25
Fibra total dietaria g 2.4 10.6
Azlcares, total g 9.35 -
Minerales
Calcio mg 40 161
Hierro mg 0.10 0.80
Magnesio mg 10 22
Fésforo mg 14 21
Potasio mg 181 212
Sodio mg 0 3
Zinc mg 0.07 0.25
Vitaminas
Vitamina C mg 53.2 136
Tiamina mg 0.087 0.120
Riboflavina mg 0.040 0.090
Niacina mg 0.282 0.900
Vitamina B-6 mg 0.060 0.176
Folatos, total ug 30 30
Vitamina A U 225 420
Vitamina E mg 0.18 0.25
Lipidos
Acidos grasos saturados, total g 0.015 0.024
Acidos grasos monoinsaturados, total g 0.023 0.036
Acidos grasos polinsaturados, total g 0.025 0.040
Acidos grasos trans, total g 0.000 0.000

b Por diferencia
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2.8.5 Naranja (Citrus sinensis) y compuestos fendlicos

Los frutos citricos contienen diversos flavonoides, entre ellos se encuentra la
naringina que les da el sabor amargo a los jugos. Otros flavonoides como la
hesperidina y la eriodictina les dan a los jugos propiedades importantes.

La hesperidina es uno de los glicidos mas importantes contenidos en las naranjas
(Citrus sinensis). Se encuentra tanto en la corteza como en la pulpa de la naranja
dulce (Citrus sinensis) y en la naranja amarga (C. aurantium)., ademas aparece en
las hojas, ramas y cortezas de los arboles citricos. En las naranjas (Citrus
sinensis) de tamafo pequefio y verdes, alcanza porcentajes muy elevados. Tiene
un sabor insipido, es insoluble en agua caliente, poco soluble en alcohol y muy
soluble en hidréxidos alcalinos. Ademas, con cloruro férrico produce un color rojo
intenso si encuentra muy diluida y color casi negro a concentraciones elevadas
(Primo, 2007).

La hesperidina (Figura 14) es un glucosido de flavanona, compuesto por una
aglicona, hesperetina o metil eriodictyol y un disacarido adjunto. La hesperidina es,
por lo tanto, una B-7-rutinosida de hesperetina (Garg, Garg, Zaneveld & Singla,
2001).

p-1,6 L-Ramnosa

-

Glucosa
Hesperidina (P.f. 256 - 258°C)
(7-B~rutinésido de la hesperetina)

Figura 14. Estructura quimica de la hesperidina. Recuperado de Primo, (2007)
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De acuerdo con Primo (2007) la hesperidina puede extraerse de las pieles
trituradas de los frutos citricos con cal para insolubilizar la pectina e hidroxido
sadico al 23 % para solubilizar la hesperidina. La masa se prensa y se filtra. La
hesperidina, disuelta por sus grupos fendlicos, cristaliza al llevar el extracto a pH
acido. El método puede servir para la recuperacion de cualquier glucésido
flavonoide. La hesperidina se puede recristalizar, en formamida.

En las fabricas de concentrados de naranja (Citrus sinensis), la hesperidina
existente en el zumo precipita en los tubos y paredes de los concentradores,
donde aparece en forma de costra haciendo necesaria su limpieza periodica. La
incrustacion, se disuelve en forma de fenolato, haciendo circular NaOH. La
hesperidina puede obtenerse de este subproducto. Sin embargo, hasta ahora no
se ha obtenido ningun derivado con aplicaciones interesantes para dar lugar a un
aprovechamiento industrial importante de este glucosido (Primo, 2007)

Es importante sefialar también que el contenido de compuestos fenolicos de
todas las plantas y frutos varia segun la zona donde hayan sido sembrados
(Penarrieta, et al., 2014).

2.8.6 Propiedades antihipertensivas de la naranja (Citrus sinensis)

La evidencia epidemioldgica y los estudios clinicos y preclinicos sugieren que los
flavonoides presentes en el género Citrus influyen positivamente en los
pardmetros cardiometabdlicos, previniendo enfermedades cardiovasculares
(Testai & Calderone, 2017). Los flavonoides en particular son moléculas de
polifenoles de bajo peso molecular que muestran una amplia gama de efectos
bioldgicos, incluidos los efectos antiinflamatorios y antioxidantes (Lopez-Carreras,
Castillo, Muguerza & Aleixandre, 2019).

Segun la base de datos Phenol-Explorer, un solo vaso de jugo de naranja (150 ml)
puede contener =90 mg de glucdsidos de flavanona. La hesperidina (hesperetina-
7-O-rutinésido) representa el 90% del total de flavanonas en la naranja (Morand et
al., 2010).

Morand et al. (2010) en un estudio en humanos de tipo aleatorio cruzado con
placebo encontré que la presion arterial diastolica (PAD) fue significativamente

35



menor (P < 0.05) después de 4 semanas de consumo de jugo de naranja (500ml)
o capsulas de hesperidina (146mg) que después del consumo del placebo (146mg
almidon).

De igual manera Ikemura y colaboradores (2012) sugieren que los flavonoides
podrian contribuir a efectos beneficiosos sobre los mecanismos de hipertension y
trombosis al aumentar la biodisponibilidad del 6xido nitrico”, esto en base a los
resultados obtenidos en un ensayo con ratas espontdneamente hipertensas
propensas a apoplejia (SHRSP) donde la administracion de dosis de 250 - 2000
mg de hesperidina disminuy6é la presion arterial de SHRSP de manera
dependiente de la dosis. Asi mismo Wunpathe y colaboradores (2018) reportan
gue no hubo diferencia significativa entre un medicamento usado para bajar la
presion arterial conocido como losartan (10 mg / kg.) y hesperidina con (40 mg /
kg) en un ensayo con ratas inducidas a hipertension mediante un modelo con dos
rifones y oclusion parcial de una arteria renal, es decir, dos rifilones y un clip (2K-
1C).

Dadas las propiedades antihipertensivas de la naranja anteriormente sefaladas,
asi como la contribucion que el procesamiento industrial de estas mismas aporta a
problemas ambientales debido a los residuos generados, en el presente estudio se
planteara la evaluacion in vitro del efecto antihipertensivo de extractos obtenidos
de subproductos de naranja mediante la determinacion del contenido de vitamina
C, de la actividad antioxidante, del contenido de polifenoles totales, asi como la
identificacion y cuantificacion de compuestos fendlicos por HPLC. Asi como la

inhibicion de ECA en la fraccidon bioaccesible de los extractos.
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3. Hipotesis
Los extractos obtenidos de diferentes secciones de la naranja (Citrus sinensis) y
sometidos a digestion in vitro tienen un efecto antioxidante y antihipertensivo en un

modelo in vitro de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina

4. Objetivo general

Evaluar el potencial antihipertensivo, mediante la inhibicién in vitro de la enzima
convertidora de angiotensina y el perfil antioxidante, de los extractos obtenidos de

diferentes partes de la naranja (Citrus sinensis) sometidos a digestién in vitro.

4.1 Objetivos especificos

1) Extraer mediante digestion in vitro las fracciones gastrica, intestinal y
bioaccesible de extractos alcohdlicos del jugo, cascara y bagazo de la
naranja (Citrus sinensis).

2) Analizar el perfil de polifenoles del extracto crudo y las fracciones de la
digestion de los extractos naranja (Citrus sinensis).

3) Cuantificar la capacidad antioxidante y vitamina C total del extracto crudo y
las fracciones de la digestion de los extractos de naranja (Citrus sinensis).

4) Evaluar la capacidad IECA de la fraccion bioaccesible de los extractos de

naranja (Citrus sinensis) mediante un ensayo in vitro.
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5. Material y método

5.1 Disefio del estudio

El proyecto consistié en un estudio experimental transversal.

5.1.1 Esquema general de trabajo

En la figura 15 se presenta el esquema general metodolédgico para las
determinaciones realizadas en los extractos de jugo, cascara y bagazo de naranja.

Obtencion de los »| Determinacion de AA, Analisis in vitro de la
extractos ADHA vy vitamina C total CapaCidad IECA de los
v por HPLC en la fraccion extractos (fraccion
Determinacion de bioaccesible bioaccesible)
AA, ADHA y l r
vitamina C total
por HPLC Determinacion de
actividad antioxidante
v (DPPH y FRAP) en la
Determinacion de fraccion bioaccesible
actividad l

antioxidante
(DPPH y FRAP)

Digestion
in vitro

v

Determinacion de
polifenoles totales

v

Identificacion y
cuantificacion de
compuestos
fenolicos

A

Polifenoles totales en la
fraccién bioaccesible

}

Identificacion y
cuantificacion de
compuestos fendlicos
mayoritarios por HPLC
en la fraccién
bioaccesible

Figura 15. Esquema general de trabajo

5.2. Obtencion de las muestras de naranja (Citrus sinensis)
Las naranjas (Citrus sinensis) Valencia se obtuvieron de diversos supermercados
de Nuevo Ledn, estas se lavaron cuidadosamente con agua corriente hasta que

estén completamente limpias y se les retird la cascara.
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5.3 Obtencion de extractos

5.3.1 Estandarizacion

Para la obtencion se realizaron pruebas preliminares para realizar la comparacion
del efecto de dos métodos de extraccion: maceracion de acuerdo con la
metodologia de Ordofiez-Gémez, Reéategui-Diaz & Villanueva-Tiburcio, (2018) y
sonicacion de acuerdo con la metodologia de Safdar y colaboradores, (2017), asi
como el efecto de los solventes metanol al 80% y etanol (70% y 80%) en el
contenido polifenoles totales y la actividad antioxidante por DPPH.

Después de analizar los resultados se opté por la técnica de extraccion por

sonicacion con etanol al 80%, cuyo procedimiento se describe a continuacion.

5.3.2 Extracto de jugo de naranja (Citrus sinensis)

Se procedi6 a la obtencién del jugo por medio de un exprimidor manual, el cual
permita separar el bagazo, cascara y las semillas. Posteriormente se pesaron 5
gramos de jugo y se mezclaron en un procesador de alimentos con 45ml de etanol
al 80%. De acuerdo con Safdar et al., 2017 la mezcla se llevd a un sonicador por
60 min a 45° C. Después se centrifugé a 3500 rpm por 15 min y se evaporé el

sobrenadante a 45°C.

5.5.2 Extracto de bagazo de naranja (Citrus sinensis)

Del bagazo obtenido en la elaboracion del extracto de jugo de naranja se pesaron
5 gramos, los cuales se mezclaron en un procesador de alimentos con 45ml de
etanol al 80%. La mezcla se llevo a un sonicador por 60 min a 45°C. Después se

centrifug6 a 3500 rpm por 15 min y se evaporo el sobrenadante a 45°C.

5.3.3 Extracto de cascara de naranja (Citrus sinensis)

De las cascaras obtenidas en la elaboracion del extracto de jugo de naranja se
pesaron 5 gramos, los cuales se mezclaron en un procesador de alimentos con
45ml de etanol al 80%. La mezcla se llevd a un sonicador por 60 min a 45°.
Después se centrifugd a 3500 rpm por 15 min y se evaporé el sobrenadante a
45°C.
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5.4 Determinacion de vitamina C en extractos de naranja
Para la determinaciéon de acido ascoérbico se utilizé el método de Sanchez- Moreno
et. al. 2003.

Se realiz6 una curva de calibracion con écido ascorbico (1 a 30 mg/100ml)

A 0.5 ul del extracto y se agregaron 400 pl de una solucién de extraccion (acido
metafosforico 3% en solucion de acido acético al 8%), después se agitd por 15 min
en un vortex, posteriormente se centrifugd a 10,000rpm por 5 min y se aforé el
sobrenadante a 1 ml con agua destilada. Esta solucién se dividido en 2 partes
iguales (500 pl). Para la determinacién de acido ascoérbico, una parte de la
solucion se filtro con membrana de celulosa de 0.45 pm y se analizé en HPLC en
las condiciones establecidas. Para la determinacion de AA total (acido ascérbico
+ acido dehidroascorbico), a la otra parte de la solucion se le agregdé 100 pl de
ditiotreitol y se mantuvo a temperatura ambiente en oscuridad por 2 horas.
Posteriormente se filtrd6 con membrana de celulosa de 0.45 um y se analizd en

HPLC en las condiciones establecidas.

Los resultados fueron expresados como mg de vitamina C/100ml. El acido
dehidroascérbico se calculd por diferencia entre el contenido total de vitamina C y

el acido ascorbico total.

Condiciones del HPLC:

e Columna hypersil ODS 5 mm i.d (250 x 4.6 mm)
e Gradiente isocratico:

e Fase moévil H2S0O4 0.01% pH 2.5-2.6

e Velocidad de flujo: 1.0 ml/ml

e Detector de UV visible: 245 nm

e Volumen de inyeccion: 20 ul
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5.5 Determinacién de actividad antioxidante

5.5.1 DPPH
La determinacion de actividad antioxidante DPPH se llevd a cabo siguiendo la
metodologia de Bondet et al., (1997) con modificaciones. Se realizé una curva
patron de trolox (100-1000uM).

En celdas para espectrofotbmetro se afadi6 25 pl de la concentracion
correspondiente de la curva mas 975ul del reactivo DPPH. Se incubd a
temperatura ambiente en oscuridad por 1 hora. Posteriormente se leyo la
absorbancia a 515 nm. El analisis de las muestras de los extractos se realiz6 de la
misma manera, pero se partio de una serie de diluciones (5mg/l, 10mg/l y 15 mg/l)
de las muestras. Estas mediciones se realizaron contra un blanco, en el cual se

sustituyo el volumen de la muestra por agua destilada.

La capacidad de los extractos para inhibir el radical DPPH se estimé usando la

formula:

Abs. Control - Abs. Muestra

% inhibicidn del radical DPPH= Abs. Control x 100

Férmula 1. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH

La concentracion para la inhibicién del 50% (IC50) se calculé mediante la ecuacién
de regresion lineal entre la concentracion del extracto y el % de inhibicién del
radical DPPH. Se utilizo el intercepto y la pendiente de la linea de regresion lineal
para calcular el valor de IC50, aplicando la formula 2 (Ruiz Reyes, 2018).:

50-b

I1Cs0=
m

Formula 2. Concentracién inhibitoria media maxima

5.5.2 FRAP
La determinacion de la actividad antioxidante FRAP se realizé siguiendo la

metodologia de Benzie y Strain, (1996).
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Se realiz6 una curva de calibracion con trolox (50-500 pM). En celdas para
espectrofotometro se afiadié 30 ul de la concentracion correspondiente de la curva
mas 90ul de agua destilada y 900 pl del reactivo de FRAP (precalentado a 37°C).
Se incubo por 30 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Posteriormente se
ley6é la absorbancia a 593nm. El andlisis de las muestras de los extractos se
realizé de la misma manera, pero se partio de una dilucién 1:3 para el extracto de

jugo y 1:4 para los extractos de bagazo y cascara.

La actividad antioxidante se expresé como um equivalentes de trolox en base a la
ecuacion de la recta de la curva de calibracién del material de referencia de trolox.

5.6 Analisis de la composicion fendlica de los extractos obtenidos

5.6.1 Determinacion de polifenoles totales.
La determinacion de polifenoles totales en extractos de naranja se realiz6 por el
meétodo de Folin-Ciocalteau (Singleton, et al., 1999). Se realiz6 una curva de

calibracion con acido galico (10-150 mg/l).

En celdas para espectrofotometro se afadio 100 pl de la concentracion
correspondiente de la curva mas 750ul del reactivo de Folin 0.2N y 750 ul de
solucion de carbonato de sodio al 6%. Se dejo reposar por 90 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. El analisis de las muestras de los extractos se realizo de
la misma manera, pero se parti6 de una dilucion 1:10 de las muestras. Pasado el
tiempo de reposo (desarrollo de color) se leyd la absorbancia a 760nm con un

espectrofotometro UV-VIS.

El contenido de fenoles de cada extracto se expres6 como mg/100g de peso seco
de la naranja, en base a la curva de calibracién del material de referencia (acido
galico), de donde proviene el término unidades de acido galico por 1000 gramos

de extracto.
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5.6.2 Identificacion y cuantificacién de compuestos fendlicos por HPLC
Las muestras de los extractos crudos, asi como la fraccion bioaccesible de los
mismos fueron analizadas sin hidrolizar (para cuantificar los compuestos fenélicos

en forma de glucdésidos) y posterior a la hidrdlisis (para cuantificar las agliconas).

5.6.2.1 Escision hidrolitica de los glicésidos de polifenoles

Previo al analisis por HPLC se realizdé una hidrdlisis acida de los compuestos
fendlicos con el fin de liberar la aglicona, siguiendo la metodologia reportada por
Taga, Miller y Pratt, (1984) con algunas modificaciones. Se tomaron alicuotas de
5ml de extracto agregando 7 ml de HCI- metanol 5M. Las muestras fueron
cerradas herméticamente y calentadas a 100°C durante 45 minutos.
Posteriormente, se afiadieron 7 ml de agua y se agitdo durante 60 segundos. La
hidrolisis se llevd a cabo utilizando un embudo de separacion y realizando lavados
por tres ocasiones utilizando 9 ml de éter dietilico en cada una de ellas. La fase
acuosa fue descartada y las fases etéreas fueron combinadas y llevadas a
sequedad. Por ultimo, el residuo fue resuspendido en 1 ml de metanol 70% grado

HPLC para su posterior analisis en las siguientes 24 horas.

5.6.2.2 Analisis por HPLC

La identificacion de acidos fendlicos y flavonoides en los extractos se determiné
mediante cromatografia liquida de alto eficacia (HPLC) segun el método descrito
por Mhiri, loannou, Mihoubi Boudhrioua & Ghoul, (2015) con algunas
modificaciones. Las muestras de extractos filtradas a través de un filtro de
membrana de 0,45 pum se inyectaron en el sistema de HPLC equipado con una
bomba de LC binaria 250, un detector de UV / VIS con dimensiones internas de 4-
6 mm x 250 mm, 5 ym. La fase movil consisti6 en un gradiente lineal con una
combinacién de solvente A (agua-acido acético 3%) y solvente B (metanol- acido
acético). El siguiente programa de gradiente se uso6 para la separacion: 5 min, 10%
B; 55 min 100% B; 57 min, 10% B. Los analisis se realizaron a un caudal de 1 ml /
min, con una temperatura horno de columna de 40°C, con el detector de UV
establecido a 280 nm y 350 nm y un volumen de inyeccién de muestra de 20 pL.

Los analitos se identificaron comparando los tiempos de retencién y las muestras
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de picos con estandares de polifenol (se determiné la subsiguiente cuantificacion
de compuestos fendlicos Sigma Aldrich; hesperidina, naringenina, kaempferol,

mirecitina, hespertina, narirutina).

Todas las operaciones de cromatografia se llevaron a cabo a temperatura
ambiente y por triplicado. El limite de deteccion (LOD) y el limite de cuantificacion
(LOQ) se calculé en funciéon de la desviacion estandar de las respuestas y la

pendiente utilizando tres curvas de calibracion independientes.

5.6.3 Analisis estadistico
Los experimentos fueron realizados por triplicado y el andlisis de los datos se

analizaron mediante estadistica descriptiva.

5.7 Bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos
Para la determinacion de la bioaccesibilidad de los compuestos bioactivos se
sigui6 la metodologia de Gil-lzquierdo, et al. (2001) (Figura 16).

El porcentaje de bioaccesibilidad (Férmula 3) se determiné dividiendo el contenido
de compuestos bioactivos en la fraccion bioaccesible entre los compuestos

bioactivos en el extracto crudo.

Compuestos bioactivos en fraccion bioaccesible
% Bioaccesibilidad= X 100

Compuestos bioactivos en el extracto

Formula 3. Porcentaje de bioaccesibilidad de compuestos bioactivos
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'

Agregar a la membrana de dialisis 25 ml
de agua destilada + la cantidad
equivalente de NaHCO3 utilizada para
ajustar el pH a 7.5 en la titulacion

v

Sumergir la membrana en el recipiente
con la solucién proveniente de la
digestion géstrica y sellar con parafilm

v

Incubacién a 37°C en bafio
de agua hasta alcanzar pH 5

.

Agregar 5 ml de bilis (4 g/l))-
pancreatina (25g/1)

\ 4
Incubacién 37°C/2h

Figura 16. Diagrama metodologia digestion in vitro. Adaptado de Gil-lzquierdo, et

al. (2001)
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5.8 Andlisis de la capacidad IECA mediante ensayo in vitro.
El analisis se realizé siguiendo la metodologia propuesta por Wu vy
colaboradores (2002), basado en la cuantificacion de acido hipurico mediante
la actividad que ejerce la enzima convertidora de angiotensina (ECA) sobre el
sustrato Hipuril-L-histidil-L-leucina (HHL).

El ensayo consistié en una simulacion in vitro de la reaccion enzimatica en el
organismo utilizando los extractos de la muestra de naranja (Citrus sinensis),
solucién de ECA de pulmén de conejo (Sigma-Aldrich) y solucién de sustrato
de Hipuril-L-histidil-L-leucina (Sigma-Aldrich).

a) Los tubos se pre-incubaron por separado a 37°C durante 10 min
e Tubo con 10 pL de muestra (extracto crudo, extracto bioaccesible,
compuesto fendlico)
e Tubo con 10 pL de solucibn 40 mU de enzima convertidora de
angiotensina de pulmon de conejo* (Sigma-Aldrich)
e Tubo con 40 pL de solucién 2 mM de sustrato Hipuril-L-histidil-L-
e leucina (HHL)* (Sigma-Aldrich).
*La enzima y el sustrato fueron disueltos en buffer de boratos (100 mM)
(Sigma-Aldrich) con NaCl (300 mM) (CTR) ajustado a pH 8.3.

b) Posteriormente los tubos se incubaron a 37°C con agitacion a 300 rpm
e Tubo con muestra (extracto), ECA y HHL
e Tubo con muestra, buffer de boratos (control -) y HHL
e Tubo con captopril (control +), ECA'y HHL
e Tubo con estandar compuesto fendlico (hesperidina, hesperitina y
naringenina), ECA 'y HHL
c) Lareaccion se detuvo con HCI 2N
d) La solucién se filtr6 con una jeringa de nylon de 0.45 um
e) Cuantificacion del acido hipurico mediante HPLC empleando una curva de
calibracion (25-1000ul) del estandar.

Condiciones:
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» Fase estacionaria: Columna Syncronis C18-RP (150mm x 4.6
mm;5um) (Thermo Scientific)
» Fase movil:
A) Acido trifluoroacético al 0.05% en agua (Sigma-Aldrich).
B) Acido trifluoroacético al 0.05% en acetonitrilo (TEDIA)
= Solucién isocrética de 75% de Ay 25% de B
El tiempo de corrida fue de 15 minutos, con un flujo de 0.70 mL/min y volumen de

inyeccion de 20 pL.

Cada extracto (jugo, cascara y bagazo) se analizd en tres concentraciones:
(100%:0.0467 g/ml, 75%: 0.0350 g/ml y 50%: 0.0234 g/ml). Para fines de
comparacion los siguientes compuestos fendélicos puros: hesperidina, naringenina,
hesperitina y la mezcla de estos, fueron analizados con el mismo tratamiento que
los extractos bioaccesibles de naranja. La concentracion de estos compuestos
fendlicos puros fue elegida en base los resultados del contenido de compuestos
fendlicos obtenidos de la fraccion bioaccesible de los extractos, por lo que para
hesperidina se eligi6 la concentracion 0.0893mg/ml, para naringenina
0.0320mg/ml y para la hesperitina 0.0853mg/ml, estas concentraciones fueron
también diluidas al 75y 50%.

El porcentaje de inhibicién se calculé de acuerdo con la ecuacion (Férmula 4) de

Hernandez-Ledesma, Martin-Alvarez y Pueyo, (2003):

% IECA = 100[A-(B-C)J/A

Férmula 4. Porcentaje de inhibicion IECA

A: absorbancia en presencia de la enzima convertidora de angiotensina

B: Absorbancia en presencia de la enzima convertidora de angiotensina (ECA)

y el inhibidor
C: Absorbancia del blanco de la muestra
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Se procedio a realizar el grafico de la concentracion del extracto/compuesto
fendlico puro (%) vs % inhibicibn ECA y se calcul6 de la concentracion

necesaria para inhibir la actividad enzimética en un 50% (ICsp).

5.8.1 Anélisis estadistico
El analisis estadistico de los resultados se realiz6 con el paquete estadistico SPSS
para Windows version 15.0. Se reviso si se cumplia con los criterios de normalidad
y homocedasticidad, los datos se analizaron mediante ANOVA y para establecer
diferencias entre los extractos de naranja (Citrus sinensis) con los controles, con

un valor de significancia de p<0.05

5.9 Implicaciones de bioseguridad

En esta investigacion no se utilizaron dispositivos generadores de radiaciones
ionizantes y electromagnéticas, isotopos radioactivos, microorganismos patdgenos
o material biolégico que los contenga y otros procedimientos que puedan

establecer un riesgo para la salud.
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6. Resultados

6.1 Métodos de extraccion. Pruebas preliminares
Se realizaron pruebas preliminares para evaluar el efecto de dos métodos
diferentes (maceracién y sonicacion) en el contenido de polifenoles totales y

actividad antioxidante (Tablas 4 y 5).

El contenido polifenoles totales obtenido por sonicacion en el extracto crudo de
jugo fue un 15.08% mayor al obtenido por maceracion. En el extracto de bagazo
se obtuvieron mejores resultados con la extraccion por maceracién. Sin embargo,
en el extracto de cascara la extraccién por sonicacién con etanol al 80% fue

13.62% mayor a la extraccion por maceracion.

Con respecto a la actividad antioxidante por DPPH, en la muestra de jugo los
resultados de la extraccidon por maceracion fueron 7.37% mayores a los de
extraccion por sonicacion. En el extracto de bagazo el contenido de polifenoles
obtenido por ambos métodos fue muy similar. Sin embargo, en el extracto de
cascara los resultados obtenidos con sonicacion con etanol al 70% y 80% fueron
mayores en un 27.86%y 8.63%, respectivamente, mayores a los métodos de

extraccion de extraccion por maceracion.

Tabla 4. Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante en muestra de

jugo y en los extractos obtenidos por maceracion

Polifenoles % Inhibicion

Muestra totales del radical
(mg/100g) DPPH

Jugo 368.27+9.42 94.15+0.21

Bagazo (metanol 80%) 962.31+14.62 64.43+1.02

Cascara (metanol 80%) 1133.46+8.46 76.25+0.19

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones.
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Tabla 5. Contenido de polifenoles totales y actividad antioxidante en muestra de

jugo y en los extractos obtenidos por sonicacion

Polifenoles totales % Inhibicién del

Muestra (Mg/100g) radical DPPH
Jugo 423.79+33.45 87.69+0.20
Bagazo (etanol 70%) 871.21+11.21 64.50+3.81
Bagazo (etanol 80%) 311.21+10.86 61.73+1.91
Cascara (etanol 70%) 1090.69+52.41 97.49+0.16
Cascara (etanol 80%) 1287.8+12.22 82.83+0.26

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones.

Tomando en cuenta los resultados obtenidos en estas pruebas preliminares, asi
como el tiempo de extraccion de cada técnica se opto por elegir la extraccion por
sonicacion con etanol al 80% para realizar los extractos finales para los ensayos

siguientes, esto con el fin de priorizar la rapidez de los analisis.

6.2 Rendimiento de los extractos

Después de haber obtenido los resultados preliminares y elaborar los extractos
con jugo, cascara y bagazo por sonicacion para analisis posteriores, se calcul6 el
rendimiento de los extractos, en los que se usaron las mismas cantidades y se

obtuvieron las mismas proporciones presentadas en la tabla 6.

Tabla 6. Rendimiento obtenido en los extractos

Volumen solvente Muestra Volumen final Rendimiento
inicial (ml) (9) (ml) (g/ml)
1800 200 360 0.56

De manera que hay 0.56g de jugo, cascara o bagazo, segun sea el caso por

mililitro de extracto.
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6.3 Vitamina C

El acido ascorbico (AA) se oxida reversiblemente a acido dehidroascoérbico
(DHAA), al exponerlo al oxigeno, el cual también ejerce una eficacia vitaminica.
Segun la mayoria de los informes, la eficacia de la vitamina C se pierde con la
degradacion irreversible de DHAA a acido 2,3-dicetoguldnico (Aschoff et al. 2015).
En consecuencia, los niveles de AA y DHAA fueron monitoreados en nuestro
estudio, los resultados de estas determinaciones se presentan en las tablas 7, 8y
9. Donde el extracto crudo es presentado como control y la fraccién bioaccesible
es presentada como compuestos bioaccesibles de los extractos.

6.3.1 Vitamina C total

El contenido de vitamina C total en los extractos crudos fue significativamente
mayor en el jugo, siendo casi el doble del obtenido con respecto a la cascaray 7%
mayor al obtenido en el extracto de bagazo. También puede observarse que el
contenido de vitamina C va disminuyendo al avanzar en las etapas de la digestion
in vitro. Sin embargo, aunque la fraccion bioaccesible de la vitamina C es mayor
en el extracto de jugo, es el extracto de cascara el que presenta el mayor

porcentaje de bioaccesibilidad (Figura 17B)

Tabla 7. Determinacion de vitamina C total en extractos de jugo, cascara y bagazo

de naranja antes y después de la digestion in vitro

Vitamina C total en extractos (mg/100q)

. e Jugo de Cascara de Bagazo de
Fase de digestién in vitro . . .
naranja naranja naranja
Control 51.47 £ 0.002 22.86+1.47° 48.11+0.14°
Fase gastrica 32.86 +1.522 15.25+0.26° 22.18 +1.29°
Fase Intestinal 25.52 +0.252 14.11+1.57° 14.07 +£0.19°

Compuestos bioaccesibles 8.36+0.252 5.71+0.38° 7.05+0.42°

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones- #% Letras diferentes
en la misma fila indican diferencia significativa (a=0.05).
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Figura 17. Porcentajes de bioaccesibilidad de vitamina C total de los extractos de
jugo (A), céscara (B) y bagazo de naranja (C)
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6.3.2 Acido ascérbico

El contenido de acido ascorbico en los extractos crudos fue mayor en el jugo y

bagazo, siendo 64.77% y 83.68% mayor al obtenido en el extracto de céscara,

respectivamente. También puede observarse como el contenido de acido

ascorbico va disminuyendo en las siguientes etapas de la digestion in vitro. Sin

embargo, aunque la fraccion bioaccesible del acido ascorbico es mayor en el

extracto de jugo (6.67mg/100g), es el extracto de céscara el que presenta el

mayor porcentaje de bioaccesibilidad (Figura 18B).

Tabla 8. Determinacion de acido ascorbico en extractos de jugo, cascara y bagazo

de naranja antes y después de la digestion in vitro.

Acido ascorbico en extractos (mg/100g)

) o Jugo de Cascara de Bagazo de
Fase de digestion in vitro naranja naranja naranja
Control 31.90+0.03P 19.36+0.85¢ 35.56 +0.082
Fase géastrica 22.96+2.412 12.61+0.17° 13.79+0.72°
Fase Intestinal 16.88+0.30% 12.09+0.77° 11.51+0.22°
Compuestos bioaccesibles 6.67+0.002 5.12+0.673> 582+0.32°

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones. a-c, Letras diferentes

en la misma fila indican diferencia significativa (a=0.05).

PORCENTAIJE DE BIOACCESIBILIDAD A

72%
Fase gastrica

53%
Fase Intestinal

21%
C. Bioaccesibles H

0% 10% 20% 30% 40% 50%

60% 70% 80% 90% 100%

53
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Figura 18. Porcentajes de bioaccesibilidad de acido ascorbico de los extractos de

jugo (A), cascara (B) y bagazo de naranja (C)

6.3.3 Acido dehidroascérbico

El contenido de acido dehidroascoérbico en los extractos crudos fue mayor en el
jugo, (19.57 mg/100ml). También puede observarse como el contenido de acido
dehidroascoérbico va disminuyendo en las siguientes etapas de la digestion in vitro.
Sin embargo, aunque la fraccion bioaccesible del &cido dehidroascorbico es mayor
en el extracto de jugo (1.69 mg/100ml), es el extracto de cascara el que presenta
el mayor porcentaje de bioaccesibilidad (16.9%) (Figura 19B).
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Tabla 9. Determinacion de acido dehidroascorbico en extractos de jugo, cascaray

bagazo de naranja antes y después de la digestion in vitro.

Acido dehidroascorbico en extractos (mg/100g)

Fase de digestion in vitro Jugo (_je Céscare_l de Bagazo_de
naranja naranja naranja
Control 19.57+0.032 350+0.87¢ 12.44+0.16°
Fase gastrica 9.90+3.932 264+0.23" 8.39+1.112
Fase Intestinal 6.64 +0.052 2.03+1.61° 2.56 +0.11°
Compuestos bioaccesibles 1.69+£0.252 059+0572 1.23£0.10°8

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones: &
en la misma fila indican diferencia significativa (a=0.05).
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Figura 19. Porcentajes de bioaccesibilidad de é&cido dehidroascorbico de los
extractos de jugo (A), cascara (B) y bagazo de naranja (C)

6.4 Polifenoles totales

En la tabla 10 se presenta el contenido de polifenoles totales de los extractos
donde se observa que el contenido en el extracto de cascara (281.84 mg/1009)
fue mayor al obtenido en los extractos de jugo y bagazo. Asi mismo, fue el
extracto de cascara el que presentd mayor porcentaje de bioaccesibilidad (38%)
(Figura 20B).

Tabla 10. Determinacién de polifenoles totales en extractos de jugo, cascara y

bagazo de naranja antes y después de la digestion in vitro.

Polifenoles totales en extractos (mg GAE/1009)

) . Jugo de Cascara de Bagazo de
Fase de digestién in vitro naranja naranja naranja
Control 170.10 £1.4°>  281.84 +20.42 156.85 + 48.3°
Fase gastrica 156.67 £+1.6°  269.79 + 30.62 119.13 + 3.6°
Fase Intestinal 135.23 £+4.0°  257.20 +13.52 111.80 £+ 3.7¢
Compuestos bioaccesibles 61.95 + 4.2° 106.00 + 13.72 48.70 + 3.6°

Miligramos equivalentes de &cido gdlico/100g (mg GAE) Todos los resultados son expresados
como media = DE de tres repeticiones. % Letras diferentes en la misma fila indican diferencia
significativa (a=0.05).
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Figura 20. Porcentajes de bioaccesibilidad de polifenoles totales de los extractos
de jugo (A), cascara (B) y bagazo de naranja (C)
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6.5 Actividad antioxidante

6.5.1 DPPH

Extracto crudo

El valor ICso (concentracion requerida para inhibir el 50% de los radicales libres
para el extracto crudo de jugo no alcanzé los valores de prueba analizados, ya que

la mayor concentracion evaluada (15mg/l) fue 15.3% al valor I1Cso.

El valor ICso obtenido para el extracto crudo de cascara es cercano a la
concentracion de prueba analizada de los extractos de 15mg/l (Figura 21). Por lo
gue el porcentaje de inhibicion de esta concentracién seria 6ptimo para el extracto
de cascara, sin embargo, esta concentracion solo seria la mitad de la requerida
por el extracto de bagazo, es decir, el valor ICso del extracto crudo de bagazo es
32.82 mg/l (Tabla 11).
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Figura 21. Porcentaje de inhibicion del radical DPPH
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Tabla 11. Actividad antioxidante DPPH en extractos crudos de naranja

Extracto crudo ICso
(mg/l)
Jugo 17.78+1.072
Cascara 15.62+0.582
Bagazo 32.82+2.40°

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones  *® Letras diferentes
en la misma columna indican diferencia significativa (a=0.05).

Fraccion bioaccesible

El porcentaje de inhibicion de la fraccion bioaccesible del extracto de jugo fue un
30% menor a la presente en la concentracion de 5mg/l del extracto crudo (Tabla
12). Sin embargo, el porcentaje de inhibicion de la fraccion bioaccesible de los
extractos de cascara y bagazo era cercana a la presente en una concentracion de

10mg/l de los extractos crudos.

Tabla 12. Actividad antioxidante DPPH en la fracciéon bioaccesible de extractos de
naranja

Fraccién bioaccesible % Inhibicion DPPH
Jugo 14.01+1.90P
Cascara 29.81+3.512
Bagazo 22.94+5.502

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones *® Letras diferentes
en la misma columna indican diferencia significativa (a=0.05).

6.5.2 FRAP

De acuerdo con los resultados del andlisis FRAP (Tabla 13), el extracto con mayor
actividad antioxidante es el extracto de cascara con un valor de 624.7 uM
TE/100g, el cual es 59% mayor al extracto de jugo y el extracto de bagazo tuvo un

contenido 14.5% mayor al extracto de jugo. En la fraccidén bioaccesible la actividad
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antioxidante FRAP del extracto de céscara fue 147.7% mayor que en el extracto

de bagazo, el cual fue 49.9% mayor que el extracto de jugo.

Por su parte, el porcentaje de bioaccesibilidad (Figura 22) del extracto de cascara
fue 80% mayor que el extracto de bagazo, el cual fue 25% mayor que el extracto

de jugo.

Tabla 13. Actividad antioxidante FRAP en extractos de naranja. UM de TE*

Jugo Cascara Bagazo
Extracto crudo 392.38+102.38°¢ 624.70+53.332 458.76+112.64°
Fraccion bioaccesible 45.34+8.63¢ 168.35+2.452 67.97+9.91P

UM equivalente de Trolox/100ml (UM de TE). Todos los resultados son expresados como media +
DE de tres repeticiones % Letras diferentes en la misma fila indican diferencia significativa
(a=0.05).

Porcentaje de actvidad antioxidante FRAP en
la fraccion bioaccesible

27%

Cascara —
15%
Bagazo =
12%
Jugo —
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 22. Porcentajes de actividad antioxidante FRAP en la fraccion bioaccesible

de los extractos de cascara, bagazo y jugo de naranja

6.6 Identificacion y cuantificaciéon de compuestos fendlicos por HPLC

Céscara

El contenido de compuestos fendlicos en el extracto crudo de cascara (Tabla 14)
fue significativamente diferente (p>0.05) al presentado en la fraccion bioaccesible,

es decir, después de la digestion in vitro.
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El contenido de glucésidos en el extracto crudo de céscara (191.94 mg/100g)
disminuyé un 89% después de la digestion in vitro (21.3 mg/100g), mientras que el
contenido de agliconas de la fraccion bioaccesible disminuyd un 51% con respecto
al contenido presentado antes de la digestion in vitro. En general el porcentaje de
bioaccesibilidad fue menor en los glucdsidos con respecto a las agliconas.

Tabla 14. Caracterizacién de compuestos fendélicos en extracto de cascara de

naranja
Compuestos Céscara | Total Céascara Total %
Fendlicos extracto Compuestos Bioaccesibilidad
(mg/100q) crudo bioaccesibles
o NARTIRUTINA 35.46+0.95 5.22+0.33 14.72
Glucosidos HESPERIDINA 156.48+6.40 | 191.94 | 16.08+1.08 21.3 10.28
QUERCETINA 0.98+0.07 0.69+0.01 70.41
_ NARINGENINA 4.02+0.68 1.08+0.13 26.87
Agliconas HESPERITINA 3.00+0.58 9.06 1.75+0.12 58.33
KAEMPFEROL 1.06+0.02 0.90+0.08 42 84.91

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones.

Jugo

El contenido de compuestos fendlicos en el extracto crudo de jugo (Tabla 15) fue
significativamente diferente (p>0.05) al presentado en la fraccion bioaccesible, es

decir, al encontrado después de la digestion in vitro.

El contenido de glucosidos en el extracto crudo de jugo (36.78 mg/100g)
disminuy6 un 91% después de la digestion in vitro (3.16 mg/100g), mientras que el
contenido de agliconas de la fraccion bioaccesible disminuyé un 7.7% con
respecto al contenido presentado antes (4.52 mg/100g) de la digestion in vitro. En
general el porcentaje de bioaccesibilidad fue menor en los glucésidos con respecto

a las agliconas.

61



Tabla 15. Caracterizaciéon de compuestos fendlicos en extracto de jugo de naranja

Compuestos Jugo Total Jugo Total %
Fendlicos extracto Compuestos Bioaccesibilidad
(mg/100q) crudo bioaccesibles

o NARTIRUTINA 11.70+1.12 2.66+0.09 22.74

Glucésidos 36.78 316
HESPERIDINA 25.08+1.20 . 0.50£0.37 : 1.99
QUERCETINA 0.74+0.02 0.68+0.01 91.89
NARINGENINA 1.08+0.00 0.95+0.09 87.96

Agliconas

HESPERITINA 1.80+0.00 1.67+0.09 92.78

4.52 4.17
KAEMPFEROL 0.90+0.02 0.87+0.02 96.67

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones.

Bagazo

El contenido de compuestos fendlicos en el extracto crudo de bagazo (Tabla 16)
fue significativamente diferente (p>0.05) al presentado en la fraccion bioaccesible,
es decir, al presente después de la digestion in vitro.

El contenido de glucdsidos en el extracto crudo de bagazo (60.96 mg/1009)
disminuy6 un 86% después de la digestion in vitro (8.42 mg/100g), mientras que el
contenido de agliconas de la fraccion bioaccesible disminuyd un 43% con respecto
al contenido presentado antes (7.76 mg/100g) de la digestion in vitro. En general
el porcentaje de bioaccesibilidad fue menor en los glucésidos con respecto a las
agliconas.

Tabla 16. Caracterizacion de compuestos fendlicos en extracto de bagazo de
naranja

Compuestos Bagazo | Total Bagazo Total %
Fendlicos extracto Compuestos Bioaccesibilidad
(mg/1009) crudo bioaccesibles

) NARTIRUTINA 38.88+3.14 7.70£0.34 19.80

Glucésidos 60.96 8.42
HESPERIDINA 22.08+2.13 . 0.72+0.03 : 3.26
QUERCETINA 0.80+0.02 0.69+0.01 86.25
NARINGENINA 1.26x0.00 1.08+0.00 85.71

Agliconas

HESPERITINA 1.80%£0.00 1.76+0.09 97.78

7.76 4.42
KAEMPFEROL 3.90+5.20 0.89+0.01 22.82

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones.
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De manera general, el contenido de compuestos fendlicos en forma de glucésidos
en el extracto crudo de céscara (191.94 mg/100g) solo fue significativamente
(p>0.05) mayor al presentado en el extracto crudo de jugo (36.78mg/100g). Esta
misma tendencia se presentd en la fraccion bioaccesible, donde el contenido de
glucésidos en el extracto de cascara (17.28 mg/100g) unicamente fue
significativamente (p>0.05) mayor al presentado en el extracto de jugo (3.32
mg/100g).

En cuanto al contenido del agliconas el extracto crudo de cascara fue el que
presentd mayor contenido (9.6 mg/100g) sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas con el contenido presentado en los extractos de jugo
(4.52mg/100g) y bagazo (7.56 mg/100g). Esta misma tendencia se present6 en la
fraccion bioaccesible donde tampoco se encontraron diferencias significativas en

el contenido de agliconas de las tres muestras.

Los extractos de jugo y bagazo presentaron mayor porcentaje de bioaccesibilidad
(Figura 23) en la mayoria de los compuestos fendlicos (hesperitina, naringenina,
guercetina, narirutina) con excepcion del kaempferol, donde el extracto de cascara
fue 62% mayor al extracto de bagazo y la hesperidina, donde el extracto de

cascara fue 5% mayor al extracto de jugo y bagazo.

23%

KAEMPFEROL 98% (—
85% ——
98% e
HESPERITINA 93% —
59% ——
86%
NARINGENINA 89% —
27%  HH
86% ——
QUERCETINA 92% ——
70% ——
i 3%
HESPERIDINA 1 3%
8% H
20% i
NARIRUTINA 23% H
15% H
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Bagazo [1Jugo O Cascara

Figura 23. Porcentaje de bioaccesibilidad de compuestos fendlicos de los
extractos de jugo, cascara y bagazo.
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6.7 Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina

Se analiz6 el efecto de la fraccion bioaccesible de los tres extractos de naranja,
asi como de los compuestos fenolicos: hesperidina, hesperitina, naringenina y la
mezcla de estos, en la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina de
acuerdo con la ecuacion (formula 2, presentada en apartado 5.1). Con el fin de
obtener el valor ICsp cada muestra se analizO en tres concentraciones
(100%:0.0467 g/ml, 75%: 0.0350 g/ml y 50%: 0.0234 g/ml).

El extracto de cascara de naranja presentdé mayor porcentaje de inhibicidbn con
respecto a los extractos de jugo y bagazo en las todas las concentraciones, sin
embargo, en la concentracion 100% solo se presentd diferencia significativa

(p>0.05) entre el extracto de cascara y bagazo (Figura 24).

Aunque la mezcla de los compuestos fendlicos (hesperidina, hesperitina y
naringenina) presentd un mayor porcentaje de inhibicién en la concentracion 75%
y 100% que el extracto de cascara, esta diferencia fue significativa (p<0.05) solo

en la concentracion al 100%.

70
60

50 Céscara

40 Jugo

Bagazo

30 STD Hesperidina

% Inhibicién ECA

20 STD Hesperitina

—@— STD Naringenina
10

—@— STDMix

0 20 40 60 80 100

Concentracién (%)

Figura 24. Porcentaje de inhibicién de la enzima convertidora de angiotensina por

extractos de naranja y compuestos fendlicos puros.

El valor de ICso indica la concentracion de la muestra necesario para inhibir al 50%

la actividad de la ECA, mientras mas bajo es el valor de ICsp mas alta es la
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actividad IECA de la muestra. Este valor se determind para los tres extractos
usando analisis de regresion lineal de gréficos logaritmicos. Se realizaron al
menos 3 réplicas de cada extracto (Tabla 17). Los resultados expresados como
valores de ICso son estimados ya que no se alcanzé la concentracién necesaria
para inhibir el 50% de la actividad IECA, estos resultados siguieron la misma
tendencia que el porcentaje de inhibicién, ya que la cascara presentd mayor
capacidad de inhibicién seguido del jugo y por ultimo el bagazo, sin embargo, no
habia diferencia significativa (p<0.05) entre los tres extractos.

Tabla 17. 1Cso ECA de extractos de naranja

Muestra ICs0 (g/ml) Estandar ICso0 (g/ml)
Céascara 0.0593+0.01 | Hesperidina | 0.00020+0.00
Jugo 0.0773+0.03 | Naringenina | 0.00004+0.00
Bagazo 0.0722+0.01 | Hesperitina | 0.00011+0.00
Mezcla 0.00018+0.00

Todos los resultados son expresados como media + DE de tres repeticiones.

6.8 Correlaciones

Jugo

En la fraccion bioaccesible del extracto de jugo (Tabla 18) la inhibicién de la ECA
estuvo influenciada por la vitamina C, ya que se presentd una alta correlacion
positiva entre el porcentaje de inhibicion ECA y la vitamina C (r=0.708%).

La actividad antioxidante DPPH mostré una correlacién positiva muy alta con la
hesperidina (0.925*%), la naringenina (0.925**), la narirutina (0.888*) y con la
actividad antioxidante FRAP (0.992**). Mientras que esta ultima present6 una alta
correlacién positiva con la hesperidina (r=0.869**), la naringenina (0.869**) y la
narirutina (0.940**). Asi mismo, la quercetina presentd una alta correlacion positiva
con el kaempferol (r=0.711*). Mientras que la hesperidina y la naringenina
presentaron una correlacién positiva perfecta (r=1.000**).

Ademas, el kaempferol y la vitamina C mostraron una alta correlacion negativa (-
0.886**).
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Tabla 18. Correlacion de variables de la fraccion bioaccesible del extracto de jugo

*. Los valores son significativos en el nivel 0.05. **. Los valores son significativos en el nivel 0.01.

%

Inhib. NARIT HESPD QUER NARING HESPT KAEMP  PT FRAP  DPPH
ECA
NARIT | -0.591 - - - - - - - - -
HESPD | -0.347  0.647 - - - ; ] ] ] ]
QUER | -0534  0.306 0.603 - - - - - - -
NARING | -0.347  0.647  1.000*  0.603 - - - - - -
HESPT | -0290 0420  -0.420 -0.354  -0.420 - - - - -
KAEMP | -0.542  0.299 0421  0.717*  0.421 -0.146 - - - -
PT -0.061  0.460 0411  0.225 0.411 0.059 0.507 - - -
FRAP | -0.539  0.940*  0.869*  0.469  0.869* 0.084 0.383  0.483 - -
DPPH 0.503  0.888**  0.925* -0.515  0.925* 0.044 -0.403  -0.477  0.992** -
Vit C 0.708* -0.224  -0.224  -0537  -0.224 0.000  -0.886** -0.415 -0.246  0.247

% Inhib. ECA: Inhibicion ECA, NART: narirutina, HESPD: hesperidina, QUER: quercetina, NARIN:
naringenina, HESPT: hesperitina, PT: polifenoles totales

Céascara

En la fraccion bioaccesible del extracto de cascara (Tabla 19) la vitamina C
presentd una alta correlacién positiva con la hesperidina (r=0.723%), la actividad
antioxidante FRAP (r=0.996**) y los polifenoles totales (r=0.855**). Asi mismo, los
polifenoles totales mostraron una alta correlacion positiva con la actividad
antioxidante FRAP (r=0.858**), la quercetina (r=0.836*) y el kaempferol
(r=0.836**). Entre estos dos ultimos compuestos se presentdé una correlacion
positiva perfecta (r=1.000**). También entre el kaempferol mostré una alta
correlacién positiva la actividad antioxidante DPPH (r=0.740%).

Ademas la hesperitina mostré una alta correlacidon negativa con la quercetina (-
0.836**), el kaempferol (-0.836**) y la actividad antioxidante DPPH (-0.738%*).
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Tabla 19. Correlacion de variables de la fraccidn bioaccesible del extracto de
cascara

% NARIT HESPD QUER NARING HESPT KAEMP PT FRAP DPPH
Inhib.
ECA
NARIT -0.331 - - - - - - - - -
HESPD | -0.599 0.352 - - - - - - - -
QUER 0.228 0.000 -0.185 - - - - - - -
NARING | -0.381 0.345 -0.240 0.371 - - - - - -
HESPT | -0.585 0.328 0.635 -0.836** -0.224 - - - - -
KAEMP | 0.228 0.000 -0.185 1.000** 0.371 -0.836** - - - -
PT 0.111 -0.259 -0.361 0.836** -0.224 0.414 0.836** - - -
FRAP -0.397 0.403 0.726* 0.462 0.086 0.069 0.462 0.858** - -
DPPH -0.228 -0.009 0.538 0.740* -0.618 -0.738* 0.740* 0.429 -0.145 -
Vit C -0.429 0.342 0.723* 0.460 0.085 0.068 0.460 0.855** 0.996** -0.145

*, Los valores son significativos en el nivel 0.05. **, Los valores son significativos en el nivel 0.01.
% Inhib. ECA: Inhibicion ECA, NART: narirutina, HESPD: hesperidina, QUER: quercetina, NARIN:
naringenina, HESPT: hesperitina, PT: polifenoles totales

Bagazo

En la fraccion bioaccesible del extracto de bagazo (Tabla 20) la inhibicion de la
ECA presentd una alta correlacion positiva con la actividad antioxidante DPPH
(r=0.765*) y con la vitamina C (r=0.734*). Ademas, el porcentaje de inhibicion
presentd una correlacién negativa al contenido de hesperitina (r=-0.778*). Asi
mismo, la narirutina presentd una correlacion negativa alta (r=-0.965*) con la
hesperidina, mientras que con la naringenina presentd una correlacion positiva alta
(r=0.822**). Esta ultima tambien mostré una alta correlacion negativa con la
hesperidina (-0.862**) y una alta correlacion positiva con el contenido de
polifenoles totales (r=0.741%).

Ademas, la hesperitina mostrd6 una alta correlacion negativa con la actividad
antioxidante FRAP (r=-0.753*), DPPH (r=-0.961**) y la vitamina C (-0.965**). Asi

mismo, la actividad antioxidante DPPH presentd una correlacion positiva
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moderada con el kaempferol (r=0.697*) y una correlacion positiva muy alta con la
vitamina C (r=0.996*).

Tabla 20. Correlacion de variables de la fraccion bioaccesible del extracto de
bagazo

%

Inhib.  NARIT HESPD QUER NARING HESPT KAEMP PT FRAP DPPH
ECA
NARIT | -0.176 - - - - - - - - -
HESPD | 0.254 -0.965* - - - - - - - -
QUER | -0.463 0.203 -0.151 - - - - - - -
NARING | -0.085 0.822** -0.862** -0.151 - - - - - -
HESPT | -0.778* -0.184 0.116 0.698 -0.205 - - - - -
KAEMP | -0.254 -0.461 0.382 0.339 -0.471 0.505 - - - -
PT -0.237 0.304 -0.466 -0.311 0.741* 0.116 -0.098 - - -
FRAP 0.532 0.178 -0.197 -0.487 0.112 -0.753* -0.062  -0.112 - -
DPPH | 0.765* 0.647 -0.145 -0.485 0.265 -0.961** 0.697* -0.120 0.587 -
Vit C 0.734*  0.520 -0.163 -0.487 0.283 -0.965** -0.700* -0.077 0.590 0.996**

*. Los valores son significativos en el nivel 0.05. **. Los valores son significativos en el nivel 0.01.
% Inhib. ECA: Inhibicion ECA, NART: narirutina, HESPD: hesperidina, QUER: quercetina, NARIN:
naringenina, HESPT: hesperitina, PT: polifenoles totales

Los resultados presentados permiten conocer nuevos aspectos de la
bioaccesibilidad de los nutrimentos y de compuestos bioactivos, asi mismo

muestran el potencial de la cidscara de naranja para la obtencién de nutracéuticos.
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7.Discusion

7.1 Vitamina C
= Antes de ladigestion in vitro (extracto crudo)

En el presente estudio se determiné por HPLC que el extracto crudo de jugo de
naranja tenia un contenido de acido ascoérbico de 31.9+0 mg/100g, asi como un
contenido de 51.5+0 mg/100g de vitamina C total y un contenido de 19.6+0
mg/100g de &cido dehidroascorbico. Estos resultados varian respecto a lo
reportado por Mazurek, Wiodarczyk-Stasiak, Pankiewicz, Kowalski y Jamroz
(2020), quienes reportaron un contenido de 23 mg/100g de acido ascorbico, 25.2
mg/100g de vitamina C y 2.2 mg/100g de &cido dehidroascorbico determinado por
HPLC en jugo de naranja cultivada en Polonia.

Sin embargo, se ha encontrado que el contenido de vitamina C, AA y ADHA
también cambia de acuerdo con la variedad de la naranja (tabla 21), esto de

acuerdo con lo reportado por Chebrolu, Jayaprakasha, Yoo, Jifon y Patil (2012).

Tabla 21. Contenido de AA, ADHA y Vit C total de diferentes variedades de naranja. Resultados

reportados como mg/100g

Acido

Variedad de Acido ascérbico , Lo Vitamina C total
naranja mg/100g dehidroascorbico mg/100g
mg/100g
Temple 64.27+03.08 14.78+01.93 79.05+£00.59
OL marsh White 21.15+0.88 27.82+00.48 48.98+00.58
Shimouti 36.46+02.43 27.84+00.76 64.31+00.53
OL pineapple 24.22+00.30 31.59+00.31 55.81+00.24
Thornton tangelo 38.56+01.15 25.06+00.43 63.62+00.57

. Fuente: Chebrolu, K., Jayaprakasha, G., Yoo, K., Jifon, J., & Patil, B. (2012)

Otro factor por considerar es que, valores mas altos en AA y DHA puedan deberse
al uso de un agente reductor eficiente y / o variaciones en el cultivo y la estacion
(Chebrolu, K., et al., 2012).

El acido ascérbico también se ha reportado mediante el método de titulacion. En
este método de valoracion de oxidacion-reduccion, los &cidos ascorbicos se
oxidan a acido dehidroascoérbico y el colorante de indofenol se reduce a un

compuesto incoloro. El punto final de la titulaciébn se puede detectar faciimente
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cuando un exceso del tinte no reducido da un color rosa rosado en una solucién
acida (Ramli, & Azlan, 2017). Sin embargo, hay que considerar en esta técnica
que la presencia de sustancias reductoras (ion ferroso, ion cobre, diéxido de
azufre, sulfito y tiosulfato) en las muestras de fruta puede reaccionar con el
colorante de indofenol y causar una sobreestimacion de la vitamina C (Spinola,
Mendes, Camara, & Castilho, 2013). Ademas, los &cidos ascoérbicos reducidos
(acidos deshidroascorbicos) tampoco se cuantifican en este método (Quiroz &
Fernandez, 2009).

Debido no fueron encontrados reportes del contenido del acido ascérbico por
HPLC en cascara de naranja, se tomaron de referencia valores de acido ascérbico
por titulacion. Elkhatim, Elagib y Hassan (2018) determinaron que el contenido de
acido ascorbico en céascara de naranja por titulacion era de 110.4mg/100g,
ademas determinaron que el contenido de acido ascorbico en la pulpa (junto con

las semillas) de naranja era de 90 mg/100g.

Contrario a lo reportado por Elkhatim y colaboradores (2018), en el presente
estudio se determind que el contenido de acido ascorbico era superior en la parte
interna de la fruta, ya que el extracto de cascara solo presentaba 19.4+0.6
mg/100g y el extracto de bagazo 35.6+0.08 mg/100g de &acido ascoérbico. En
concordancia con nuestros resultados Barros y colaboradores, (2012) encontraron
gue el contenido de acido ascoOrbico era mayor en las partes internas de la

naranja.

Esta variacion en los resultados podria deberse a la variacion en los cultivares, las

etapas de madurez y otros factores ambientales (Elkhatim, et al. 2018).

También hay las variaciones entre métodos ya que el método de cromatografia
liquida de alto rendimiento (HPLC) es una técnica especifica, sensible y selectiva
para determinar el contenido de vitamina C en muestras de frutas. Ademas,
requiere solo una pequefia cantidad de muestra y productos quimicos, es bastante
rapido y menos susceptible a errores sistémicos debido a su alta especificidad
(Quiroz & Fernandez, 2009; Ramli & Azlan, 2017).
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= Después de la digestion in vitro (fraccidon bioaccesible)

La didlisis es una técnica comun que se ha utilizado para simular la obtencion de
la fraccion bioaccesible de alimentos y extractos a nivel intestinal. En el modelo de
didlisis, la fraccion dializable representa la muestra con capacidad para atravesar
la membrana semipermeable y esté disponible para su absorcion; mientras tanto,
la fraccion fuera de la membrana de dialisis representa la muestra no absorbible
(Wojtunik-Kulesza, et al. 2020)

En el presente estudio el contenido de AA de la fraccion bioaccesible del extracto
de jugo de naranja fue 6.7+0 mg/100g con un porcentaje de bioaccesiblidad de
21%. Con respecto a la vitamina C total, estd presentd un contenido 8.3+0.2
mg/100g con un porcentaje de bioaccesiblidad de 16%. EI extracto de bagazo
presentd un contenido de AA en la fraccion bioaccesible del extracto de 5.8+0.3
mg/100g con un porcentaje de bioaccesiblidad de 16%. Con respecto a la vitamina
C total, estd presentdé un contenido 7.1+0.4 mg/100g con un porcentaje de
bioaccesiblidad de 15%.

Aschoff y colaboradores (2015) realizaron la determinacién de vitamina C total y
acido ascorbico en la fraccion bioaccesible de tres muestras de naranja: pulpa,

jugo y una mezcla de pulpa- jugo (tabla 22).

Tabla 22. Contenido de AA y Vit C total en fraccion bioaccesible de muestras de naranja

Autor Muestra analizada AA Vitamina C total
(mg/100 g) (mg/100 g)
Aschoff, et al. 2015 Segmentos de naranja 229 27.4
(pulpa)
Aschoff, et al. 2015 Jugo 26.1 33.1
Aschoff, et al. 2015 Jugo y pulpa de naranja 12.4 18
homogenizada
Presente estudio Jugo y pulpa de naranja 8.4 9.5

homogenizada

Fuente: Aschoff, et al. 2015

De acuerdo con Aschoff y colaboradores (2015), el porcentaje de bioaccesibilidad
de vitamina C total de la muestra de pulpa fue 54% y 38% el de la muestra de

pulpa-jugo homogenizada. Puede notarse como contrario a lo esperado tanto el
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contenido de vitamina C total, asi como el porcentaje de bioaccesibilidad de la

muestra de pulpa-jugo fue menor al de las muestras individuales.

Los factores que mayormente pueden influir en la degradacion del acido ascorbico
y la vitamina C en la fraccion bioaccesible son: el oxigeno y el pH. Ya que, el alto
aporte de aire durante la homogeneizacibn de la muestra pulpa-jugo
probablemente favorecié una mayor degradacién de la vitamina C (Aschoff et al.
2015).

Asi mismo, Mennah-Govela & Bornhorst (2017) plantean que la degradacion del
acido ascorbico puede deberse al aumento del pH durante la fase del intestino
delgado y la presencia de oxigeno durante la digestion in vitro, o que puede

mejorar la oxidacion / degradacion de este compuesto.

Todos estos factores estuvieron contribuyeron en las muestras del presente
estudio, ya que parte del tratamiento que se le dio a las muestras para la
elaboracién de los extractos fue la sonicacion y la centrifugacion, lo cual gener6 un
importante contacto con el oxigeno, el cual también estuvo presente en el mismo

proceso de digestion in vitro al igual que el cambio de pH.

7.2 Polifenoles totales
= Antes de ladigestion in vitro (extracto crudo)

El contenido de polifenoles totales en el extracto crudo de cascara de naranja fue

mayor al encontrado en los extractos de jugo y bagazo.

Tabla 23. Literatura consultada del contenido de polifenoles totales en extractos de naranja

Autor Técnica Polifenoles totales (mg GAE/100g)
Bagazo Céascara Jugo
Presente estudio: Extracto etanol 80% con 156.9 281.8 170.1
febrero 2020 sonicacion
Al-Juhaimi, 2014 Extracto etanol 80% bafio 178.90 123.02
de agua con agitacion
Khan, et al., 2010 Etanol 80% sonicacion 275
Khan, et al., 2010 Etanol 80% sin sonicacion 200
Montero-Calderon, et al., Etanol (50%) 105.96
2019 Sonicacion (400 W, 30 min)
Gorinstein et al.,2001 Etanol 95% bafio de agua 179 154

caliente con condensador
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Ademas, el contenido de polifenoles totales en el extracto de cascara de naranja
del presente estudio es mayor al reportado por otros autores (tabla 23) que
siguieron un proceso de extraccion utilizando maceracion o calor. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el presente estudio coinciden con los obtenidos por Khan
y colaboradores (2010) que utilizaron un proceso de extraccién con sonicacion,
donde observaron que el contenido de polifenoles totales obtenidos por UAE
(Ultrasound Assisted Extraction) durantel5 min era significativamente mayor que

el obtenido por extraccion sin sonicacion durante 60 min.

Esto pudo deberse a que de acuerdo con Montero-Calderén y colaboradores
(2019), la UAE esta basada en la aplicacion de ultrasonido (20-100kHz) que
causan la implosion de las burbujas de cavitacion de las células en las que se
propagan las ondas acusticas, o que provoca la interrupcion de las membranas
celulares. Esta accion facilita la penetracion del disolvente en las células,

mejorando asi la transferencia de masa y la liberacion de compuestos bioactivos.

Montero-Calderén y colaboradores (2019) también sefialan que, si bien se ha
verificado el rendimiento de la extraccion de compuestos fendlicos con EAU, los
solventes utilizados (etanoato de etilo, acetona) producen una contaminacion
ambiental grave. Por lo tanto, es necesario continuar estudiando la optimizacion
de la extraccion de compuestos bioactivos utilizando "solventes verdes" como el

etanol y el agua.

Si bien el metanol es un solvente efectivo para la extraccion de hesperidina, su
toxicidad limita su aplicacion. El etanol es un sustituto que se utiliza como solvente
en la industria alimentaria. Se ha demostrado que es util en la extraccion de
compuestos fendlicos en algunos productos citricos. Ademas, el etanol se
considera un biodisolvente, ya que puede producirse a partir de recursos
renovables. El proceso de extraccion por en si mismo presenta baja selectividad v,
por lo tanto, es necesaria una purificacion adicional del compuesto requerido
(Montero-Calderén, et al., 2019)
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= Después de la digestion in vitro (fraccion bioaccesible)
Los extractos de jugo, cascara y bagazo del presente estudio mostraron un

porcentaje de bioaccesibilidad de 37, 38 y 31%, respectivamente.

Mennah-Govela y Bornhorst (2017) observaron que el contenido fendlico total de
muestras de jugo de naranja Valencia tenia una alta estabilidad durante la
digestién gastrointestinal in vitro (aproximadamente 75%). Las diferencias entre
estos resultados con los del presente estudio pueden deberse principalmente a
variaciones entre los métodos de digestiébn. Por ejemplo, Mennah-Govela &
Bornhorst (2017) durante la fase gastrica fueron bajando el pH de 4 a 2 en un
transcurso de 2 horas. También recurrieron a un proceso de ultra centrifugacion de
las muestras en vez de membranas de dialisis, en los modelos con centrifugacion
la muestra intestinal se centrifuga para obtener un sobrenadante (componentes
solubles que podrian ser absorbidos potencialmente) y un precipitado
(compuestos no absorbidos). Ademas, en el caso de la dialisis, parametros como
las dimensiones de la molécula, el grado de polimerizacion y la presencia de
azucar en la molécula, o incluso el procedimiento de lavado de la membrana,
pueden modificar la cantidad de muestra capaz de permear a través de la

membrana (Wojtunik-Kulesza, et al. 2020).

Por su parte, Su y colaboradores (2012) realizaron una digestion in vitro a
muestras de cascara de mandarina, donde al igual que en el presente estudio
encontraron que en comparacion con el grupo de control (una extraccion con
solvente de metanol), el contenido de polifenoles totales en los tratamientos de
fase gastrica y fase intestinal disminuy6. Ademas, el efecto de la fase géastrica en
el contenido de polifenoles totales de la cascara de citricos fue mayor que el del

tratamiento de la fase intestinal.

En cuanto a digestion in vitro de los extractos de cascara y bagazo, Fernandez-
Fernandez y colaboradores (2021) también realizaron una digestién in vitro pero a
diferencia del presente estudio, utilizaron muestras de cascara, bagazo y semillas
de naranja en conjunto y siguieron la metodologia de superficie de respuesta

(RSM) para modelar los tres pasos abioticos de la digestién precoldnica, de esta
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manera obtuvieron 25mg GAE/g en las muestras sin digerir y 7.5mg GAE/g
después de la digestidn, lo cual es equivalente a un 30% de bioaccesibilidad de
los polifenoles totales. Mientras que en el presente estudio los polifenoles totales
de las muestras de bagazo y cascara tuvieron un porcentaje de bioaccesibilidad
de 31% y 38%, respectivamente.

Por lo tanto, fue el extracto de cascara el que presentdé mayor porcentaje de
bioaccesibilidad (38%), esto puede relacionarse con que la matriz alimentaria
ejerce un efecto protector que impide a los compuestos fendlicos degradarse mas
facilmente por las enzimas digestivas (Tarko & Duda-Chodak, 2020). Por su parte,
Gunathilake y colaboradores (2018) destacan que la presencia de algunas
macromoléculas como la fibra dietética (pectina, celulosa, etc.) podria interactuar
con las biomoléculas y afectar su liberacion en los medios digestivos. Ademas, la
presencia de un pH bajo de alrededor de 2.0 en la digestion gastrica simulada

podria afectar la estabilidad de los polifenoles de bajo peso molecular.

Sin embargo, Lucas-Gonzalez y colaboradores (2018) resaltan pérdidas drasticas
en los compuestos bioactivos después de la digestion intestinal, las cuales
probablemente se deben a diferentes factores como lo son: interacciones con
otros compuestos dietéticos, como fibra, proteinas, carbohidratos y minerales, las
reacciones quimicas, principalmente oxidacion y polimerizacién, que permitieron la
formacion de otros derivados fendlicos, como las chalconas y los cambios en las
estructuras moleculares debido a la accién enzimética y, en consecuencia, en su
solubilidad.

7.3 Actividad antioxidante

Para evaluar la actividad antioxidante in vitro es recomendable de considerar mas
de un método, ya que ningun ensayo refleja con precision el mecanismo de accién
de todas las fuentes de oxidantes o de todos los antioxidantes en un sistema
complejo (Becker, et al. 2019). Por lo cual, se evallo la actividad antioxidante in
vitro de los extractos de naranja por los métodos: DPPH y FRAP. La tabla 11 12 y

13 muestran los valores de actividad antioxidante obtenidos por estos métodos.
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7.3.1 DPPH
= Antes de ladigestion in vitro (extracto crudo)

La actividad antioxidante encontrada en los extractos fue mayor en la cascara
seguido del jugo y el bagazo (tabla 11).

De manera similar al presente estudio, Elkhatim y colaboradores (2018),
reportaron mayor porcentaje de inhibicion del radical DPPH en la cdscara que en
el jugo, 70% y 50%, respectivamente. Sin embargo, Mamta y Parminder (2013),
obtuvieron por maceracién extractos etanolicos de cascara y jugo de naranja,
encontrando un porcentaje de inhibicién del radical DPPH de 50% y 55%,
respectivamente.

El valor 1Cso (concentracion requerida para inhibir el 50% de los radicales libres).
El 1ICso esta negativamente correlacionado con la actividad antioxidante, mientras
mas bajo sea el valor de ICsp mas alta es la actividad antioxidante de la muestra
(Safdar, 2017). En este estudio el extracto de cascara fue el que presentd el
menor valor ICsp 0.0156 mg/ml, seguido del extracto de jugo (ICso 0.01778 mg/ml)
y el bagazo (ICso 0.0325 mg/ml). Lagha-Benamrouche y Madani, (2013) analizaron
la actividad antioxidante DPPH en cascaras dos variedades de naranja:
Washington Navel y Thomson Navel, las cuales presentaron un ICso de

0.901mg/mly 0.612 mg/ml, respectivamente.

= Después de la digestion in vitro (fraccion bioaccesible)

La actividad antioxidante después de la digestion in vitro fue mayor en el extracto
de cascara, seguida del extracto de bagazo y el extracto de jugo (Tabla 12).
Ademas, el porcentaje de inhibicion de la fraccidn bioaccesible del extracto de jugo
era menor al encontrado en una concentracion de 5mg/ml del extracto crudo. Sin
embargo, el porcentaje de inhibicién de la fraccion bioaccesible de los extractos de
cascara y bagazo era cercano al presente en una concentracion de 10mg/l de los

extractos crudos.

Se encontraron diferentes resultados en la literatura consultada referente a la
actividad antioxidante medida por DPPH para la fraccién bioaccesible de bebidas

de frutas que contienen jugo de naranja. Asi, Cilla et al. (2011) encontraron un
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aumento significativo de actividad antioxidante en las bebidas de frutas digeridas
en comparacion con las bebidas no digeridas que no se correlaciond ni con la
vitamina C ni con el contenido de polifenoles en la fraccion bioaccesible. Por el
contrario, Rodriguez-Roque et al. (2013) encontraron una disminucién de la
actividad antioxidante de una bebida con naranja luego del proceso de digestion
gue fue modulada por la matriz alimentaria y el tipo de procesamiento, donde
después de analizar individualmente vitamina C y compuestos fendlicos, sugieren
gue los compuestos antioxidantes de los alimentos podrian sufrir efectos

sinérgicos e interacciones antagonistas, dependiendo de la matriz alimentaria.

Mennah-Govela, (2017) también reporta que tras el proceso de digestion in vitro,
se detectd una pérdida significativa de compuestos bioactivos antioxidantes
(principalmente polifenoles debido a las condiciones intestinales alcalinas) en
pulpas y jugos de naranjas. Mientras que la actividad antioxidante analizada por
DPPH disminuy6 significativamente entre 64-92%, en comparacion con la
actividad antioxidante de los jugos no digeridos. En comparacion en el presente
estudio la actividad antioxidante de los extractos crudos (concentracion 15mg/l) de
jugo, cascara y bagazo disminuy6 un 68, 39 y 14%, respectivamente, después de

la digestion in vitro.

Mennah-Govela, (2017) también, sugiere que la deplecion de la actividad
antioxidante observada en la fraccion bioaccesible podria estar relacionada con
cambios de los compuestos antioxidantes analizados como compuestos fenélicos
totales, &cido ascorbico, hesperidina y naringenina. Los cuales también

disminuyeron después de la digestion in vitro en el presente estudio.

7.3.2 FRAP
= Antes de ladigestion in vitro (extracto crudo)

La actividad antioxidante encontrada en el extracto de cascara (624.7+53
uM/100ml) fue 1.6 veces mayor a la encontrada en el extracto de jugo (392.4+102
UM/100ml), asi como en el de bagazo (458.7+113 uM/100ml).
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Se encontraron diferentes resultados en la literatura consultada referente a la
actividad antioxidante medida por FRAP para jugo de naranja los cuales se

muestran en la Tabla 24.

Tabla 24. Literatura consultada actividad antioxidante por FRAP en jugo de naranja

Jugo de naranja uM TE/100ml
Gorinstein et al. (2006) 801 + 20
Proteggente, et al (2002) 1181 +6.0

Pellegrini, et al (2003) 2050+4.1
Halvorsen, et al (2002) 1500 + 12
Szeto, et al (2002) 942 +11

Saura-Calixto & Gofii, (2006). 515+ 415

En cuanto al contenido de actividad antioxidante FRAP en extractos de jugo de
naranja, Chen, Wang, Tan, Hu, Sundararajan, & Zhou (2020) reportaron en C.
sinensis (L.) Osbeck un contenido entre 2.45-3.87 uM/ml. Por su parte Assefa, Ko,
Moon y Keum, (2016) reportaron un contenido de 119.9 + 3.8 mg TE/g en un
extracto de jugo de naranja en etil acetato.

Con respecto a la actividad antioxidante FRAP en extractos de cascara de
naranja,

Zulkifli, et. al. (2012) reportaron un contenido de 20.03 + 1.464 (mM/100g9),
mientras que mientras que Chen y colaboradores (2020) reportaron un contenido
entre 14.49-18.53 uM/ml.

= Después de la digestion in vitro (fraccion bioaccesible)

La actividad antioxidante después de la digestion in vitro fue mayor en el extracto
de céscara (168.35+2.45 uM/100ml), seguido del extracto de bagazo (67.97+9.91
UM/100ml) y el extracto de jugo de naranja (45.34+8.63 uM/100ml). La fraccién
bioaccesible de los extractos de jugo, cascara y bagazo representaron pérdidas
del 88.45, 73.05 y 85.18%, respectivamente en comparacién con la actividad
antioxidante de los extractos crudos.

Ancos, Cilla, Reyes, Sanchez-Moreno y Cano (2017) reportaron la actividad
antioxidante por FRAP en muestras de jugo y pulpa de naranja antes y después
de la digestién in vitro (Tablas 25 y 26). En donde la actividad antioxidante de la

fraccidon bioaccesible de la pulpa de naranja representd pérdidas de entre 58.94-
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63.75% en comparacion con la pulpa antes de la digestion, mientras que la
actividad antioxidante de la fraccién bioaccesible del jugo de naranja presento
pérdidas de entre 15.57-49%.

Tabla 25. Actividad antioxidante por FRAP en muestras de pulpa de naranja antes y después de la

digestion in vitro (Ancos, Cilla, Reyes Barbera, Sanchez-Moreno y Cano (2017).

Pulpa Antes de la Fraccion % de pérdida
digestién in vitro bioaccesible

Navel-N 475.38 +9.15 186.69 + 3.89 60.73%

Cara Cara-CC 467.49 +4.79 169.48 £ 13.50 63.75%

Clementine-M 343.69 + 9.38 141.13+£5.5 58.94%

Clementine-M12 371.88 + 15.65 150.79 £ 10.92 59.45%

Valores reportados como pmol de equivalentes de acido ascérbico (AAE) por 100 g de peso fresco
de muestra

Tabla 26. Actividad antioxidante por FRAP en muestras de jugo de naranja antes y después de la
digestion in vitro (Ancos, Cilla, Reyes Barbera, Sanchez-Moreno y Cano (2017).

Jugo Antes de la Fraccion % peérdida
digestion in vitro bioaccesible

Navel-N 159.76 £ 10.75 13489+ 11.0 15.57%

Cara Cara-CC 186.80 £ 4.78 95.26 £ 4.5 49%

Clementine-M 170.96 + 11.48 98.95 +0.80 42.12%

Clementine-M12 173.28 £16.10 92.51+4.11 46.61%

Valores reportados como pumol de equivalentes de acido ascérbico (AAE) por 100 g de peso fresco
de muestra

Mientras que en el presente estudio la actividad antioxidante de la fraccion

bioaccesible del extracto de jugo de naranja represento pérdidas 88.45%.

Ademas, las variaciones en la actividad antioxidante de las diferentes partes de la
naranja entre los diferentes estudios pueden estar influenciadas por la variedad de

la naranja, solvente y concentracion usada (Safdar, et al.2017).

Es de destacar que la actividad antioxidante en ambas determinaciones realizadas
(FRAP y DPPH), fue superior en el extracto de céscara de naranja en
comparaciéon con el extracto de jugo y bagazo, esta misma tendencia se present6
en la determinacion de polifenoles totales. De igual manera, Rivas-Cantl y
colaboradores (2013) sefialan que el porcentaje de pectina (fibra dietética) es

mayor en la cascara (22.5%) que en la pulpa (10%) de la naranja.
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Por lo tanto, de acuerdo con Mercado-Mercado y colaboradores (2020) el tipo y
contenido compuestos fendlicos presentes en las diferentes cascaras de citricos
influyen sobre la capacidad antioxidante en la interaccion con la fibra dietetica
presente en las cascaras. En consecuencia, la fibra dietética puede proteger a los
compuestos de la oxidacién, promoviendo una buena capacidad antioxidante.

7.4 Compuestos fendlicos por HPLC

= Antes de ladigestién in vitro (extracto crudo)
La composicion fendlica de los extractos crudos de jugo, cascara y bagazo se
presenta en las tablas 14, 15y 16, respectivamente. Los dos grupos (glucosidos y

agliconas) fueron cuantificados por HPLC.

En el extracto de jugo de naranja el contenido de hesperidina presentado fue de
25.08+1.20 mg/100ml, mientras que en la literatura consultada (tabla 27) fueron
encontrados valores de entre 24.7- 98.5 mg/100ml para jugo de naranja (no
extracto). Ademas, en el presente estudio se encontré un valor de narirutina de

11.70£1.12 mg/100ml, el cual es mas del doble al encontrado en la literatura.

Tabla 27. Literatura consultada contenido de hesperidina y narirutina en jugo de naranja.

Compuesto fendlico Contenido Referencia
Hesperidina 44.1 + 3.7 Gorinstein et al. (2006)
98.5+3.3 Proteggente, et al (2002)
39.2+3.0 Vanamala, et al (2006)
24.7+2.1 Kanaze et al. (2006)
28.6 Gattuso, et. al. 2007
Narirutina 5.2 Gattuso, et. al. 2007

Valores reportados como mg/100ml de jugo

Se encontraron resultados variables en la literatura consultada en cuanto a la
composicion fenodlica de extractos de cascara de naranja (tabla 28). En
comparacion el extracto del presente estudio presenta valores superiores en
ciertos compuestos fendlicos como naringenina, hesperidina y hesperitina, sin

embargo, en compuestos como el kaempferol el contenido es menor.
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Tabla 28. Literatura consultada contenido de compuestos fendlicos en cascara de naranja.

Compuesto Contenido Referencia Presente
fendlico estudio
Quercetina 17.02 + 0.49 Zulkifli, et al. (2012) 0.98+0.07

ND a 0.19 £ 0.00 Montero-Calderon,
2019
Naringenina 1.27 £0.40 Zulkifli, et al. (2012) 4.02+0.68
Kaempferol 26.71 + 3.03 Zulkifli, et al. (2012) 1.06+0.02
Hesperidina 113.332 Khan, et al. 2010 156.48+6.40
113.03 £0.08 Montero-Calderén,
2019
Hesperitina 0.14 £0.00 a Montero-Calderon, 3.00+0.58
1.20 £0.01 2019

Valores reportados como mg/100ml de cascara

= Después de la digestion in vitro (fraccion bioaccesible)
Los cambios en el perfil fendlico de los extractos debido a la digestion in vitro son
presentados en las tablas 14,15 y 16.

Ancos y colaboradores (2017) reportaron el contenido de compuestos fendlicos en
Navel-N y Cara Cara-CC (dos variedades de naranja dulce) asi como en
Clementine-M y Clementine-M12 (variedad de mandarina), antes y después de la
digestion in vitro. Encontraron que el jugo de naranja presentaba un porcentaje de
bioaccesibilidad de entre 38.80-58.14% para la narirutina y entre 35.40-57.16%
para la hesperidina. En cuanto a las mandarinas estas presentaban un porcentaje
de bioaccesibilidad de entre 2.58-6.07% para la narirutina y entre 6.38-19.17%
para la hesperidina. Mientras que en el presente estudio el extracto de jugo de
naranja presentd un porcentaje de bioaccesibilidad de 22.7% para la narirutina y

2% para la hesperidina.

En otros estudios, la bioaccesibilidad de los compuestos fendlicos fue >35%. Por
ejemplo, Cilla, Gonzalez-Sarrias, Tomas-Barberan, Espin y Barbera (2009)
reportaron que una bebida de frutas elaborada con uva, naranja y albaricoque
tenia entre 36 y 63% de bioaccesibilidad. Por su parte Gil-lzquierdo, Gil, Ferreres y
Tomas-Barberan (2001), reportaron la bioaccesibilidad de flavanonas entre 11 y
36% en jugo de naranja. Mientras que en el presente estudio las flavanonas
(hesperidina y naringenina) presentaron entre 2 y 88% de bioaccesibilidad en el
extracto de jugo de naranja. Sin embargo, es importante destacar que Cilla y
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colaboradores (2009) obtuvieron la fraccion bioaccesible mediante centrifugacion
en lugar de dialisis lo cual puede haber contribuido a estas diferencias.

Ferndndez-Ferndndez y colaboradores (2021) sefialan que los compuestos
fendlicos en los subproductos de citricos pueden protegerse de la degradacion
durante la digestién y el procesamiento, por la fibra dietética que compone el
subproducto, debido a que los compuestos fendlicos se unen principalmente a los
componentes estructurales de la pared celular como la pectina. Sin embargo,
Sanchez-Aldana y colaboradores (2013) examinaron los polifenoles de cuatro
extractos de bagazo y cascara de limén mexicano y encontraron que los extractos
de cascara mostraron el mayor rendimiento de pectina y el menor contenido

polifendlico, incluyendo naringina y hesperidina.

Las diferencias en la bioaccesibilidad de compuestos fendlicos podrian también
explicarse por una interaccion sinérgica o antagonista entre los compuestos
fendlicos con otras sustancias segun la matriz alimentaria (D’Archivio et al., 2010).
Ademas, las diferencias en la estructura afectan la estabilidad de los flavonoides,
asi mismo, la inestabilidad de estos compuestos en condiciones alcalinas podria
atribuirse al hecho de que estos sufren varios cambios, como oxidacion,
polimerizacion y transformacion. De hecho, la reduccidén en la concentracion de
sustancias fendlicas en condiciones alcalinas se ha relacionado con la formacion
de complejos entre estos compuestos e iones metalicos, proteinas y / o fibra
(Argyri, Komaitis, & Kapsokefalou, 2006; Saura-Calixto & Gofii, 2007).

Asimismo, en condiciones subalcalinas, el 55-65% de las flavanonas se
transforman en otro compuesto con diferentes propiedades quimicas y fisicas,
como las chalconas. (Rodriguez-Roque et al., 2013; Pereira-Caro et al., 2014). Las
chalconas, no son dializables por su alto peso molecular y baja solubilidad en

condiciones intestinales (Gil-1zquierdo, Gil, Ferreres & Tomas-Barberan, 2001).

Por la tanto, las caracteristicas quimicas de los compuestos fendlicos, como la
solubilidad, hidrofobicidad, peso molecular o incluso la configuracion de isémeros,
influyen en su estabilidad en el transcurso de la digestién (Quan et al., 2017). Asi

mismo, la interacciéon entre los flavonoides y las enzimas digestivas podria
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dificultar la deteccién mediante el analisis HPLC (Rodriguez-Roque et al., 2013;
Pereira-Caro et al., 2014).

7.5 Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina

Como ya se ha mencionado anteriormente, si bien se observan altas cantidades
de polifenoles especificos en ciertos tipos de alimentos, es probable que la
naturaleza complementaria y / o sinérgica de todos compuestos presentes en los
alimentos contribuya a su actividad biolégica. De igual manera, se ha reportado
gue extractos de alimentos como la soya y el frijol negro presentaron mayor
actividad inhibitoria contra ciertas enzimas como la a-amilasa y la lipasa en
comparacion con compuestos fendlicos puros probados. Por lo cual se ha
sugerido que debe haber cierto sinergismo entre los compuestos fendlicos en la
actividad inhibitoria (Oak,Auger, Belcastro, Park, Lee & Schini-Kerth, 2018; Zhang,
Pechan & Chang, 2018).

Con el fin de investigar el planteamiento anterior, se probaron soluciones estandar
de hesperidina, hesperitina y naringenina a diferentes concentraciones con el
mismo procedimiento utilizado para determinar el % IECA en los extractos de

naranja.

De acuerdo con los resultados de la figura 24, se puede observar como en la
mayoria de los casos el % IECA era mayor en los extractos de jugo, cascara y
bagazo en comparacion con la hesperidina, hesperitina y la naringenina puras, sin
embargo, la mezcla de estas Ultimas mostré un mayor %IECA que las
concentraciones al 75 y 100% de los extractos. Lo cual refuerza lo sugerido
anteriormente, es decir la actividad IECA esta mayormente influida por un posible

efecto sinérgico de los compuestos mas que por el compuesto mayoritario.

Kim y Lim, (2020) reportaron un porcentaje de inhibicion de la ECA entre 12.8-
48.9% en un extracto acuoso de cascara de C. unshiu (mandarina). Por su parte
Ruviaro y colaboradores (2020) realizaron dos extractos; uno de residuo de jugo
(cascara, residuo de pulpa y semillas) de Citrus latifolia y Citrus sinensis y otro de
pectina citrica extraida de manera industrial. La actividad IECA presentada por el

primer extracto fue de 48.1%, mientras que la del segundo fue de 79.2%. En el
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presente estudio la actividad IECA presentada por el extracto de céscara fue
23.28-42.34%, en el extracto de jugo 15.81-32.56% y en el extracto de bagazo
8.2-28.78%. Por lo tanto, la actividad IECA presentada por la fraccién bioaccesible
del extracto de cdscara de naranja fue superior a la de jugo y bagazo.

Estudios recientes han sugerido que la pectina puede tener un efecto benéfico en
la inhibiciébn de la ECA. Erkaya-Kotan, (2020) elabor6 yogurts a los cuales les
agrego6 0.5%, 1%,1,5% y 2% de fibra de naranja (cascara y bagazo) y estudié su
efecto sobre la inhibicion de la ECA, encontrando que el yogurt control (sin fibra de
naranja) tuvo la menor actividad inhibidora de la ECA mientras que el yogur que
contenia 1% de fibra de naranja tuvo la actividad IECA mas alta. De manera que el
incremento de la actividad IECA no es proporcional a la concentracion de la fibra
de naranja. Lo cual podria interpretarse como una interaccion de union entre los
compuestos fendlicos y las proteinas de la leche que provocé una depreciacion de

la biodisponibilidad de los polifenoles en el yogur como inhibidores de la ECA.

Ruviaro, Barbosa, Martins, Avila, Nakajima & Dos Prazeres, (2020) también
reportaron que la inhibicién de la ECA por la hesperetina pura oscilé en el rango
de 82,8-100% de una manera dependiente de la concentracion (p <0,05). Ademas
mencionan que la actividad IECA de la hesperetina fue alrededor de 1,5 veces
mayor que la de la hesperidina en todas las concentraciones. En el presente
estudio la hesperitina presenté una actividad IECA entre 15-38% también
dependiente de la concentracion, sin embargo, la actividad IECA presentada por la
hesperitina fue alrededor de 2.17 veces mayor que la presentada por hesperidina
en todas las concentraciones, pero esta diferencia solo fue significativa en la

concentracién mas alta.

Las variaciones en el efecto IECA obtenido en la presente investigacion en
comparacién con los otros estudios podria deberse a que algunos compuestos
fendlicos que podrian inhibir la ECA, no lograron cruzar la membrana a la fracciéon
bioaccesible en la digestion in vitro. Fernandez y Labra (2013) reportaron que la
inhibicion de la ECA de extractos de uva presentaba una disminucion aproximada

del 10% después de la digestion in vitro.
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7.6 Correlaciones de Pearson. Correlacion de variables analizadas en los tres
extractos

Jugo

En la fraccion bioaccesible del extracto de jugo la inhibicién de la ECA estuvo
influenciada mayormente por la vitamina C, ya que fue la Unica que presenté una
alta correlacion positiva con el porcentaje de inhibicion ECA (r=0.708*). En cuanto
a la actividad antioxidante FRAP y DPPH ambas presentaron una muy alta
correlacion (0.992*), la cual en ambas estuvo influenciada mayormente por el
contenido fendlico especificamente de dos glucosidos (narirutina y hesperidina) y
una aglicona (naringenina). En el presente estudio se encontraron mas
correlaciones en la parte interna de la naranja, esto fue contrario a lo sefialado por
Elkhatim y colaboradores (2018) con referencia a que observaron una mayor
correlacion entre los metabolitos de la cascara que en los de la parte interna de la

fruta (pulpa).
Céascara

En el presente estudio la fracciobn bioaccesible del extracto de cascara el
contenido de polifenoles totales presentdé una alta correlacion positiva con la
actividad antioxidante FRAP (r=0.858**) y con la vitamina C (0.855*). Arena,
Fallico y Maccarone (2001) afirmaron que los compuestos fendlicos en los citricos
contribuyeron menos que la vitamina C en el establecimiento del poder
antioxidante. En el presente estudio la vitamina C contribuyo un 16 % mas que los

polifenoles totales al poder antioxidante FRAP.

Por su parte, Fidrianny, Harnovi & Insanu, (2014) también encontraron una
correlaciéon alta y positiva entre el contenido de polifenoles totales y la actividad
antioxidante por FRAP en extractos de cascara de naranja Kintamani (r = 0.984),
naranja Jember (r = 0.998) y naranja Banyuwangi (r = 0.962) y por DPPH (r =
0.984, r = 0.730 y r = 0.976, respectivamente). Asi mismo, resaltan que los
métodos FRAP y DPPH tienen un mecanismo de reaccion diferente, donde el

mecanismo de DPPH son ensayos de transferencia de electrones y en FRAP son
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ensayos redox. Ademas, sefialan que los resultados de su estudio mostraron que
la capacidad de eliminacion de DPPH de todas las muestras de cascaras de
naranja eran lineales con la capacidad de FRAP. También Elkhatim y
colaboradores (2018) sefialan que una correlacidon positiva entre la actividad
antioxidante y el contenido de polifenoles total indica que el contenido fendlico
podria ser uno de los principales contribuyentes a las capacidades antioxidantes
de estos residuos de frutas. En el presente estudio, si bien el contenido de
polifenoles totales correlacioné con la actividad antioxidante, esto solo ocurrié con

el método de FRAP ya que la correlaciéon con DPPH no fue significativa.
Bagazo

En la fraccion bioaccesible del extracto de bagazo la inhibicion de la ECA estuvo
influenciada por la actividad antioxidante y la vitamina C, ya que el porcentaje de
inhibicion ECA presentd una alta correlacion positiva con la actividad antioxidante
DPPH (r=0.765*) y con la vitamina C (r=0.734*). Arena, Fallico y Maccarone
(2001) afirmaron que los compuestos fendlicos en los citricos contribuyen menos
gue la vitamina C en el establecimiento del poder antioxidante. Lo cual coindice
con el presente estudio ya que la vitamina C presentd una correlacion positiva muy
alta con la actividad antioxidante DPPH (r=0.996**), mientras que el contenido de
polifenoles totales no correlaciond de manera significativa con la actividad

antioxidante.

7.7 Planteamientos finales
Aunque en el presente estudio se realiz6 la bioaccesibilidad de extractos de

subproductos de naranja con el fin de comprobar si la fraccion bioaccesible de
estos podia inhibir la ECA, también es destacable el posible efecto sinérgico que
se produjo entre los componentes de las diferentes matrices alimentarias, es decir,
el jugo, la cascara y el bagazo. Ya que es en la cascara donde normalmente se
encuentra mas pectina, por lo que se puede sugerir que su presencia en el
extracto de céscara pudo haber tenido un efecto sinérgico con el contenido de

polifenoles totales al protegerlos de la oxidacion, esto contribuy6 benéficamente a
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la actividad antioxidante lo cual se tradujo en un efecto positivo en la inhibicion de
la ECA. Sin embargo, puede ser que la presencia de pectina en la cascara haya
tenido un efecto antagonista con la bioaccesibilidad de los compuestos fenolicos,
ya que, a pesar de tener el mayor contenido de compuestos fendlicos, el extracto
de cascara fue el que presenté menor bioaccesibilidad de compuestos fendlicos.

Ademas, también se presentdé un posible efecto sinérgico entre los mismos
compuestos fendlicos en las diferentes matrices ya que al analizar la actividad
IECA de algunos compuestos fendlicos individualmente, esta era menor a la
presentada por los tres diferentes extractos. De manera que se acepta la hipétesis
planteada para este estudio que “los extractos obtenidos de diferentes partes de la
naranja (Citrus sinensis) y sometidos a digestion in vitro tienen un efecto
antioxidante y antihipertensivo en un modelo in vitro de inhibicién de la enzima
convertidora de angiotensina”. Sin embargo, son necesarios mas estudios para
entender la influencia de la matriz alimentaria en la asociacién con los compuestos
fendlicos, asi como estudios in vivo para evaluar la biodisponibilidad de los

compuestos de estos subproductos un sistema fisiolégico integrado.
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8. Conclusiones

e De los tres extractos fue el de bagazo de naranja el que presenté mayor
contenido de &cido ascoérbico, pero tambien fue el de menor
bioaccesibilidad.

e El extracto de cascara fue el que presentd mayor actividad antioxidante en
la fraccion bioaccesible.

e El extracto de céscara fue el que presenté mayor contenido de polifenoles
totales.

e El extracto de jugo de naranja presentdé un mayor contenido en la mayoria
de los compuestos fendlicos de la fraccion bioaccesible, sin embargo los
compuestos fenodlicos del extracto de cascara presentaron mayor
bioaccesibilidad

e Aunque el contenido de hesperidina en los tres extractos es elevado, su
porcentaje de bioaccesibilidad fue el menor con respecto a los otros
compuestos fendlicos analizados.

e Se observé un posible efecto sinérgico de los compuestos fendlicos puros
en la inhibicion de la ECA.

e El porcentaje IECA de la fraccion bioaccesible de los extractos era mayor al
producido por compuestos fendélicos puros individuales.

e La fraccion bioaccesible del extracto de céscara fue la que presentdé mayor
porcentaje de IECA de los tres extractos.

e Los subproductos de naranja (jugo, cascara y bagazo) inhiben la actividad
de la ECA in vitro, lo cual apunta a una posible actividad antihipertensiva.

e Aunque las conclusiones obtenidas con esta simulacion de la digestion
gastrointestinal in vitro no pueden estimar directamente las condiciones
humanas in vivo, se resalta que este modelo es util para estudiar el efecto
de la matriz alimentaria sobre la bioaccesibilidad de los compuestos

bioactivos.
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