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RESUMEN

La industria productora de jugo de naranja genera hasta 60 % de subproductos, los
cuales son desaprovechados a pesar de que son fuente de fibra, compuestos fendélicos
y antioxidantes, por lo que su uso muestra un gran potencial para optimizar la calidad
de los alimentos industrializados, y a su vez, con su aprovechamiento se podria mitigar
el impacto ambiental que se genera cuando es tratado como desperdicio. Con el
objetivo de aprovechar los subproductos de la naranja, esta investigacion se propone
evaluar el perfil de fitoquimicos y la calidad nutracéutica de los subproductos de
naranja durante su almacenamiento tras la extracciéon del zumo, y determinar su
posible contribucién nutracéutica a la alimentacién humana. El estudio fue realizado
en la Facultad de Agronomia de la Universidad Autbnoma de Nuevo Leon (UANL), con
naranjas provenientes de Montemorelos, Nuevo Ledén, México. En cuanto a la
metodologia se realizé una caracterizacion fisicoquimica del lote de naranjas, la cual
consisti6 en medir el grosor de la cascara, el pH del jugo y la concentracion total de
sélidos (°Brix). El subproducto se almacen6 a temperatura ambiente luego de la
extraccion del jugo, y se evaluaron varios pardmetros como el contenido de materia
seca, el perfil de fenoles totales, flavonoides y la capacidad antioxidante. Ademas, se
caracterizaron compuestos fenélicos por cromatografia liquida de alta presion (HPLC).
Los resultados de la caracterizacion del lote de naranjas fueron consistentes con
estudios previos. Mientras se almacenaba, se registré una disminucion en la humedad
del subproducto, evidenciada por el aumento de la materia seca. Los extractos libres
mostraron un aumento significativo en el contenido de fenoles totales y flavonoides
durante el almacenamiento. En actividad antioxidante se obtuvieron resultados que
varian segun el ensayo utilizado y los extractos estudiados. El estudio sugiere que los
subproductos de la naranja experimentan cambios en su contenido de materia seca y
compuestos fendlicos con el tiempo, lo que puede influir en su potencial nutracéutico.
Se observé una estabilidad en la capacidad antioxidante en algunos métodos de
analisis y otros mostraron una disminucion, indicando que la conservacion y utilizacion
de estos subproductos deben considerarse cuidadosamente para maximizar sus

beneficios nutracéuticos en la industria alimentaria.
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ABSTRACT

The orange juice production industry generates up to 60% of by-products, which are
wasted despite being a source of fiber, phenolic compounds and antioxidants, so their
use has the potential to improve the quality of industrialized foods, and in turn, their use
could mitigate the environmental impact generated when it is treated as waste. With
the aim of taking advantage of orange by-products, this research aims to evaluate the
phytochemical profile and nutraceutical quality of orange by-products during storage
after juice extraction, and to determine their possible nutraceutical contribution to
human nutrition. The study was carried out at the Faculty of Agronomy of the
Autonomous University of Nuevo Leén (UANL), with oranges from Montemorelos,
Nuevo Ledn, Mexico. Regarding the methodology, a physicochemical characterization
of the batch of oranges was carried out, which consisted of measuring the thickness of
the peel, the pH of the juice and the total solids concentration (°Brix). After juice
extraction, the by-product was stored at room temperature, and several parameters
such as dry matter content, total phenolic profile, flavonoids, and antioxidant capacity
were evaluated. In addition, phenolic compounds were characterized by high-pressure
liquid chromatography (HPLC). The results obtained from the characterization of the
orange batch were consistent with previous studies. While stored, a decrease in the
moisture of the by-product was recorded, evidenced by the increase in dry matter
content. Free extracts indicated a considerable growth in total phenolic and flavonoid
content during storage. In antioxidant activity, the outcomes varied depending on the
method applied and the extracts evaluated. The study suggests that orange by-
products experience changes in their dry matter and phenolic compound content over
time, which may influence their nutraceutical potential. Stability in antioxidant capacity
was observed in some analytical methods and others showed a decrease, indicating
that the conservation and utilization of these by-products should be carefully

considered to maximize their nutraceutical benefits in the food industry.
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INTRODUCCION

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO)
inform6 que la pandemia de COVID-19 ha intensificado el hambre en el mundo (FAO,
2020), un problema muy antiguo para los seres humanos, que es impulsado por el
desperdicio de alimentos. Segun la FAO, el hambre mundial aumenté bruscamente
entre 2019 y 2021 y ha permanecido practicamente estable durante tres afios
consecutivos, llegando en 2023 a 733 millones de personas aproximadamente. (FAO,
2024).

En México la pérdida de alimentos ha alcanzado cifras alarmantes, con hasta 31
millones de toneladas desaprovechadas anualmente (Corresponsables, 2024), lo que
conlleva a un desperdicio de recursos, energia e insumos con un efecto negativo en el
medio ambiente generado por las emisiones de vapor de agua (H20), diéxido de
carbono (COz2), metano (CHa4) y otros gases de efecto invernadero que contribuyen al
cambio climatico (Siart, 2020). Por lo tanto, es fundamental explorar alternativas
alimentarias y aprovechar los subproductos que se desechan.

Algunos alimentos basicos, como la naranja, generan muchos subproductos (Dassoff
et al., 2020). Esta fruta es el citrico mas producido y comercializado a nivel mundial
(Minami et al., 2023), especialmente en paises como Brasil, China y Estados Unidos
(Our Worl in Data, 2023) y se distingue por su piel de color verde o naranja, segun su
estado de maduracién (Ramirez-Delgadillo, 2020). Las principales variedades de
naranja dulce (Citrus sinensis) incluyen la Navel y la Valencia (Khan & Abourashed,
2010), utilizadas tanto para consumo fresco como para jugos (Centonze et al., 2019),
y tienen nutrientes como la vitamina C, fibra, y antioxidantes, que aportan beneficios
para la salud (Berk, 2016). Ademas, la naranja es uno de los productos mas
consumidos en todo México, con un promedio de 34 kg per capita (INEGI [Instituto
Nacional de Estadistica y Geografia], 2022). Entre los principales estados productores
de naranja estan Veracruz, Tamaulipas, Puebla, San Luis Potosi y Nuevo Leodn (SIAP,
2024)

La produccion mundial de naranjas en 2022 alcanzé mas de 76 millones de toneladas

(FAOSTAT, 2024 a) y la extraccion del zumo de este citrico genera hasta un 60 % de
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subproductos en la industria (Rincén et al., 2005; Fernandez-Lopez et al., 2009) que
se dividen entre cascara, pulpa y semillas (Maluenda, 2019). A menudo se consideran
residuos a pesar de contener nutrientes como vitamina C y compuestos fendlicos
(Rincén et al.,, 2005; Fernandez-Lopez et al., 2009). Estos subproductos que
generalmente son desaprovechados provocan efectos negativos para el medio
ambiente y la economia de los agricultores, quienes no logran recuperar los costos de
produccion, ademas de representar una pérdida de recursos naturales (Davilay Sierra,
2018).

Las naranjas y sus subproductos han sido utilizados tradicionalmente en la medicina
herbal para diversos padecimientos como bronquitis, colicos, diarrea, tuberculosis,
resfriado, hipertension, estrés, entre otros (Favela-Hernandez et al., 2016). Esta fruta
destaca por su contenido de fibra (Romero-Lépez et al., 2011), que promueve la
digestion y el transito intestinal, lo que puede reducir potencialmente el colesterol y el
riesgo de sufrir enfermedades coronarias (Chamorro y Mamani, 2010). Mufioz-
Jauregui y Ramos-Escudero (2007) reportan un alto contenido de vitamina C y
compuestos fendlicos en la naranja, los cuales poseen diversas actividades bioldgicas
como actividad contra el cancer, antihipertensiva, efectos estrogénicos y beneficios
protectores frente a enfermedades cardiovasculares (Mufioz-Jauregui y Ramos-
Escudero, 2007). Los subproductos de naranja son fuente de aceites esenciales,
pectinas y antioxidantes naturales (Llull, 2021), que comunmente son empleados en el
sector cosmético, farmacéutico y de alimentos (Umafa-Zamora, 2018). También
poseen alto contenido de carotenoides y compuestos fendlicos, que son beneficiosos
para la salud humana (Rincén et al., 2005; Fernandez-L6pez et al., 2009; Yahia &
Carrillo-L6pez, 2018; Pacheco et al., 2018), y que podrian aprovecharse en la industria
alimentaria como recurso accesible de nutrientes econémicos para producir nuevos
productos alimenticios con caracteristicas nutracéuticas y funcionales con el fin de
elevar la calidad de la dieta del ser humano.

Con base en este contexto, este estudio se propone evaluar y caracterizar el perfil de
fitoquimicos y la calidad nutracéutica del subproducto de naranja durante su

almacenamiento después de la extraccién del zumo.



HIPOTESIS

El tiempo de almacenamiento post-extraccion del zumo modifica la composicion de

fitoquimicos y calidad nutracéutica del subproducto de naranja en fresco.



OBJETIVOS

1.1 Objetivo General
Evaluar y caracterizar el perfil de fitoquimicos y calidad nutracéutica del
subproducto de naranja durante su almacenamiento, después de la extraccion del

Zumao.

1.1.1 Objetivos Especificos

e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas del lote de naranjas estudiado.

e Evaluar el contenido de materia seca del subproducto de naranja, durante su
almacenamiento post-extraccion del zumo.

e Determinar el contenido de fenoles totales, flavonoides y capacidad antioxidante
del subproducto, a través de ensayos de DPPH, ABTS y FRAP, en extractos
libres y ligados.

e Caracterizar acidos fendlicos por HPLC de extractos libres y ligados del

subproducto.



REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la Naranja

2.1.1 Origen y Caracteristicas de la Naranja

La naranja (Citrus x sinensis [L.] Osbeck) es una fruta que proviene del sur de
China (Khan & Abourashed, 2010; Hyman, 2013; Zambrano-Cantos, 2014), y se
considera un hibrido entre el pomelo y algunas mandarinas (Dugo & Di Giacomo,
2002). Se ha propagado a lo largo de la historia a diversas regiones del mundo con
climas adecuados para su cultivo (Khan & Abourashed, 2010).

La planta de naranja es un arbol perenne que pertenece a la familia Rutaceae
(Zambrano-Cantos, 2014; Amaya-Barbosa, 2022). El fruto de la naranja es una baya
esférica u ovalada, con una cascara gruesa y rugosa gue encierra una pulpa jugosay
dulce (Zambrano-Cantos, 2014).

2.1.2 Produccién y Consumo

La naranja se ha vuelto muy popular por sus beneficios nutricionales,
nutracéuticos y sensoriales (Roussos, 2016; Saini et al., 2022). Corresponde al 70 %
de la produccion mundial de citricos y es ampliamente consumida en su forma fresca
y en zumo (Centonze et al., 2019). La produccion mundial en 2022 fue de méas de 76
millones de toneladas para naranjas, siendo Brasil el mayor productor del mundo
(FAOSTAT, 2024 a) (Cuadro 1).

México también es uno de los grandes productores de este citrico, con una
superficie de 335 541 hectareas y una produccién superior a 4.850 millones de
toneladas en el afio 2022 (FAOSTAT, 2024 b). El Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) reporté que la produccién de naranja en el pais
durante el 2023 se distribuyé principalmente entre los estados de Veracruz, que ocupa
el primer lugar como el mayor productor, seguido por Tamaulipas, Puebla, San Luis
Potosi y Nuevo Leon (SIAP, 2024) (Cuadro 1).



Cuadro 1. Paisesy estados de México con mayor produccion de naranja en los ultimos
anos.

No. Paises productores Estados productores de México
1 Brasil Veracruz
2 India Tamaulipas
3 China Puebla
4 México San Luis Potosi
5 Egipto Nuevo Ledn

Fuente: (FAOSTAT, 2024 a) y (SIAP, 2024)

2.2 Subproductos y su Aprovechamiento

2.2.1 Generacion de Subproductos

La naranja (C. sinensis) posee gran valor econémico tanto en la industria
alimentaria como en el mercado de productos frescos y (Spreen et al., 2020). Se estima
que alrededor de un tercio de la produccién de citricos a nivel mundial se destina a la
elaboracion de jugos, y aproximadamente la mitad de la masa generada por fruta es
residuo (Padilla de la Rosa et al., 2018). En la industria de la naranja, la extraccion del
zumo puede generar hasta el 60 % de subproductos (Rincén et al., 2005; Fernandez-
Lépez et al., 2009), que se dividen en cascara, pulpa y semillas (Maluenda, 2019) y
contienen fibra, aceites esenciales, compuestos fendlicos y vitaminas, cuya proporcién
oscila segun la parte de la fruta, su grado de madurez y el método utilizado para la
extraccion del jugo (Braddock, 1995).

Esta gran cantidad de desechos producidos por la industria juguera deben ser
gestionados de manera adecuada para evitar el impacto negativo que ocasionan en el
medio ambiente y el dafio a la economia de los agricultores, asi como el desperdicio

de varios recursos naturales, entre ellos agua y suelo (Davila y Sierra, 2018).

2.2.2 Hambre y Desperdicio de Alimentos en el Mundo
Algunos estudios a nivel global han demostrado que la cantidad de alimentos

producidos diariamente es suficiente para cubrir las necesidades alimentarias de la
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poblacién mundial (Gooch et al., 2010; Kummu et al., 2012; Liu, 2013). Sin embargo,
segun un Informe de la FAO la cantidad de personas en el mundo que son afectadas
por el hambre aumenté hasta llegar a 733 millones en 2023 (FAO, 2024). Irbnicamente,
cada afo se desecha el 30 % de los alimentos dirigidos a consumo humano en el
mundo (FAO, 2012), las pérdidas mas significativas se presentan en alimentos de alto
contenido de nutrientes como frutas y verduras, carne y pescado (FAO, 2023).

En México, el hambre se relaciona estrechamente con la desigualdad social
(Aguilar, 2000). Se estima que el pais desperdicia alrededor de 8,000 millones de
dolares en alimentos (Gutiérrez, 2018). Esto corresponde a 20.4 millones de toneladas
de comida, lo que equivale al 37 % de la produccion nacional destinada al consumo
humano (Gutiérrez, 2018).

Las grandes ciudades capitales de la Republica Mexicana, como la Ciudad de
México, Monterrey y Guadalajara son responsables de una porcion considerable del
desperdicio de alimentos (Bernache, 2006). Segun Garcia (2021) se desechan
aproximadamente 13000 ton de comida diariamente en la capital, mientras que casi el
15 % de la poblacion urbana sufre inseguridad alimentaria.

La disminucion del desperdicio y pérdida de alimentos implica mdultiples
beneficios, entre los cuales destacan la contribucién a la mitigacion del hambre, el
fortalecimiento de la seguridad alimentaria, el alivio del impacto ambiental, y el uso
eficiente de los recursos naturales como el suelo y el agua (SIAP, 2023).

2.2.3 Los Subproductos de Naranja como Alternativa Rentable y Ecoldgico

Los subproductos de naranja han sido utilizados tradicionalmente como alimento
animal (Mahato et al.,, 2020; Serrano-Garcia, 2021), pero también se reportan
implementaciones en las industrias por su contenido de vitamina C, fibra, aceites
esenciales, acidos fendlicos, entre otros compuestos bioactivos de interés (Martinez y
Figueroa, 2015; Arioui et al., 2017; Garcia-Chacon, 2017; Lama-Guadiamus, 2018;
Umafa-Zamora, 2018; Moreno-Bejarano, 2019; Ramirez-Gavidia et al., 2020; Panwar
et al., 2021).

A nivel global, la comunidad cientifica y la industria muestran un mayor enfoque

en la valorizacion de residuos generados por procesos de transformacién, que tienen
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potencial para ser reutilizados y evitar el desperdicio (Rojas-Gomez, 2023). Sin
embargo, el aprovechamiento de los desechos resultantes en las transformaciones
agroindustriales no ha sido eficiente porque su valor potencial es en algunos casos
desconocido (Londofio, et al., 2012). Una de las ventajas clave de emplear los
desechos industriales provenientes de cascaras de citricos, especialmente de la
naranja, es su facil disponibilidad y su bajo costo, ya que representan una fuente
econOmica y renovable de biomasa (Singh et al., 2020).

Por tanto, se debe tener en cuenta la recomendacion de Serrano-Garcia (2021),
quien sugiere dar continuaciéon al estudio del comportamiento de los componentes
bioactivos funcionales disponibles en el subproducto de naranja para optimizar su

rendimiento y aprovechar sus beneficios.

2.3 El Subproducto de Naranja como Fuente de Nutrientes y Antioxidantes

2.3.1 Fibra Dietética

La fibra dietética (FD) es un componente fundamental en la promocion de la salud
humana, con un papel esencial en la prevencion de enfermedades gastrointestinales
y metabdlicas (Amaya-Barbosa, 2022). Su consumo regular ha sido vinculado con la
disminucién del riesgo de padecimientos crénicos, incluyendo trastornos del sistema
circulatorio, diabetes tipo 2, obesidad y cancer colorrectal (Mendoza, 2007). La
importancia de la FD en la dieta humana se refleja en las recomendaciones
nutricionales, que instan a un consumo diario de entre 28 y 35 g para adultos, con el
fin de favorecer la salud digestiva y el bienestar general (Pszczola, 2006).

Investigaciones recientes han demostrado que las frutas y vegetales (Yoon et al.,
2005) presentan un contenido de FD mayor que los cereales (Nyman et al., 1983;
Reyes et al., 1998) y las leguminosas (Saura-Calixto et al., 2002), y han sefialado el
valor de los subproductos como un aporte importante de fibra dietética de alta calidad,
con caracteristicas funcionales y posibles efectos benéficos para la salud humana
(Figuerola et al., 2005).

La FD se clasifica en dos categorias principales: soluble (FDS) e insoluble (FDI),

relacionando la solubilidad con las fibras que se disuelven en el agua, cada una con
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propiedades saludables especificas para los seres humanos (Gorinstein et al., 2001).
La FDS esta constituida por las secreciones de las plantas, constituyentes y agentes
quelantes. Por otra parte, la FDI la forman la celulosa, el almidén resistente, los
compuestos fendlicos y las estructuras lipidicas (Mendoza, 2007).

El uso de los desechos agroindustriales ha ganado interés por su potencial
aplicabilidad en la alimentacion humana (Figuerola et al., 2005; Nawirska y
Kwasniewska, 2005) y animal (Garcia et al., 2005). Los residuos provenientes de la
naranja han demostrado ser una fuente prometedora de ambas formas de FD
(Mendoza, 2007) con una proporcion significativa de fibra insoluble (Tamayo y
Bermudez, 1998). Estos subproductos representan aproximadamente el 50 % de la
naranja (Braddock,1995) y han despertado mucho interés debido a su abundancia y
disponibilidad en la industria y su contenido de FD (Braddock, 1995; Fernandez y
Rodriguez, 2001; Widmer, 2003; Mendoza, 2007).

2.3.2 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son combinaciones de diversos componentes quimicos
gue producen las plantas, las cuales les confieren su aroma distintivo y se emplean en
diversas aplicaciones (Stashenko, 2009). Estos compuestos aromaticos, volatiles y no
grasos no son solubles en agua, pero si lo son levemente en alcohol, grasas y aceites
vegetales (Londofio et al., 2012). Se encuentran en numerosas partes de las plantas,
como las flores, hojas, frutos y semillas y son ricos en terpenos, sesquiterpenos y
compuestos aromaticos (Juarez et al., 2010).

Los aceites esenciales de origen citrico son los mas producidos Yy
comercializados a nivel mundial, esto se debe a que los citricos son las frutas mas
cultivadas en el planeta (Sawamura, 2011), y estos aceites se encuentran
principalmente en su cascara (Razola-Diaz et al., 2021).

La cascara de naranja es un subproducto de la industria productora de jugos
(Stashenko, 2009; Ceron-Salazar y Cardona-Alzate, 2011), rica en aceites esenciales
que aportan su caracteristico aroma citrico y numerosos beneficios para la salud
(Rhind, 2012) y aplicaciones industriales (Dikmetas et al., 2024). El procedimiento para

obtener los aceites esenciales de la cadscara de naranja es crucial para preservar sus
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propiedades y garantizar su calidad. La destilacion por arrastre de vapor de agua es
un método muy comun para obtener estos aceites (Juarez et al., 2010), asi como el
prensado en frio (Gutiérrez-Escobar y Kaune-Sarabia, 2019).

Dentro de las propiedades de los aceites esenciales, destacan sus efectos
terapéuticos, que han sido reconocidos desde la antigiedad (Worwood, 2012; Baser
& Buchbauer, 2015). El aceite esencial de naranja ha sido empleado tradicionalmente
como antiespasmaodico, antiinflamatorio, antiséptico y como un tonico para el sistema
nervioso y circulatorio (Grainger y Wichtl, 2001; Vanaclocha y Caiiigueral, 2003; Brito
et al., 2010). Su componente principal es el d-limoneno (Weiss, 1997), el cual
proporciona su aroma caracteristico y exhibe una potente actividad antibacteriana y
antimicrobiana (Inouye et al., 2001; Vanaclocha y Caiiigueral, 2003; Bakkali et al.,
2008; Nannapaneni et al., 2008), lo que lo convierte en un ingrediente valioso.

Ademas de estas propiedades, los aceites esenciales de naranja son
ampliamente implementados en la industria alimentaria y cosmética (Rafols, 1964;
Berger, 2007; Sawamura, 2011). En la industria de alimentos, estos aceites se
emplean como saborizantes naturales en productos de panaderia y confiteria (Zhang
et al., 2017; Kringel et al., 2020; Kringel et al., 2021). En la industria cosmética, se
utilizan en la elaboracion de perfumes, jabones, lociones y productos de cuidado de la
piel (Rafols, 1964), debido a su agradable y dulce aroma (Berger, 2007; Sawamura,
2011).

2.3.3 Vitamina C

El acido ascorbico presente en la naranja, denominado comunmente como
vitamina C (Du et al., 2012), destaca como un nutriente esencial para todos los seres
vivos y juega un papel crucial en varias funciones bioldgicas y metabdlicas en el cuerpo
humano, como la produccion de colageno y fortalecimiento del sistema inmunolégico
(Polo et al., 2019). También es considerado el antioxidante soluble en agua mas
importante (Klimczak et al., 2007).

La vitamina C ha sido objeto de estudio e interés a lo largo de la historia. Su
nombre "ascorbico" deriva del prefijo "a-" (sin) y la palabra latina "escorbuto”, haciendo

referencia a la enfermedad que surge por su deficiencia (escorbuto), la cual fue
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reconocida en los siglos XV y XVI entre los marineros que carecian de acceso a
alimentos frescos durante largos viajes en el mar (Polo et al., 2019).

La vitamina C es una molécula fundamental para el organismo humano, que esta
involucrada en la generacion de tejidos conectivos, el procesamiento de grasas y
vitaminas, la produccion de hormonas y neurotransmisores y en la cicatrizacion de
heridas (Grosso et al., 2013), sintesis de colageno, el metabolismo de farmacos, la
absorcién de hierro (Polo et al., 2019), reparacion de arterias, actividad antiinfecciosa,
(Mauro-Martin y Garicano-Vilar, 2015) y prevencién de problemas cardiovasculares
(Ferrer, 2009). Su capacidad antioxidante le permite evitar el dafio celular provocado
por los radicales libres (Grosso et al., 2013), contribuyendo asi a la proteccion contra
enfermedades y la preservacién de la salud (Oxilia, 2010; Oliveira et al., 2011).

La relevancia de la vitamina C en la salud humana ha sido ampliamente
reconocida en estudios cientificos y recomendaciones nutricionales. Ademas de su
papel en la prevencion del escorbuto (Bastias y Cepero, 2016), se ha informado que
desempefia una funcion crucial en la disminucién del riesgo de afecciones cardiacas,
accidentes cerebrovasculares y cancer (Naidu, 2003), al favorecer la funcion
endotelial, reducir la presion arterial y evitar la oxidacion del colesterol (Grosso et al.,
2013). Ademas, su efecto antioxidante ayuda a reducir el estrés oxidativo y la
inflamacion, lo que contribuye a la prevencion de enfermedades neurodegenerativas
(Mardones, 2020). Estudios epidemioldgicos respaldan la asociacion entre una mayor
ingesta de vitamina C y una reduccién en el riesgo de estas enfermedades (Naidu,
2003).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) establece un rango de
60-100 mg/dia como recomendacion de ingesta diaria de vitamina C (Garcia-Gonzélez
et al., 2018). No obstante, otros estudios respaldan una ingesta diaria mayor, en el
rango de 100 a 120 mg/dia, para lograr una saturacion celular 6ptima (Naidu, 2003).

Los citricos, en particular las naranjas, se destacan por ser una fuente rica en
vitamina C (Marti et al., 2009; Sawalha et al., 2009; Amaya-Barbosa, 2022), con un
contenido elevado de &cido ascorbico en su composicion (De Ancos et al., 2017),
reportando valores entre 150 y 450 mg/L en el zumo de naranja (Gliszczynska-Swiglo

et al., 2004) y hasta 46 mg/100 g de fruta (De Ancos et al., 2017), lo que la convierte
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en una alternativa con alto valor nutricional para mantener niveles adecuados de este
micronutriente en la dieta (De Ancos et al., 2017).

Los subproductos de naranja, como los extractos y la cdscara, se emplean
ampliamente en la industria alimentaria y farmaceéutica por su riqueza de vitamina C,
se utilizan como aditivos alimentarios para enriquecer productos procesados, asi como
en la formulacion de suplementos nutricionales y productos farmacéuticos con el fin de

promover la salud y calidad de vida del ser humano (Garcia-Gonzélez et al., 2018).

2.3.4 Compuestos Fendlicos

Los compuestos fendlicos son un conjunto variado de compuestos bioactivos que
estan presentes en diferentes productos de origen vegetal, especialmente en frutas y
verduras (Martinez-Valverde et al., 2000). Dichos compuestos han generado un
notable interés dentro de la comunidad cientifica por sus posibles beneficios en la
salud humana (Steinmetz y Potter, 1996; Kaur y Kapoor, 2001; Creus, 2004; Scalbert
et al., 2005). Entre los compuestos fendlicos mas estudiados se hallan los acidos
fendlicos, flavonoides y taninos condensados (King & Young, 1999), cada uno con
caracteristicas propias y ventajas para la salud (Abd-Elgadir et al., 2023). Aunque las
frutas y verduras tienen la mayoria de sus fitoquimicos en forma libre los compuestos
fendlicos ligados tienen gran importancia, ya que contribuyen a liberar fracciones de
azucar a lo largo del proceso alimentario (Acosta-Estrada et al., 2014), ademas brindan
beneficios para la salud por sus fuertes actividades biolégicas (Wang et al., 2020).

Una dieta alta en compuestos fenodlicos se ha relacionado con una serie de
aportes favorables para la salud, entre ellos la disminucion del riesgo de enfermedades
cardiacas (Dauchet et al., 2006), cancer (Zhang et al., 2009), presién arterial alta
(Mignone et al., 2009), y diabetes (Zafra-Stone et al., 2007). Estos efectos protectores
se atribuyen a los potentes atributos antioxidantes y contra el cancer, antivirales y
antiinflamatorias de los compuestos fendélicos (Bouskela et al., 1997; Tanaka et al.,
1997; Ghasemi et al., 2009), que ayudan a combatir el estrés oxidativo y la inflamacion
en el organismo humano (Santacruz et al., 2020).

Debido a las propiedades cancerigenas y efectos toxicos de los aditivos sintéticos

como el butilhidroxianisol (BHA) y el butilhidroxitolueno (BHT), se han buscado
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alternativas naturales que promuevan una alimentaciéon mas saludable y sostenible
(Moure et al.,, 2001; Ak y Giuilgin, 2008). Los extractos fendlicos obtenidos de
subproductos de la industria alimentaria, como las cascaras de naranja, han surgido
como una opcion prometedora porque contienen acidos fendlicos, flavonoides y otros
antioxidantes (Bocco et al., 1998; M’hiri, 2015), que se utilizan como aditivos naturales
en alimentos y bebidas (Gorinstein et al., 2001; Rincon et al., 2005).

Las cascaras de naranja son particularmente abundantes en compuestos
fendlicos (Bouskela et al., 1997; Tanaka et al., 1997), con concentraciones
significativas de flavonoides (Sawalha et al., 2009). Estos compuestos le otorgan el
color y el sabor caracteristicos de las naranjas (Martinez-Valverde et al., 2000), pero
también tienen importantes beneficios para la salud. Los flavonoides localizados en las
cascaras de naranja han demostrado tener propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias y anticancerigenas, esto los posiciona como una alternativa de gran
utilidad para la industria alimentaria (Testai y Calderone, 2017; Amaya-Barbosa, 2022).

Ademas de sus ventajas para la salud humana, los compuestos fenélicos pueden
tener aplicaciones en la alimentacion animal (Creus, 2004). Aunque tradicionalmente
se consideraban antinutrientes debido a su efecto sobre la digestibilidad de las
proteinas, hoy en dia se reconoce que los polifenoles pueden influir positivamente en
la salud animal, con la mejora del funcionamiento digestivo y la prevencion de

enfermedades (Creus, 2004).

2.4 Beneficios para la Salud Humana de la Naranja y sus Subproductos

La naranja se destaca por ser una fuente abundante de nutrientes benéficos para
la salud humana (Kalenok, 2020; Maldonado et al., 2020). Fiestas-Panta (2022)
destaca su contenido en potasio, el cual favorece funciones celulares vitales como la
transmision nerviosay la actividad muscular, y en magnesio, que refuerza la inmunidad
y mejora la funcién intestinal. También indica que la presencia de fibra promueve un
transito intestinal saludable, y la vitamina C que contiene es esencial para la
generacion de colageno, glébulos rojos, absorcion de hierro y defensa contra
infecciones; ademas su contenido de 3-caroteno, el cual se transforma en vitamina A

en el cuerpo, protege la piel, los huesos y fortalece el sistema inmune (Fiestas-Panta,
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2022).

Otros investigadores respaldan los efectos antioxidantes, antiinflamatorios,
antimicrobianos y anticancerigenos de la naranja y sus subproductos, reportan la
presencia de flavonoides y carotenoides, que han demostrado tener efectos
protectores contra diversas enfermedades (Kalenok, 2020; Maldonado et al., 2020;
Fiestas-Panta, 2022), ademas ayuda considerablemente a las personas con higado
graso (Naranjas DonGusto, 2020).

La cascara de naranja es rica en hesperidina, esta sustancia muestra
propiedades antidepresivas y antiangiogénicas, por lo que es un recurso valioso para

la salud mental y fisica (Maldonado et al., 2020).

2.5 Analisis Fitoquimicos para Determinar Calidad Nutracéutica

2.5.1 Andlisis de Compuestos Fendlicos

2.5.1.1 Extraccién de compuestos fendlicos

La eleccidbn de un método adecuado para extraer compuestos fendlicos es
esencial para maximizar su recuperacion de materiales vegetales, los mas utilizados
incluyen técnicas tanto convencionales como no convencionales (Alara et al., 2021).

Entre las técnicas convencionales destacan la extraccion liquido-liquido (LLE) y
la extraccion en fase sélida (SPE). Estos métodos se han utilizado ampliamente para
aislar compuestos fendlicos de diversas fuentes vegetales y residuos agroalimentarios
(Garcia-Salas et al., 2010).

Sin embargo, la extraccion con fluidos supercriticos (SFE), la extraccion asistida
por microondas (MAE) y la extraccion asistida por ultrasonidos (UAE), que son
métodos no convencionales, han ganado popularidad debido a su mayor rendimiento
y menor repercusion ambiental (Xu et al., 2017; Panzella et al., 2020). Estas técnicas
son consideradas "verdes" por su menor uso de solventes y menores tiempos de
extraccion (Panzella et al., 2020).

Ballesteros et al. (2014), Mokrani y Madani (2016), Alcantara et al. (2019) y

Rodrigues et al. (2023) reportan la utilizacion de metanol, etanol, acetona 'y agua o una
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mezcla entre estos como solventes para la recuperacion de compuestos fendlicos en
diversos productos alimenticios. En patrticular, la acetona al 80 % ha demostrado ser
efectiva para carcuma y jengibre, mientras que el etanol al 80 % es méas adecuado
para hojas de curry (Sepahpour et al., 2018). Asimismo, el etanol al 90 % se utiliza
como cosolvente en SFE (Espinosa-Pardo et al., 2017). Sin embargo, las condiciones
de extraccion mas eficientes en hojas de naranja se reportan con una solucion
metanolica al 90% (Uysal et al., 2018).

Para residuos citricos, como las cascaras de pomelo, el etanol ha sido eficaz en
la extracciéon de hasta un 74% de compuestos fendlicos, con un aumento en la
eficiencia a temperaturas elevadas (Li et al., 2006 a; Li et al., 2006 b). El proceso de
extraccion con liquidos presurizados (PLE) usando agua y etanol también se ha
aplicado exitosamente para recuperar compuestos fenélicos de subproductos como la
cascara de naranja (Barrales et al.,, 2018). La combinacion de metanol:H20:HCI
durante 30 min es eficaz en la extraccion 6ptima de acidos fendélicos en cascaras de

citricos (Magwaza et al., 2015).

2.5.1.2 Determinacion de compuestos fendlicos

2.5.1.2.1. Fenoles totales. El método de Folin-Ciocalteu es cominmente empleado
para la determinacién de fenoles totales en alimentos y bebidas debido a su bajo costo,
confiabilidad y versatilidad (Olgun et al., 2014; Dominguez-Lépez et al., 2023). Se basa
en la capacidad reductora de los compuestos fendlicos, que reaccionan con el reactivo
de Folin-Ciocalteu para formar un complejo coloreado, el cual puede ser medido
espectrofotométricamente (Medina, 2011). Este ensayo ha sido validado como una
herramienta confiable para la medicion de fenoles totales, lo que lo convierte en una
opcion eficiente para estimar la capacidad antioxidante de alimentos como el vino, el
aceite de oliva, frutas y verduras (Dominguez-L6pez et al., 2023; Pérez et al., 2023).

Varios estudios utilizan acido galico como parametro de comparacion para la curva de
calibracion de los fenoles totales (Singleton & Rossi, 1965; Medina, 2011; Chen et al.,
2015; Kupina et al., 2018), proporcionando resultados consistentes y reproducibles

(Singleton & Rossi, 1965; Chen et al., 2015). Al optimizar y validar el método de Folin-
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Ciocalteu, se ha demostrado su conveniencia y simplicidad para analizar fenoles

totales en productos naturales (Chen et al., 2015).

2.5.1.2.2. Flavonoides. La determinacién de flavonoides en matrices alimenticias y
vegetales puede realizarse a través de diversas técnicas (Pefarrieta et al., 2007). Sin
embargo, el método del cloruro de aluminio es uno de los procedimientos mas
comunmente empleados (Jara-Angeles, 2018). Este método, ampliamente utilizado y
validado por estudios previos (Cvek et al.,, 2007; You-y, 2015; Mati¢ et al., 2017),
basado en una reaccion colorimétrica en la que los flavonoides interactian con el
cloruro de aluminio (Bhaigyabati et al., 2014), lo que permite una cuantificacion precisa,
reproducible, econdmica y rapida (Csepregi et al., 2013; Danilina et al., 2021).

Este método de cuantificacion de flavonoides ha sido aplicado en variedad de
productos, por ejemplo: Kurdyukov et al. (2021) utilizaron una extraccién de etanol al
70% en hojas de moringa logrando un andalisis eficiente y preciso. Por otro lado, You-
y (2015) obtuvo una alta recuperacion de flavonoides en la fruta de Pyracantha
fortuneana mediante este método. También fue exitosamente aplicado en evaluacion
de tinturas de propéleo con etanol al 80 % como solvente, resultando un extracto de
alta calidad (Cvek et al., 2007). Kutateladze & Fedoseeva (2019) lo validaron en la
hierba acedera comun y Magalhdes et al. (2012) en vinos tintos y tés, ambos con
resultados precisos y rapidos. Este enfoque ha sido aplicado exitosamente en estudios
gue evidencian su versatilidad y confiabilidad en diversas aplicaciones (Cvek et al.,
2007; Magalhdes et al.,, 2012; You-y, 2015; Kutateladze & Fedoseeva, 2019;
Kurdyukov et al., 2021).

Este procedimiento ha demostrado ser especialmente eficaz en productos como la
cascara de citricos, con alta estabilidad, precision y repetibilidad y ha sido validado
para cuantificar el contenido total de flavonoides e isoflavonoides en extractos de
naranja, demostrando especificidad, linealidad y reproducibilidad satisfactorias (Mati¢
et al., 2017; Danilina et al., 2021).

A pesar de sus ventajas, algunos estudios han sefalado limitaciones metodologicas
en el uso del cloruro de aluminio, como es el caso de Shraim et al. (2021), quienes

identificaron fallas conceptuales que pueden llevar a diferencias significativas al
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determinar el contenido de flavonoides, lo que sugiere que este método debe ser

utilizado con precaucion.

2.5.1.3 Identificacién y cuantificaciéon de compuestos fendlicos

La HPLC es un método analitico que se emplea para el analisis y cuantificacion
de compuestos fendlicos en productos alimenticios naturales (Mizzi et al., 2020). Este
método permite separar compuestos con tiempos de retencion similares (Mizzi et al.,
2020) y proporciona una cuantificacion precisa y exacta de diversos fenoles, con la
capacidad de analizar hasta 48 compuestos en una sola inyeccion (Gémez-Alonso et
al., 2007). La HPLC se ha utilizado eficazmente para analizar compuestos fendlicos en
frutas y productos vegetales, mostrando una buena correlacién con la técnica de Folin-
Ciocalteu (Tsao & Yang, 2003).

Entre los sistemas mas utilizados, la HPLC conectada a un detector de arreglo
de diodos (HPLC-DAD) es particularmente eficaz para la cuantificacion de acidos
fendlicos en alimentos vegetales, con excelentes resultados en términos de eficiencia
de recuperacion (Mattila & Kumpulainen, 2002; Jauregui et al., 2005; Gonzalez-
Gonzalez et al., 2019). Ademas, ha demostrado ser sensible, preciso y puntual en el
analisis simultdneo de multiples compuestos fendlicos (Kori & Sharma, 2022; Flandez
et al., 2023).

2.5.2 Capacidad Antioxidante

La actividad antioxidante en los alimentos es un aspecto clave para evaluar su
composicién nutricional y las ventajas que ofrecen para la salud (Puchau et al., 2009;
Apak et al., 2016; Zujko et al., 2022). La capacidad antioxidante total de la dieta (DTAC)
se ha identificado como un factor crucial para prevenir enfermedades crénicas,
especialmente cardiovasculares, puesto que esta asociada con una calidad superior
de la dieta y una disminucién del padecimiento estas patologias (Puchau et al., 2009;
Zujko et al., 2022). Los antioxidantes presentes en frutas, verduras y productos
naturales son compuestos que protegen al organismo al neutralizar los radicales libres
(Caliskan & Caligkan, 2021; Ashok et al., 2022; Chaudhary et al., 2023), los cuales

causan dafios celulares y estan vinculados al desarrollo de enfermedades, la
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inflamacion y el envejecimiento prematuro (Droge, 2002; Maddu, 2019; Chaudhary et
al., 2023; Rahaman et al., 2023). Mediante mecanismos como la transferencia de
atomos de hidrogeno y electrones y la quelaciéon de metales de transicion, los
antioxidantes previenen la oxidacion y protegen estructuras biologicas criticas como
los lipidos, proteinas y ADN (Santos-Sanchez et al., 2019). Los ensayos DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidracilo), ABTS (acido 2,2'-azino-bis[3-etilbenzotiazolin]-6-sulfénico) y
FRAP (Capacidad de reduccion férrica del plasma) son métodos comunes para evaluar
los efectos antioxidantes de los alimentos (Dudonné et al., 2009; Munteanu & Apetrei,
2021), y es necesario considerar que los valores obtenidos deben compararse solo
cuando se utilizan los mismos métodos y solventes, ya que los componentes no
antioxidantes de los alimentos pueden interferir en los resultados (Pérez-Jiménez &
Saura-Calixto, 2006).

2.5.2.1 DPPH

El analisis DPPH es ampliamente utilizado para evaluar la capacidad antioxidante
de productos alimenticios, extractos y compuestos biolégicos (Kedare & Singh, 2011;
Angeli et al.,, 2021), por ser una técnica simple, econdmica y confiable para la
investigacion (Sirivibulkovit et al., 2018).

Varios autores han reportado su utilizacién en la investigacion nutricional para
analizar la capacidad de los fenoles de transferir atomos de hidrogeno (Goupy et al.,
2003), para caracterizar los antioxidantes vegetales que aumentan en el suero
después de la ingesta de frutas y verduras (Chrzczanowicz et al., 2008) y para
determinar la actividad antioxidante en diversas muestras, como platano, té verde,
guayaba rosada y meldn dulce (Musa et al., 2013). En la industria alimentaria se ha
empleado en productos alimenticios, como frutas y verduras (Stratil et al., 2006; Angeli
et al., 2021; Gulcin & Alwasel, 2023). En la investigacion farmacéutica, se usa para
evaluar el potencial antioxidante de compuestos en el desarrollo de nuevos
medicamentos (Kedare & Singh, 2011), y ha sido aplicado en el andlisis de flavonas
en inyecciones farmaceéuticas y plasma de rata (Yao et al., 2017).

El procedimiento de este ensayo consiste en medir el cambio de concentracion

del radical DPPH tras su reaccion con un antioxidante (Pyrzynska & Pekal, 2013). Para
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ello, se mezcla el compuesto o extracto en estudio con una solucion de DPPH y se
registra la absorbancia luego de un periodo definido (Kedare & Singh, 2011). Durante
la reaccion, los radicales libres del DPPH se convierten en moléculas estables, lo que
genera una reduccion del tono violeta caracteristico del radical a un color amarillo
palido (Sirivibulkovit et al., 2018). Diversos autores sugieren el uso de metanol, agua
o combinaciones de estos solventes como blanco del ensayo (Koleva et al., 2000; Xie
& Schaich, 2014; Gang et al., 2021; La et al., 2021).

Sin embargo, el ensayo DPPH presenta diversas limitaciones por su
susceptibilidad a interferencias, lo que puede alterar la precision de los resultados,
ademas de su baja reactividad hacia los péptidos, lo que restringe su aplicabilidad en
ciertos estudios (Zheng et al., 2015). También presenta algunas dificultades técnicas
en su realizacién, que complican la obtencion de datos consistentes (Carmona-
Jiménez et al., 2014). Ademas, el ensayo presenta imprecisiones en su velocidad de
reaccion inicial y dificultades para distinguir los mecanismos de reaccion en diferentes
solventes y valores de pH (Xie & Schaich, 2014).

A pesar de estas limitaciones, se considera un ensayo eficaz para caracterizar
rapidamente compuestos antioxidantes en sistemas alimentarios y metabdlicos

humanos (Nuengchamnong & Ingkaninan, 2010; Gulcin & Alwasel, 2023).

2.5.2.2 ABTS

El ensayo ABTS se ha utilizado extensamente para cuantificar la actividad
antioxidante de diversas muestras alimentarias y biologicas (Erel, 2003; Milardovi¢ et
al., 2007; Wotosiak et al., 2021; George et al., 2022), siendo una técnica versatil, rapida
y precisa (Kut et al., 2022; Cano et al., 2023). Su uso es comun en estudios de
antioxidantes debido a su capacidad para evaluar tanto antioxidantes hidrofilicos como
lipofilicos (Re et al., 1999; Cano et al., 2023)., lo que lo hace idéneo para diversas
aplicaciones en investigacion nutricional y alimentaria (Rice-evans & Miller, 1997;
Serpen et al., 2012).

Este ensayo ha sido empleado en la valoracidon de la capacidad de los
compuestos fendlicos para transferir electrones, un proceso clave en la neutralizacion

de radicales libres (Campos & Lissi, 1997; llyasov et al., 2020). También ha sido
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utilizado para analizar actividad antioxidante en frutas (Ozgen et al., 2006; Rufino et
al., 2010), verduras (Nilsson et al., 2005), jugos de vegetales (Wootton-Beard et al.,
2011), extractos de plantas (Chaves et al., 2020), microalgas y cianobacterias (Guedes
et al., 2013), componentes dietéticos, lipoproteinas de baja densidad y plasma (Rice-
evans y Miller, 1997).

El procedimiento del analisis ABTS consiste en la formacion del cation radical
ABTS+ mediante la reaccion de ABTS con el persulfato de potasio y se reduce con
antioxidantes donadores de hidrégeno (Re et al., 1999), normalmente se calcula la
absorbancia a 734 nm (Wang et al., 2010; Tian & Schaich, 2013; Kut et al., 2022). La
intensidad de la variacion del color, que va de azul/verde a incoloro, se relaciona
directamente con el potencial antioxidante de la muestra en estudio (Wang et al., 2010;
Rubio et al., 2016).

El ensayo ABTS ofrece ventajas como simplicidad, rapidez y mayor sensibilidad
en comparaciéon con otros ensayos (Gortusik et al., 2020), facilidad de uso y
adaptabilidad a sistemas de alto rendimiento (Cano et al., 2023). Asimismo, el ensayo
se puede emplear en sistemas acuosos Y lipofilicos (Re et al., 1999), y es estable en
un rango extenso de pH, lo que lo hace versatil para diferentes tipos de alimentos (Ferri
et al., 2013).

A pesar de sus beneficios, también presenta limitaciones, ya que puede verse
afectado por interferencias causadas por materiales derivados de plantas como jugos
de citricos y vinos al medir la actividad antioxidante (Arnao, 2000), hay reacciones
especificas que pueden sesgar una comparacion entre antioxidantes (llyasov et al.,
2020), y su capacidad para clasificar la extincion real de radicales por compuestos con
diferentes estructuras es cuestionable (Tian & Schaich, 2013). Sin embargo, puede
recomendarse con ciertas reservas (llyasov et al., 2020), ya es un método sensible,

selectivo y preciso (Koleva et al., 2001).

2.5.2.3 FRAP
El ensayo FRAP es frecuentemente empleado para analizar la capacidad
antioxidante en productos alimenticios, extractos y compuestos biolégicos (Berker et

al., 2007; Torre et al., 2015). Este método destaca por ser simple, econémico y
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reproducible (Griffin & Bhagooli, 2004), por lo que es un recurso muy util en la
investigacion cientifica (Benzie & Strain, 1996; Jones et al., 2019).

El ensayo FRAP tiene muchas posibles aplicaciones, ya que ha sido empleado
para medir el potencial antioxidante en corales (Griffin & Bhagooli, 2004) hasta la
evaluacion de sangre almacenada (Hsieh & Rajashekaraiah, 2021). FRAP es
ampliamente aplicado para detectar antioxidantes en alimentos y bebidas (Jones et
al., 2019), asi como en extractos de plantas, cervezas, vinos, y muestras bioldgicas
como suero y orina (Lim & Lim, 2013; Souza & Moya, 2015). Raudonis et al. (2012)
estudiaron la capacidad de neutralizacion de radicales y de reduccién férrica en las
fresas mediante este ensayo, mientras que Mokrani & Madani (2016) lo hicieron en
melocotones. Ademas, se usa para comprobar la actividad antioxidante de céscara,
pulpa y semillas de frutas comunes (Guo et al., 2003), y de frutas y cereales (Stratil et
al., 2007).

El ensayo FRAP es una técnica simple y automatizada que mide el poder
antioxidante total de los compuestos al evaluar su capacidad para reducir iones férricos
a ferrosos, en presencia de 2,4,6-Tri(2-piridil)-s-triazina (TPTZ), generando un
complejo coloreado, cuyos resultados se derivan de la variacion de absorbancia a 593
nm entre las mezclas de prueba y las que presentan iones ferrosos en concentracion
conocida (Benzie & Strain, 1996; Berker et al., 2007).

Tiene como ventajas su bajo costo, la facilidad de preparacién de los reactivos y
la reproducibilidad, simplicidad y rapidez (Benzie & Strain, 1996). Sin embargo, Ou et
al. (2002) y Clarke et al. (2013) reportan inconvenientes como interferencias de pH,
compuestos no antioxidantes y matrices complejas, cinética de reaccién y métodos de

cuantificacion.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de Realizacion y Obtenciéon de la Muestra

El trabajo se realizé en la Facultad de Agronomia de la UANL, en el Centro de
Investigacion y Desarrollo en Industrias Alimentarias (CIDIA) y en el laboratorio de
Quimica y Bioquimica de la misma institucion. Las naranjas obtenidas tenian dos dias
de realizado el corte y se obtuvieron del municipio de Montemorelos, del estado de
Nuevo Lebn, México, localizada geograficamente en latitud 25°11'20" norte y longitud
99°49'43"oeste con una altitud de 422 m.s.n.m. La zona cuenta con una vegetacion
variada, entre las que destacan el matorral submontano, algunos pastizales dispersos

y yucas, palmas, xerofilas, entre otras. Ademas, tiene un clima calido y humedo.

3.2 Caracterizacion del Lote de Naranjas
Se selecciond una muestra representativa y se realizaron 21 mediciones en la
poblacion total de la muestra adquirida. Se utiliz6 un muestreo aleatorio para asegurar

la representatividad de las naranjas y minimizar cualquier sesgo en la seleccion.

3.2.1 Medicion del Grosor de la Cascara

Se empled un calibrador vernier digital (Steren) para determinar el grosor de la
cascara de las naranjas en milimetros en varios puntos. Se cortaron las naranjas de
manera transversal (a la mitad) con un cuchillo limpio y afilado, se colocaron las
mandibulas del calibrador vernier digital en los extremos opuestos de la cascara
(desde la superficie externa del flavedo hasta el limite interno del albedo) y se leyo el
valor del grosor en la pantalla del calibrador digital para tomar el dato.

3.2.2 Medicion del pH del Jugo

El pH del jugo fue determinado con un potenciémetro (Hanna®), previamente
calibrado con solucion de calibracion de pH 7 y 4 (Reactivos Baker'®) segun la
indicacion de las normas y procedimientos estandar en el laboratorio y del fabricante
del equipo. Se colocé el electrodo dentro de 10 mL del jugo de naranja obtenido

manualmente y se anoto6 el dato que aparecio en la pantalla.
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3.2.3 Contenido de Sélidos Totales (°Brix)
Se utilizé un refractometro portatil (ATAGO®) y el procedimiento consistié en
colocar una gota del zumo de naranja extraido manualmente y registrar el valor

obtenido.

3.3 Caracterizacion Funcional y Nutracéutica del Subproducto de Naranja

3.3.1 Obtencién de la Muestra

La muestra se obtuvo del subproducto resultante de la obtencién del zumo de las
naranjas con un equipo automatico (modelo 2000 A) de extraccion de jugo. El
subproducto generado se colocd en una bolsa de plastico de color negro y fue
almacenado a temperatura ambiente y fue monitoreada con un higrémetro, se registrd
humedad y temperatura hasta que presentaron una sobremaduracion, identificada a
través de varios factores visuales y sensoriales, entre ellos la apariencia fisica de las
naranjas, el cambio de color y textura, la aparicion de hongos y signos visibles de

descomposicién como olor fuerte y fermentado.

3.3.2 Preparacion de la Muestra

Cada dia se sacaron aleatoriamente seis muestras, cada muestra consistio en la
mitad del subproducto de una naranja. Después se secaron entre 55-60 °C por 48 h
en una estufa de secado, teniendo en cuenta la metodologia descrita por Boschini
(2001), y se repiti6 el procedimiento hasta que las muestras presentaron la

sobremaduracion antes mencionada.

3.3.3 Determinacién de Materia Seca
El andlisis de materia seca se realiz6 colocando el subproducto de naranja en
una estufa de secado siguiendo el método descrito por Boschini (2001), pesando las
muestras de subproducto antes y después del secado. El calculo se realizé con la
ecuacion:
peso seco

% materia seca = —————— * 100
peso inicial
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3.3.4 Procesamiento de la Muestra

El subproducto seco se molié en un procesador de alimentos (Oster®) por 30 s.
La harina obtenida se almacen6 dentro de bolsas herméticas en congelacién (-20 °C)
y se protegio de la luz hasta su evaluacién posterior.

3.3.5 Extraccion de Compuestos Fendlicos

3.3.5.1 Extraccién de compuestos fendlicos libres

Los compuestos fendlicos libres se extrajeron con base en la metodologia de
Rodriguez-Salinas et al. (2020), con ligeras variantes. Brevemente, el procedimiento
consistié en pesar de 200 mg de subproducto de naranja en un tubo de ensayo. Se
afiadieron 3 mL de metanol al 80 % (80:20 metanol:agua v/v) y se purgaron con flujo
de nitrogeno por 30 s, se agitaron durante 1 h en una plancha a 200 rpm protegidos
de la luz. Finalmente se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 min, el sobrenadante fue
recuperado y almacenado a -20 °C, protegido de la luz hasta su analisis posterior. Se

realizaron seis réplicas de cada muestra.

3.3.5.2 Extraccion de compuestos fendlicos ligados

El procedimiento para extraer los compuestos fendlicos ligados fue realizado
segun el método descrito por Rodriguez-Salinas et al. (2020), con algunas
modificaciones. De forma breve, se agregaron 3 mL de NaOH 2 M al tubo que contenia
el pellet restante de los extractos libres, se purgaron con flujo de nitrégeno por 30 sy
se agitaron en una plancha a 200 rpm por 2 h protegidos de la luz. La reaccion alcalina
se detuvo agregando 2 mL de HCI concentrado hasta obtener un pH = 2.
Posteriormente, los extractos se pasaron a un tubo Falcon de 15 mL y se agregaron 6
mL de acetato de etilo, se agitaron manualmente por 1 min, se centrifugaron a 4000
rpm durante 5 min y el sobrenadante fue recolectado en un tubo de ensayo con rosca.
Este procedimiento se realiz6 dos veces por cada muestra. El sobrenadante
recolectado se evaporo usando un rotavapor. Por ultimo, el residuo se diluy6 en 3 mL
de metanol al 80 %, y el extracto se almacend a -20 °C, protegido de la luz hasta su

posterior andlisis.
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3.3.6 Andlisis Fitoquimicos

3.3.6.1 Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales se evalu6 mediante el método colorimétrico
basado en la reaccion del reactivo de Folin-Ciocalteu, segun lo reportado por
Lépez-Contreras et al. (2015), con algunas modificaciones. Brevemente, se colocaron
0.2 mL de extracto fendélico en 2.6 mL de agua destilada, se oxidé con 0.2 mL de
reactivo de Folin-Ciocalteu y a los 5 min se neutralizé con 2 mL de una solucion de
Na2COs al 7 %. La reaccion se realizé en oscuridad durante 90 min, luego se registro
la absorbancia de las muestras a una longitud de onda de 750 nm con un
espectrofotometro (SP-830 Plus, Barnstead, Turner, EUA). Para la curva de calibracién
se utilizé acido gélico como estandar (0 a 200 mg/L). Los resultados se reportaron en
g equivalentes de acido galico por cada 100 g de muestra (g EAG/100 g). El blanco

utilizado fue metanol al 80 %.

3.3.6.2 Contenido de flavonoides

El contenido de flavonoides se cuantificO mediante la reaccion del cloruro de
aluminio utilizando el método enunciado por Lépez-Contreras et al. (2015), con
algunas modificaciones. De forma resumida, se afiadieron 3.5 mL de agua destilada a
0.2 mL de extracto fendlico, luego 0.15 mL de una solucién de NaNO:2 al 5 % y se
dejaron reaccionar por 5 min. Posteriormente, se afiadieron 0.15 mL de una solucién
de AICIs al 10 %, y 5 min después se afiadieron 1.0 mL de NaOH 1 M. Se dejaron
reaccionar por 15 min en oscuridad y la absorbancia de las muestras fue medida a 510
nm con un espectrofotometro (SP-830 Plus, Barnstead, Turner, EUA). Se utilizé
catequina como estandar para la curva de calibracion (0 a 200 mg/L). Los resultados
fueron expresados en g equivalentes de catequina por cada 100 g de muestra (g
EC/100 g).

3.3.6.3 Capacidad antioxidante
La medicion de actividad antioxidante se realizé por los ensayos DPPH, ABTS y

FRAP, con un espectrofotdmetro (SP-830 Plus, Barnstead, Turner, EUA). Como curva
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patrén se utilizé Trolox en concentraciones de 0-500 uM y los valores se expresaron

en UM equivalentes de Trolox por cada 100 g de materia seca (UM ET/100 g).

3.3.6.3.1 DPPH. La capacidad antioxidante de los extractos metandlicos del
subproducto de naranja se evalué con el ensayo DPPH. Se prepard una solucion de
trabajo en concentracion de DPPH a 60 uM. Posteriormente se afiadio metanol al 80
% para ajustar la absorbancia a 1.0 nm, con una longitud de onda de 517 nm. El
andlisis se efectu6 mediante la mezcla de 100 L de extracto metanolico con 3 mL de
la solucién DPPH, que se mantuvo en reposo durante 30 min alejada de la luz. La
absorbancia de las muestras se midié a 517 nm de longitud de onda. Como blanco se

utilizé metanol al 80 % (Lépez-Contreras et al., 2015).

3.3.6.3.2 ABTS. El radical ABTS se preparé con la mezcla de 1 mL del reactivo ABTS
a7.4mMy1mL de K2S20s a 2.6 mM, y se dejo reaccionar por 12 h en oscuridad. La
solucion ABTS se preparo diluyendo el radical ABTS en metanol al 80 % hasta obtener
una absorbancia de 1.0 nm con una longitud de onda de 734 nm. El ensayo consistio
en afiadir 100 pL del extracto metandlico a 3 mL de la solucién ABTS y se dejé por 30
min en oscuridad. Finalmente se midié la absorbancia de las muestras a una longitud

de onda de 734 nm, con metanol al 80 % como blanco (L6pez-Contreras et al., 2015).

3.3.6.3.3 FRAP. La solucion FRAP se prepardé con 0.155 g de acetato de sodio
trinidratado con 0.8 mL de acido acético aforados en 50 mL de agua destilada, 0.0156
g de TPTZ en 5 mL de HCI 40 mM (0.073 mL de HCI al 34 % aforados en 50 mL de
agua) y 0.027 g de cloruro de hierro hexahidratado en 5 mL de agua. El procedimiento
se realiz6 mezclando los reactivos a 37 °C, agregando primeramente el TPTZ (10 mM)
al acetato de sodio (300 mM) agitando ligeramente, luego se agregé lentamente el
cloruro de hierro hexahidratado. Para el ensayo se mezclaron 100 pL del extracto con
3 mL del reactivo FRAP. Después, se incubd a 37 °C por 30 min en oscuridad.
Finalmente, se midio la absorbancia a una longitud de onda de 593 nm. Para el ajuste

a cero se utilizo el reactivo FRAP (Lépez-Contreras et al., 2015).
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3.3.7 Anadlisis Cromatografico (HPLC-DAD)

La identificacion y cuantificacion de los compuestos fendlicos se realizo6 mediante
un equipo HPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity), equipado con bomba cuaternaria
Agilent 1260 (G1311B), detector con arreglo de diodos (DAD) Agilent 1260 (G4212B)
y como fase estacionaria se utilizé una columna analitica Supelco Nucleosil® C-18 de
fase de reversa (100 mm x 3 mm de i.d., 5 um). Como fase movil se utilizé6 agua
acidificada al 1 % (solvente A) y metanol acidificado al 1 % (solvente B), ambos con
acido acético (CH;COOH). El flujo fue de 0.7 mL/min a 25 °C, con un tiempo de corrida
de 60 min. El gradiente utilizado fue: 0 min, 95 % A; 4 min, 95 % A; 20 min, 73 % A; 50
min, 5 % A; 57 min, 99 % A; 58 min 99 % A; 60 min 95 % A. Se utilizé una inyeccién
de 10 pL con un tiempo de post-corrida de 5 min. Se obtuvo el espectro de compuestos
polifendlicos en la region UV (200 a 400 nm). Se prepard una curva de calibracion con
estandares externos (Sigma Aldrich) de acido gélico, &cido clorogénico, acido cafeico,
acido p-cumarico, acido 4-hidroxibenzoico, acido ferdlico y acido sinapico diluidos en
metanol al 80 % en concentraciones de 0 a 160 mg/L y los resultados se expresaron
como mg por cada L de muestra (mg/L) para cada compuesto. Se realiz6 mediante el

método reportado por Rodriguez-Salinas et al. (2020).

3.3.8 Analisis Estadistico

Para analizar el efecto del tiempo de almacenamiento en el contenido de fenoles,
flavonoides y la capacidad antioxidante de los subproductos de naranja, se utilizé un
Disefio Completamente al Azar (DCA) para cada tipo de extracto, que fueron los
extractos libres y ligados. Los tratamientos correspondieron a los dias de
almacenamiento: dia 0, dia 2 y dia 4. La unidad experimental estuvo representada por
los extractos del subproducto de naranja, libres o ligados, mientras que las variables
respuesta fueron el contenido de fenoles, flavonoides o la capacidad antioxidante,
dependiendo del analisis realizado en cada ocasion. Se analizaron seis repeticiones
de cada muestra para cada tratamiento. El analisis de los datos se realizé6 mediante
un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, utilizando el software estadistico Minitab
version 17. Los resultados se expresaron como media + desviacion estandar de las

repeticiones. Se aplicé una prueba de comparacion de medias de Tukey cuando se
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observaron diferencias estadisticamente significativas. Se establecié un nivel de

significancia del 5 % (p < 0.05) durante toda la investigacion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion del Lote de Naranjas

4.1.1 Medicion del Grosor de la Cascara

La cascara de las naranjas en el presente estudio mostrd valores que variaron
de 3.15 a 5.96 mm, con un promedio de 4.35 mm (Cuadro 2). Estos resultados
concuerdan con lo informado por Russian (2006) con valores de 3.3 a 4.8 mm,
asimismo, con (Flores et al., 2010), con valores promedio de 5 mm y Duarte et al.
(2011) con grosores entre 4.0 y 5.2 mm, quienes ademas mencionaron que no hay
correlacion entre el grosor de céscara, el tamafio del fruto, ni la carga de fruto en el
arbol. Sin embargo, Yara (2024) mencioné que la aplicacion de fertilizantes con
nitrdgeno y potasio puede incrementar el grosor de la cascara. Por otra parte, Francois
& Clark (1980) reportan valores de 5 a 5.2 mm e informaron que la salinidad del suelo
puede reducir el grosor de la cascara. Por otro lado, Aydinsakir et al. (2021) reportaron
que los diferentes enfoques de riego no influyen en el grosor de la cascara e informaron
valores de 5.0 a 6.0 mm, consistente con los valores maximos observados en este
estudio. Finalmente, Mazzuz (1996) menciona que los frutos con cascaras mas
delgadas son mas faciles de pelar, por lo que son en su mayoria preferidos por los
consumidores, este parametro podria influir en la predileccion por parte del comprador.

Cuadro 2. Datos de la caracterizacion del lote de naranjas objeto de estudio.

Grosor (mm) pH °Brix
4.35+0.86 3.56 £0.19 12.38 + 0.80

Los valores expresados como media + desviacion estandar (n = 21).

4.1.2 Medicién del pH del Jugo

En este estudio, el pH del jugo de naranja vario entre 3.3y 4.1, con un promedio
de 3.76 (Cuadro 2), consistente con valores previos: Moreno et al. (2004) y Avalo et al.
(2009) hallaron pH de 3.90 y 3.63, respectivamente, en naranjas Valencia, mientras
gue Kelebek et al. (2009) reportaron un promedio de 3.54 en naranjas Kozan de
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Turquia. Jo et al. (2014) informaron valores entre 3.85 y 3.93, similares a los de este
estudio, y observaron que el pH puede variar segun el tamafio del fruto. Aydinsakir et
al. (2021) evidenciaron que el riego afecta el pH, con variaciones entre 3y 3.4. Koh et
al. (2020) indicaron que las naranjas infectadas tienen un pH mas bajo que las sanas,
mientras que Ackerley y Wicker (2003) mostraron que el pH del jugo ultracentrifugado
es estable durante el almacenamiento con un valor de pH de 3.7. Por otro lado, Bull et
al. (2004) sugieren que un pH bajo favorece la inactivacion de la pectinmetilesterasa
(PME), una enzima que provoca la pérdida de turbidez del jugo; en consecuencia, el
pH bajo puede prolongar la vida til del jugo de naranja, destacando la importancia del

pH bajo en su calidad y conservacion.

4.1.3 Contenido de Sélidos Totales (°Brix)

En el jugo de naranja Valencia analizado vario el contenido de sélidos solubles
totales entre 11 y 13.9 °Brix (Cuadro 2), un indicador clave de la dulzura en el jugo de
naranja, dado que un mayor contenido de sélidos solubles se asocia con mayor
cantidad de azucares (Obasi et al., 2017). Estos resultados coinciden con los de Avalo
et al. (2009), que encontraron valores de 13 °Brix en jugo de la misma variedad, asi
como con los valores de 10.87 y 11.20 °Brix informados por Jo et al. (2014), quienes
ademas concluyeron que el tamafio del fruto no tiene un impacto significativo en este
parametro. Sin embargo, otros factores, como las enfermedades, pueden alterar de
forma negativa el contenido de °Brix (Koh et al., 2020). Por otro lado, Duarte et al.
(2011) reportaron un rango mas amplio, de 7.7 a 12.4 °Brix, y sefialaron que malas
practicas de cultivo pueden disminuir el contenido de sdlidos solubles, aunque este
puede variar entre 9 y 15 °Brix, dependiendo de la variedad y la época de cosecha
(Kimball, 2002; Hours et al., 2005). Para la variedad Valencia, Agusti (2003) reporto
un promedio de 11 °Brix, mientras que Russian (2006) observé valores menores a los
encontrados en el presente estudio, con un rango de 9.59 a 10.61 °Brix, lo que refleja

la influencia de factores agrondémicos y climaticos en el contenido de azucares del jugo.
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4.2 Caracterizacion Funcional y Nutracéutica del Subproducto de Naranja

4.2.1 Determinacion de Materia Seca

Durante el almacenamiento del subproducto la temperatura se mantuvo a 25 °C
aproximadamente, y el promedio de humedad registrada por el higrémetro fue de 37
%. El contenido de materia seca del subproducto de naranja en este estudio aumenté
durante el almacenamiento, pasando de 25.86% en el dia 0 a 34.76% en el dia 4, lo
que indica una pérdida de humedad y mayor concentracion de soélidos (Cuadro 3).
Estos resultados son consistentes con los de Toledo-Guillén (2009), quien reportd un
35% de materia seca en cascara de naranjas Valencia frescas, y con el estudio de
Megias et al. (1993), quienes identificaron un aumento en la materia seca de la cascara
de naranja agria durante un proceso de ensilado, alcanzando 22.13%. Otros autores
también documentaron incrementos significativos en el contenido de materia seca en
cascaras de naranja Valencia durante los primeros dias de almacenamiento,

resaltando la relevancia de este periodo en la pérdida de humedad (Melo et al., 2008).

Cuadro 3. Contenido de materia seca del subproducto de naranja.

Dias estudiados Dia 0 Dia 2 Dia 4
Materia seca (%) 25.86 % 28.55 % 34.76 %

4.2.2 Analisis Fitoquimicos

4.2.2.1 Contenido de fenoles totales

El contenido de fenoles totales (Cuadro 4) corresponde a la suma de los extractos
libres y ligados y es el total de los compuestos fendlicos presentes en el subproducto,
estos valores reflejan el comportamiento combinado de ambas fracciones (libres y
ligados). El contenido de fenoles en los extractos libres de subproductos de naranja
indica un incremento significativo que puede ser resultado de la liberacién de estos
compuestos por reacciones enzimaticas durante el almacenamiento. Los valores
variaron de 0.80 g EAG/100 g en el dia 0 a 1.16 g EAG/100 g en el dia 4 de

almacenamiento (Cuadro 4). Estos hallazgos coinciden parcialmente con los
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reportados por Garcia de Angela (2022), quien inform6 0.95 g EAG/100 g en
subproductos de naranja y los resultados de Oboh y Ademosun (2012), de 1.05 g
EAG/100 g. También son similares a los reportados por Lagha-Benamrouche y Madani
(2013) con valores de 0.96 g EAG/100 g. Los valores obtenidos son inferiores a los 1.4
g EAG/100 g reportados por Ordofiez-Gomez et al. (2018), pero superiores a los 0.54
g EAG/100 g que informa Camacho et al. (2022) en subproductos de naranja. Ademas,
difieren de los 3.57 g EAG/100 g reportados por Pal et al. (2017) en naranjas cultivadas
en la India y de los resultados de Ghasemi et al. (2009), con valores que oscilaron
entre 6.65 y 39.68 g EAG/100 g en extractos libres de diversas especies citricas de
Iran, lo que resalta la variabilidad de los resultados segun la especie y la region. Por
otro lado, los resultados de Chen et al. (2020) en cultivares de citricos en China, con
valores entre 1.04 y 1.27 g EAG/100 g, se asemejan a los obtenidos en esta

investigacion.

Cuadro 4. Cuantificacion de fenoles y flavonoides en extractos libres y ligados de
subproducto de naranja Valencia tardia.

Fenoles (g EAG/100 g) Flavonoides (g EC/100 g)
Libres Ligados Totales Libres Ligados Totales
Dia 0 0.80+0.02¢ 0.49+0.03 1.29 0.17+0.01¢ 0.11+0.012 0.28
Dia 2 0.98+0.02° 0.50+0.02° 1.48 0.21+0.01° 0.12+0.012 0.33
Dia 4 1.16+0.022 0.54+0.022 1.70 0.27+0.012 0.12+0.012 0.39

Los valores expresados como media + desviacion estandar (n = 6). Letras diferentes en la misma

columna indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p < 0.05).

En relacion con los extractos ligados, se observa un contenido de compuestos
fendlicos que oscila entre 0.49 g EAG/100 g en el dia 0 y 0.54 g EAG/100 g en el dia
4, destacando un incremento significativo en el dltimo dia de almacenamiento (Cuadro
4), esto puede deberse a su liberacion con la ruptura de las paredes celulares de
subproducto. Dichos datos son menores a los que indican Oboh y Ademosun (2012)
con 0.68 g EAG/100 gy alos 0.13 g EAG/100 g reportados por Camacho et al. (2022)

en subproductos de naranja.
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4.2.2.2 Contenido de flavonoides totales

El contenido de flavonoides totales (Cuadro 4) corresponde a la suma de los
flavonoides libres y ligados, representando la cantidad total de estos compuestos en
el subproducto. Los valores obtenidos reflejan como se comportan ambas fracciones
(libres y ligados) en el extracto, proporcionando una vision integral de los flavonoides
presentes.

En este estudio, los flavonoides totales en los subproductos de naranja durante
el almacenamiento mostraron diferencia significativa (p < 0.05) en los extractos libres
y estabilidad en los extractos ligados (p > 0.05) (Cuadro 4). El contenido de flavonoides
en los extractos libres oscilo entre 0.17 g EC/100 g en el dia 0y 0.27 g EC/100 g en el
dia 4, con un aumento significativo durante los dias estudiados. Dichos valores son
menores que los informados por Ghasemi et al. (2009), quienes obtuvieron 0.72 g
EQ/100 g en la variedad Valencia cultivada en Iran, y que los valores de Chen et al.
(2011), que registraron entre 1.05 y 1.38 g EC/100 g en diferentes especies citricas.
De manera similar, Huang y Ho (2010) y Erba et al. (2020) informaron valores de 0.15
g ER/100 g y 0.34 g EQ/100 g, respectivamente, en cdscaras de naranjas cultivadas
en Taiwan y Etiopia, mayores a los de esta investigacion, lo que sugiere que el origen
geografico influye en el contenido de flavonoides. Sin embargo, otros estudios reportan
valores superiores, 1.94 g/100 g en cascaras de naranja (Xu et al., 2006) y un rango
de 0.59 a 1.16 g ER/100 g en diversas especies cultivadas en China (Chen et al.,
2020). No obstante, los resultados de Mehmood et al. (2018), que variaron entre 0.05
y 0.08 g/100 g con diferentes solventes (agua, etanol, metanol), y los de Oboh y
Ademosun (2012) con 0.13 ¢g/100 g en extractos libres de cascaras de naranjas
nigerianas, fueron menores en comparacion con nuestros hallazgos. Finalmente,
Lagha-Benamrouche y Madani (2013) observaron valores cercanos de 0.13 g EQ/100
g en cascaras de las variedades Washington Navel y Thomson Navel, lo que indica
gue algunas variedades de naranja dulce presentan contenidos de flavonoides
similares a los de este estudio. En conjunto, estas variaciones pueden atribuirse a
diferencias en las especies, condiciones de cultivo y factores ambientales.

En contraste, el contenido en los extractos ligados se mantuvo estable mostrando

valores de 0.11 a 0.12 g EC/100 g (Cuadro 4). Este comportamiento indica que el
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almacenamiento afecta principalmente a los extractos libres, lo cual podria
relacionarse con la mayor susceptibilidad de los flavonoides libres a las condiciones
de conservacion. La literatura muestra resultados menores a los encontrados en este
experimento, con valores de 0.02 g/100g en extractos ligados en cascara de naranja
nigeriana (Oboh y Ademosun, 2012)

Los valores de flavonoides reportados en jugo de naranja muestran valores de
0.0027 g EQ/100 g en naranja agria (Sierra, 2015) y 0.0046 g EC/100 g en jugo de
naranja Valencia (Almache-Almache y Villacres-Escudero, 2021), considerablemente
menores a los obtenidos aqui, indicando que la cascara es notablemente mas rica en
flavonoides en comparacion con el jugo, lo que subraya la importancia del subproducto

de la cascara como fuente concentrada de estos compuestos.

4.2.2.3 Capacidad antioxidante

4.2.2.3.1 DPPH. En el ensayo de capacidad antioxidante por DPPH no se encontraron
diferencias significativas (p > 0.05) durante el almacenamiento. Los valores oscilaron
entre 2770 y 3157 uM TE/100 g en extractos libres y entre 1848 y 2539 uM TE/100 g
en extractos ligados (Cuadro 5). Esta diferencia puede deberse a que los compuestos
fendlicos libres son mas accesibles para ser extraidos debido a su solubilidad (Luo et
al., 2013; Camacho et al., 2022). En contraste, los compuestos fendlicos ligados se
encuentran enlazados a la pared celular (Wang et al., 2020), lo que dificulta su
liberacibn a menos que se apliquen tratamientos especificos, como la hidrolisis
alcalina, &cida o enzimatica (Camacho et al., 2022). Los resultados que informa Liew
et al. (2018) estuvieron entre 3.34 y 7.27 uM TE/100 g, considerablemente mas bajos
que los que se obtuvieron en esta investigacion, sin embargo, el solvente utilizado, asi
como la parte de la fruta afecta la deteccién de los compuestos antioxidantes (Park et
al., 2014; Liew et al., 2018). Chen et al. (2020) evaluaron la actividad antioxidante en
cascaras, pulpas y jugos de en cinco variedades de C. sinensis cultivadas en China,
reportando valores de DPPH entre 2967 y 5869 uM TE/100 g, valores que coinciden
con los de esta investigacién. Por otra parte, nuestros resultados difieren con

Mehmood et al. (2018), quienes analizaron capacidad antioxidante en desperdicios de
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naranja, y reportaron valores de DPPH de 5748 uM TE/100 g en su extraccion
metandlica.
Cuadro 5. Evaluaciéon de capacidad antioxidante en extractos libres y ligados de
subproducto de naranja Valencia tardia.
DPPH ABTS FRAP
Libres Ligados Libres Ligados Libres Ligados
Dia 0 2955+110% 2285+1992 113+3° 114+0.05% 9467+141°2 4099662
Dia 2 3051+80* 2193+183% 124+57 118+87 8110+139° 4150+69°2
Dia 4 2922+141% 2256+70%  113+4° 112452 6949+73°¢ 4151+642

Los valores expresados como media + desviacion estandar (n = 6). Letras diferentes en la misma

columna indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p < 0.05). Todos los resultados se
expresan en uM ET/100 g.

4.2.2.3.2 ABTS. Los resultados del ensayo ABTS revelaron diferencias significativas
(p=<0.05) en los extractos libres, con valores que oscilan entre 113y 124 uM ET/100 g,
alcanzando su maximo en el dia 2. Por otro lado, los extractos ligados presentaron
valores entre 112 y 118 uM ET/100 g, sin mostrar variaciones significativas (p > 0.05)
a lo largo del tiempo, lo que indica una estabilidad en su capacidad antioxidante
(Cuadro 5). Se observé un mayor potencial antioxidante en el ensayo DPPH
comparado con ABTS, lo que concuerda con el estudio de cascara de naranja Valencia
de Ordofiez-Gomez et al. (2018). Estudios previos reportaron valores
significativamente mayores, alcanzando 916 uM ET/100 g en residuos de naranja
(Mehmood et al., 2018) y rangos entre 4631 a 9882 uM ET/100 g para cascaras de
diferentes variedades (Chen et al., 2020), lo que sugiere que tanto la variedad como
las regiones de cultivo pueden influir en la capacidad antioxidante. Otros estudios
reportan valores de 109 uM ET/100 g en céscaras de naranja (Abd El-ghfar et al.,
2016), resultados semejantes a los aqui mostrados. Por otro lado, Casquete et al.
(2015) informaron niveles significativamente mayores a los de esta investigacion, de
hasta 1577.37 uM ET/100 g, mientras que Bratovcic et al. (2021) obtuvieron solo 5.43
UM ET/100 g, un valor considerablemente menor. Estas variaciones pueden atribuirse
a diferencias en las técnicas de extraccion y condiciones experimentales utilizadas en
cada estudio. En jugo de naranja se ha reportado 288 uM ET/100 g (Osorio-Valencia
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et al., 2023), lo que sugiere que el jugo de naranja también puede tener un potencial
antioxidante considerable. Por otra parte, Naqvi et al. (2021) analizaron residuos de
naranja, reportando 57400 pM ET/100 g, y Obafaye y Omoba (2018) informaron
valores entre 117000 y 219000 uM ET/100 g al investigar el efecto del polvo de cascara
de naranja en galletas. Estas cifras reflejan un potencial antioxidante extraordinario de
las cascaras de naranja, lo que resalta la importancia de optimizar las condiciones de
extraccion y el manejo de los subproductos de naranja para maximizar su

aprovechamiento en la industria alimentaria.

4.2.2.3.3 FRAP. Los resultados del ensayo FRAP evidenciaron valores mas altos el
dia O con 9467 uM ET/100 g y menores el dia 4 con 6949 uM ET/100 g, lo que sugiere
una disminucién significativa (p < 0.05) de la capacidad antioxidante con el tiempo de
almacenamiento. Sin embargo, en los extractos ligados no se presentaron diferencias
significativas (p > 0.05), con valores entre 4099 y 4151 uM ET/100 g (Cuadro 5). En
comparacién, Amaya-Barbosa (2022) reporté 624.7 uM ET/100 g en cascara de
naranja Valencia, valores menores a los de esta investigaciéon. Sin embargo, Zulkifli et
al. (2012) encontraron niveles mucho mas altos de 20030 uM ET/100 g en céascara.
Mehmood et al. (2018) y Chen et al. (2020) informaron capacidades antioxidantes en
residuos de naranja y diferentes partes del fruto entre 1449 y 1853 uM ET/100 g, lo
cual es menor que nuestros resultados, posiblemente por diferencias en los métodos
de extraccion y las variedades estudiadas. Por otro lado, Osorio-Valencia et al. (2023)
reportaron un valor de 480 uM ET/100 g en jugo de naranja, sugiriendo una menor
concentracion de antioxidantes en esta matriz. De manera similar, Li et al. (2006 a)
obtuvieron 953 uM FeS04/100 g, también menores que nuestros resultados. Un
estudio en licores report6 capacidades antioxidantes extremadamente altas en licores
de naranja, sugiriendo que la maceracion alcohoélica puede extraer antioxidantes mas
eficientemente (Navarro-Martinez et al., 2018). Finalmente, Bratovcic et al. (2021) y
Guo et al. (2003) reportaron valores mayores a los presentes, con 5650 y 5690 uM
Fe?*/100 g, respectivamente, en cascaras de naranja. Las diferencias presentadas con
estudios previos pueden atribuirse al tipo de matriz, la variedad de naranja, los

métodos de extraccion y las condiciones experimentales. La estabilidad observada en
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los extractos ligados frente a la degradacion en los libres sugiere un mayor potencial

de proteccidon de compuestos antioxidantes en los ligados.

4.2.3 Analisis Cromatogréafico (HPLC-DAD)

Los estandares de compuestos fendlicos utilizados para realizar la curva de
calibracion para el analisis del subproducto de naranja almacenado mostraron los
tiempos de retencion para acido galico en el minuto 4.71; catequina, 16.69 min;
clorogénico, 18.03 min; cafeico, 18.70 min; p-cumarico, 23.48 min; ferdlico, 25.55 min;

sinapico, 26.52 min y quercetina, 34.41 min, a una longitud de onda de 280 nm.

4.2.3.1 Extractos libres

En los extractos libres de los dias 2 y 4, se identificé el compuesto # 3 (Figura 1)
con un tiempo de retencion de 3.3 min, cuyo espectro (Fig. 2 a) muestra similitudes
con el del acido galico (Fig. 2 b), que tiene un tiempo de retencién de 4.7 min. En el
dia 0 no se detectd este compuesto. La diferencia en el tiempo de retencién podria
deberse al ambiente acido de la muestra (Nisperos-Carriedo et al., 1992; Taylor, 1993;
Soriano-Meseguer et al., 2019; Crea et al., 2021), lo cual puede reducir dicho tiempo
al alterar la ionizacion del compuesto y afectar su interaccion con la fase estacionaria
(Ming et al., 2009; Borges & Collins, 2011; Soriano-Meseguer et al., 2019). El andlisis
estadistico mostr6 diferencias significativas (p < 0.05) entre los dias de
almacenamiento, siendo el valor mas bajo en el dia 2, con 38.32 mg/L, y el méas alto
en el dia 4, con 59.26 mg/L (Cuadro 6). Aunque no es posible confirmar con certeza
que este pico corresponda al acido galico, los datos obtenidos sugieren que es muy
probable que sea este compuesto debido a la presencia de galotaninos (Sepulveda et
al., 2020).
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Figura 1. Cromatograma HPLC-DAD de los extractos libres del subproducto de naranja Valencia

tardia.
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Figura 2. Espectros del acido galico. a) Espectro del compuesto identificado # 3. TR = 3.3 min. b)

Espectro del estandar conocido, acido galico. TR = 4.7 min.

Cuadro 6. Compuestos fendlicos identificados durante el almacenamiento en

extractos libres del subproducto de naranja Valencia tardia.

No. TR Compuestos Dia 0 Dia 2 Dia 4
3 33 Acido galico ND 38.32+7.66°  59.26 + 15.99 2
4 175 Acido clorogénico 251.08 + 10.762 295.80+15.092 168.24+7.17°

Los valores expresados como media + desviacién estandar (n = 6). Letras diferentes en la misma fila

indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p < 0.05). Los valores se expresan en mg/L. El

tiempo de retencion (TR) se expresa en minutos.

La deteccion de &cido galico esta derivada, posiblemente, de la hidrélisis de
galotaninos presentes en los subproductos de cascara de naranja (Sepulveda et al.,
2020). Los galotaninos, compuestos polifendlicos comunes en frutas como la granada
(Fischer et al., 2011) y el mango (Luo et al., 2014), pueden descomponerse en acido
galico mediante hidrdlisis en ambientes acidos o en presencia de enzimas especificas
(Grundhofer et al., 2001; Aguilar-Galvez et al., 2014). Aunque no se realizaron

extracciones dirigidas para la determinacion de galotaninos en este estudio, los
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reportes indican la existencia de este tipo de compuestos de la cascara de naranja por
lo que se sugiere que su descomposicion podria explicar la presencia observada de
acido gélico en los extractos, especialmente hasta el dia 2 (Lu et al., 2008; Chambi et
al., 2013).

En los extractos libres analizados durante los tres dias de estudio (Fig. 1), se
identificO un compuesto (# 4) con un tiempo de retencién de 17.5 min, que fue
confirmado como acido clorogénico a través de la comparacién con estandares
comerciales (Fig. 3 a) y b). La concentracion de este compuesto varid
significativamente (p < 0.05) durante el almacenamiento, con la menor concentraciéon
en el dia 4, indicando 168.24 mg/L y las mayores concentraciones en los dias 0y 2 de
251.08 mg/L y 295.80 mg/L, respectivamente, sin diferencias entre estos dos dias
(Cuadro 6). Los datos reflejan una disminucion de la concentracion de acido
clorogénico con el tiempo, posiblemente debido a la posible degradacién del

compuesto durante el almacenamiento.
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Figura 3. Espectros del 4cido clorogénico. a) Espectro del compuesto identificado # 4. TR = 17.5 min.

b) Espectro del estandar conocido, acido clorogénico. TR = 18.0 min.

El comportamiento del &cido clorogénico durante el almacenamiento es variable.
Galani et al. (2017) y Vithana et al. (2018) reportaron que el almacenamiento en frio
aumenta su concentracion en frutas y verduras como mangos Yy papas, mejorando su
capacidad antioxidante y calidad nutricional. No obstante, un almacenamiento
prolongado a bajas temperaturas podria reducir sus niveles en algunos alimentos
(Percival & Baird, 2000). DeBenedictis (2023) sefialdo que la congelacion y
descongelacion preservan eficientemente este compuesto, mientras que Goyer et al.
(2019) no observaron una tendencia clara en sus estudios. Estos hallazgos sugieren

gue la disminucién de &cido clorogénico observada en esta investigacién podria estar
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relacionada con la falta de refrigeracion, acelerando su degradacion a temperatura
ambiente.

Dicho &cido es un compuesto fendlico ampliamente presente en frutas y
verduras, incluyendo citricos, y es conocido por sus propiedades antioxidantes (He et
al., 2011; Nabavi et al., 2017; Singh et al., 2021). En estudios de naranjas, se ha
documentado tanto en la pulpa (Siddigi & Freedman, 1963) como en la cascara (He et
al., 2011), y su concentracion y tiempo de retencién pueden ser diferentes
dependiendo de las condiciones experimentales y la matriz analizada. Por ejemplo,
Zahoor et al. (2018) y Estevam et al. (2023) reportaron diferentes tiempos de retencién
debido a variaciones en las técnicas cromatograficas y las condiciones de extraccion,
lo que sugiere que las especificaciones del equipo y la columna, asi como los solventes
empleados, afectan la deteccion del acido clorogénico.

En esta investigacion, el acido clorogénico mostré un tiempo de retencion mayor
(17.5 min), lo cual podria estar relacionado con las particularidades de la columna
utilizada y la matriz de la muestra, en comparacion con tiempos de retencion menores
observados en otras investigaciones (He et al., 2011; Zahoor et al., 2018; Estevam et
al., 2023). Esta variabilidad refuerza la necesidad de optimizar y estandarizar las
condiciones cromatograficas para obtener resultados comparables entre estudios. En
conjunto, los hallazgos subrayan el interés de este compuesto en la investigacion y en
la industria alimentaria, tanto por sus beneficios para la salud como por su potencial

en el aprovechamiento de subproductos citricos.

4.2.3.1 Extractos ligados

El acido cumarico (pico # 1) solo se identificé en los extractos ligados del
subproducto (Fig. 4), con un tiempo de retencién de 22.8 min, mediante comparacion
con los estandares conocidos (Fig. 5 a) y b). La presencia de acido citrico en la fase
movil podria haber reducido el tiempo de retencién del acido cumarico, acortando el
tiempo total de separacion (Pérez-Tadeo, 2015), esto resalta la importancia de
controlar el pH y la fuerza idnica, elementos que tienen impacto directo en la retencion
de los compuestos (Rosés et al., 1996). El ANOVA realizado reveld diferencias

significativas (p < 0.05) entre los dias de almacenamiento. El valor mas bajo se registré
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en el dia 2, con una concentracion de 127.48 mg/L, mientras que el valor mas alto se
observo en el dia 0, con una concentracion de 198.37 mg/L. La concentracion del dia
4 fue de 149.56 mg/L, y estadisticamente no mostrd diferencias significativas con

respecto a los dias 0 y 2 (Cuadro 7).
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Figura 4. Cromatograma HPLC-DAD de los extractos ligados del subproducto de naranja Valencia

tardia.
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Figura 5. Espectros del acido cumarico. a) Espectro del compuesto identificado # 1. TR = 22.8 min.

b) Espectro del estandar conocido, acido cumarico. TR = 23.5 min.

Cuadro 7. Compuestos fendlicos identificados durante el almacenamiento en

extractos ligados del subproducto de naranja Valencia tardia.

No. TR Compuestos Dia0 Dia 2 Dia 4
1 228 Acido cumarico 198.37 +17.16 @ 127.48 +28.42° 149.56 + 47.16
3 26.2 Acido ferulico 84.57 +3.15° 77.51+5.68° 100.51+6.972

Los valores expresados como media * desviacién estandar (n=6). Letras diferentes en la misma fila
indica diferencia estadistica segun la prueba de Tukey (p < 0.05). Los valores se expresan en mg/L. El

tiempo de retencion (TR) se expresa en minutos.

El acido ferdlico (pico # 3) fue detectado en los extractos ligados mediante la
comparacion con los espectros de estandares comerciales (Fig. 6 a) y b), con un

tiempo de retencion de 26.2 min. Este aumento en el tiempo de retencion podria
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deberse a la unién del acido citrico con otros compuestos, lo que incrementa su
retencién en la columna y retrasa su elucion (Zheng et al., 2001). Sin embargo, en
matrices de frutas y verduras, el &cido citrico también puede acelerar la elucion de
ciertos compuestos, lo que ajusta el tiempo total de analisis (Nisperos-Carriedo et al.,
1992).
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Figura 6. Espectros del &cido ferulico. a) Espectro del compuesto identificado # 3. TR = 26.2 min. b)

Espectro del estandar conocido, acido ferudlico. TR = 25.6 min.

Las concentraciones de acido ferdlico durante el almacenamiento del
subproducto oscilaron entre 77.5 mg/L y 100.5 mg/L. Se observaron diferencias
estadisticas (p < 0.05) entre los dias de almacenamiento, alcanzando el valor més alto
en el dia 4 (100.51 mg/L), sin diferencias significativas entre los dias 0y 2 con 84.57 y
77.51 mg/L, respectivamente (Cuadro 7).

En este estudio, los tiempos de retencion para el &cido cumarico (22.8 min) y el
acido ferulico (26.2 min) son consistentes con los reportados en la literatura, aunque
presentan ligeras variaciones atribuibles a diferencias en sistemas HPLC, columnas,
fases moviles y solventes utilizados. En la literatura, por ejemplo, dos Santos-Lima et
al. (2024) identificaron el acido cumarico en cascara de naranja con tiempos de
retencion menores, utilizando un sistema Agilent 1260 Infinity LC con distintas
columnas RP-C18. Peleg et al. (1991), en cambio, detectaron ambos acidos en
extractos ligados de partes diversas de la naranja con retenciones similares a las de
este estudio. Por otro lado, Estevam et al. (2023) reportaron tiempos de retencion
ligeramente menores al utilizar un sistema HPLC Acquity ARC con una columna BEH
X-Bridge C18. Estos cambios en los tiempos de retencion reflejan como las diferencias
en los equipos y condiciones experimentales pueden influir en la deteccion de acidos
fendlicos, como el cumarico y el ferdlico, en matrices alimentarias complejas.

El &cido cumarico, presente principalmente en la cascara de naranja (Stohr &
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Herrmann, 1975), posee propiedades antioxidantes, anticancerigenas,
antimicrobianas y antiinflamatorias (Pei et al., 2016), favoreciendo la prevencion de
padecimientos cronicas, aunque en altas concentraciones podria afectar el sabor del
jugo (Fallico et al., 1996). El &cido ferulico, por su parte, es conocido por inhibir el
crecimiento de hongos en frutas, ayudando a prolongar la vida util de las naranjas
(Hernandez et al., 2020). Su predominancia en extractos ligados en este estudio, al
igual que en otros, sugiere un rol estructural en las paredes celulares, proporcionando
beneficios nutricionales y sensoriales, aunque puede favorecer la formacion de
compuestos indeseables durante el almacenamiento que altera el sabor del jugo
(Peleg et al., 1992).

43



CONCLUSIONES

La caracterizacion del lote de naranjas Valencia muestra que las caracteristicas

fisicas y quimicas son consistentes con los datos reportados para esta variedad.

El contenido de materia seca en el subproducto de naranja se incrementé durante
el almacenamiento, lo que sugiere que experimenté un proceso de deshidratacion y

maduracion con el paso del tiempo.

Los subproductos de naranja pueden ser aprovechados por la industria
alimentaria para formular alimentos con valor agregado que brinden beneficios
potenciales para la salud, si se almacenan a una temperatura ambiente de 25 °C. El
mejor dia para su aprovechamiento es el cuarto dia, ya que los fenoles y flavonoides
alcanzan su mayor concentracion en este punto, superando los valores de dias
previos. Ademas, la capacidad antioxidante se mantiene estable durante estos dias,
con la excepcion de la medida por FRAP, que presenta una disminucion.

Los analisis cromatograficos demostraron que el 4cido galico y el acido feralico
alcanzaron sus maximas concentraciones el dia 4, siendo este el momento 6ptimo
para su aprovechamiento. Por otro lado, el &cido clorogénico tuvo su mayor
concentracion el dia 2, mientras que el acido p-cumarico alcanzé su maximo nivel el

dia 0, siendo estos los dias ideales para su utilizacion
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RECOMENDACIONES

Explorar la conservacion en refrigeracion o liofilizacion de los subproductos de

naranja para maximizar su vida Util y preservar sus propiedades nutricionales.

Realizar pruebas de incorporacion de los subproductos de naranja almacenados
en alimentos procesados, como jugos, mermeladas, galletas o barras energéticas,
para evaluar el valor agregado de estos subproductos y analizar su impacto en la

aceptacion sensorial y las propiedades nutricionales de los alimentos finales.

Evaluar si la conservacion de los subproductos a temperatura ambiente es viable

econdmica y ambientalmente en el contexto agroindustrial.
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