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RESUMEN

La naranja es el citrico mas importante a nivel global y con gran relevancia econémica en
varios paises, incluyendo México y su zona citricola, de la cual Nuevo Le6n es un exponente
sobresaliente. Este fruto es ampliamente consumido tanto en su forma fresca como en jugos,
mermeladas y conservas, sin embargo, la gran cantidad de residuos agroindustriales
generados, especialmente las cascaras, representa un desafio medioambiental si no se
gestionan adecuadamente. En este contexto, la cascara de naranja puede convertirse en un
valioso subproducto, esto dado a su contenido de compuestos tales como flavonoides,
polifenoles y polisacaridos, que tienen aplicaciones significativas en diversas industrias,
como es el caso de la pectina. El objetivo de este estudio fue aprovechar de manera integral
las céscara de naranja mediante la extraccién verde de compuestos de alto valor comercial
utilizando solventes eutécticos profundos (SEP) asistida con ultrasonido. De acuerdo con los
resultados obtenidos, se observé que la relacion molar 1:10 de cloruro decolina/acido lactico
(CC/AL) presentd el mejor rendimiento de extraccion, con un 43.88%, de las mezclas
eutecticas analizadas, el mayor contenido de fenoles totales se obtuvo en la relacion 2:1 de
CC/ALcon 4.12 mg EAG/g, este mismo extracto mostr6 la mayor actividad antioxidante con
un valor de 2.55 mmol Trolox/g, asi mismo obtuvo el mejor efecto antimicrobiano al inhibir
5 de las 7 cepas microbianas evaluadas. Esta misma mezcla fue la que presentd la mayor
concentracion de: naringina (1150.29 ug/g), acido cafeico (139.41 pg/g) y acido ferulico
(379.96 ug/g). El rendimiento de extraccion de pectina fue superior en la relacion CC/AL
1:1, alcanzando un 48.24 %. Estos resultados sugieren que los SEPs de CC/AL pueden
adaptarse y optimizarse segun las necesidades especificas de extraccion mediante el ajuste
de la relacion molar. Aungue el metanol es eficaz para la extraccién de compuestos fendlicos
antioxidantes presentes en la cascara de naranja, su impacto ambiental es considerablemente
mayor al del uso de solventes eutécticos profundos por lo que se propone su uso como una
alternativa verde para el aprovechamiento integral de subproductos agricolas, con énfasis a
la extraccion de polisacaridos y antimicrobianos.



ABSTRACT

Orange is the most important citrus fruit globally and holds significant economic relevance
in several countries, including Mexico and its citrus-growing regions, where Nuevo Leon
standsout as a key producer. This fruit is widely consumed both fresh and in products such
as juices, marmalades, and preserves. However, the large amount of agroindustrial waste
generated, especially orange peels, poses an environmental challenge if not properly
managed. In this context, orange peels can be transformed into a valuable byproduct due to
their content of compounds such as flavonoids, polyphenols, and polysaccharides,
particularly pectin, which have significant applications in various industries. The objective
of this study is to fully utilize orange peels through the green extraction of high-value
compounds using deep eutectic solvents (DES) assisted by ultrasound. It was observed that
the 1:10 molar ratio of choline chloride/lactic acid (CC/LA) achieved the best extraction yield
at 43.88 %. Among the eutectic mixtures analyzed, the highest total phenolic content was
obtained with the 2:1 CC/LA ratio, reaching 4.12 mg GAE/g. This same extract showed the
highest antioxidant activity, with a value of 2.55 mmol Trolox/g, and the best antimicrobial
effect by inhibiting 5 out of the 7 evaluated microbial strains. Additionally, this mixture
demonstrated the highest concentrations of naringin (1150.29 pg/g), caffeic acid (139.41
Kg/g), and ferulic acid (379.96 pg/g). The pectin extraction yield was highest with the CC/LA
1:1 ratio, reaching 48.24 %. These results suggest that CC/LA DES can be tailored and
optimized to meet specific extraction needs by adjusting the molar ratio. Although methanol
is effective for extracting antioxidant phenolic compounds present in orange peels, its
environmental impact is significantly greater compared to DES. Therefore, DES represents
an excellent green alternative for the comprehensive utilization of agricultural byproducts,

with a focus on the extraction of polysaccharides and antimicrobial compounds.



1. INTRODUCCION

La naranja es un citrico de gran importancia en México, siendo Nuevo Ledn uno de los
principales estados productores de este citrico, con 31,891 hectareas de cultivo. De esta area
total se cultiva: en el 82.7% naranja, 11.6% mandarina y 5.7 % toronja. Esto hace que Nuevo
Ledn sea el cuarto lugar en produccion de naranja a nivel nacional. Lo cual da lugar a la
region citricola, compuesta por los municipios de Montemorelos, Allende, General Teran,
Linares, Hualahuises y Cadereyta Jiménez (Zavala y Servin., 2022). Para aumentar el valor
afiadido a su produccion se ha recurrido a la industrializacion del fruto, lo que incluye su
comercializacion en forma de jugos, mermeladas y conservas. Esto ha ocasionado que se
genere grandes cantidades de desechos de cascara de naranja al afio, por lo que si no se tiene
un adecuado manejo puede llegar a contaminar suelo, aire y agua. La naranja se compone de
varias partes: cascara, extremidad de pedunculo, flavedo o exocarpio, albedo o mesocarpio,
endocarpio que es la parte mas interna de la cascara y el tabique (Afifi, et al., 2023). De los
cuales, la parte que se considera como un residuo agroindustrial es la cascara (exocarpio y
mesocarpio). En la céscara de naranja podemos encontrar compuestos fendlicos y
flavonoides de alto valor utilizados en la industria farmacéutica y de alimentos. Algunos
ejemplos son la hesperidina, naringina, polimetoxiflavonas, acido ferulico y acido cafeico,
entre otros (Tomas y Vallejo., 2022). Asi mismo, presenta un contenido importante de
polisacaridos, destacando la pectina, la cual constituye un componente importante de la pared
celular primaria en las plantas. La pectina, se utiliza normalmente como un aditivo
alimentario natural, también como espesante, texturizante, emulsionante, estabilizador,
agente gelificante entre otras (Prakash, et al., 2013). Este polisacarido y los flavonoidesy
fenoles anteriormente mencionados se pueden recuperar con técnicas de extraccion verdes,
siendo asi una alternativa para la revalorizacion del residuo solido. La recuperacion de estos
compuestos utilizando procesos de extraccion verde permitiran su aprovechamiento como
materia prima en la industria farmacéutica 0 como ingredientes que puedan ser utilizados

para la fabricacion de alimentos, bebidas y farmacos.

Los procesos de extracciones verdes son aquellos en los que el gasto energético y de reactivos

es considerablemente menor. En el caso de los reactivos utilizados, estos son de origen



diferente a los derivados del petréleo y que mantienen un perfil de extraccion adecuado.
(Barotto, 2021). En la actualidad existen diferentes tipos de métodos de extracciones verdes
que podrian ser usadas como soluciones alternas a las metodologias clasicas de maceracion,
soxhlet y calentamiento-reflujo, las cuales son eficientes, pero presentan el riesgo de
degradacion de compuestos de interés debido al uso de altas temperaturas y tiempos
prolongados; aunado al hecho de que su uso implica extracciones con solventes como el
hexano o tolueno que son téxicos (Khan, et al., 2010). Los metodos mas usados para
extraccion verde son los quimicos y fisicos, dentro de los primeros se encuentran las
extracciones asistidas, por ejemplo: extraccion asistida por ultrasonido (EAU), extraccion
asistida por microondas (EAM), extraccion con liquidos presurizados (ELP) y fluidos
supercriticos (EAFS). Siendo los mas utilizados la EAU y la EAM (Wong, et al., 2020). La
EAU ayuda a la penetracion del solvente en el material a extraer, por medio del proceso de
cavitacion, en donde las burbujas colapsan en los limites de las paredes celulares, provocando
el rompimiento de estas y permitiendo la entrada de los solventes que, finalmente, extraen
los compuestos de interés (Corona, et al., 2016). Esta técnica es eficiente en rendimiento de
extraccion ya que usa menos cantidad de solventes, menos tiempo de extraccion, no usa
temperaturas altas y es amigable con el medio ambiente. En cuanto a la parte quimica de los
solventes se trabajara con Solventes Eutécticos Profundos (SEPSs), los cuales son compuestos
liquidos, formados a partir de una mezcla de dos 0 mas compuestos, cuyo punto de fusién es
inferior al de los compuestos puros que lo forman. La utilidad de estos compuestos radica en
su habilidad para aceptar y donar puentes de hidrogeno por su interaccion tipo Van der Waals
o0 de puentes de hidrégenos (Guadarrama, 2024). Las ventajas de estos solventes son por la
temperatura con la que se puede extraer, ya que presentan alta estabilidad térmica, baja
presion de vapor, buena capacidad de disolucion, son menos toxicos y mas seguros, por lo
gue son mas baratos, no son tdxicos y son mas amigables que los solventes tradicionales con
el usuario y con el medio ambiente (Sanchez, et al., 2019). Debido a lo antes mencionado y
buscando potencializar el uso de la cascara de naranja bajo un esquema de economia circular,
Se propone su uso como materia prima para la extraccion de compuestos dealto valor, lo cual
puede contribuir a su aprovechamiento integral y por ende a una disminucion considerable
de desechos agroindustriales, impactando de forma positiva a los objetivos del desarrollo

sostenible.



2. ANTECEDENTES

2.1 Naranja
El consumo de la naranja destaca sobre otras frutas debido al facil consumo, precio y

contenido nutrimental. Por ejemplo, los principales aportes que nos brinda la naranja es la
energia, proteinas, lipidos totales, hidratos de carbono, fibra, agua, calcio, hierro, yodo,
magnesio, zinc, sodio, potasio, fosforo, selenio, tiamina, riboflavina, equivalentes niacina,
vitamina B, folatos, vitamina C, vitamina A, vitamina D, Vitamina E, entre otros (Tuni, et
al., 2011). La Tabla 1 muestra la composicién quimica de la c&scara de naranja, destacando
sus principales componentes, como humedad, proteinas, pectina, cenizas, materia organica,
entre otros. Estos datos reflejan la variabilidad en el contenido de cada componente,
indicando que la cascara de naranja es rica en agua, compuestos organicos y nutrientes, lo

que sugiere su potencial aprovechamiento en diversas aplicaciones industriales vy

alimentarias.
Tabla 1. Composicion quimica de la cascara de naranja
Componentes Minimo y maximo Contenido promedio Literatura
valores
Humedad 70 —90% 79.83+£0.08 Revision de
Proteina ND 6.16 £0.23 % alternativas
H ND 5.90 £0.06 % sostenibles para el
Pectina ND 17 +5% aprovechamiento del
C ND 44.33 £0.27 % orujo de naranja.
ceniza 3-4.90 % 3.29+0.19 Davilay Sierra., 2018.
pH 3-4 3.42 +0.02
Materia organica ND > 95 %
N ND 0.76 £ 0.06 %

ND: no se detect6 en el trabajo.

Este citrico en todasu estructura, incluyendo su céscara, contiene vitamina C, flavonoides,
fibras, pectina, entre otros compuestos. Bioguimicamente, los diferentes nutrientes que
contiene este fruto estan implicados en la formacion de colageno, huesos y dientes. Ademaés
deque ayudaal mantenimiento de una piel sana e hidrataday ayudaal combate delcolesterol,
y mejora la digestion (SADER., 2018). Mundialmente, México se ubica como uno de los
principales productores de naranja, ocupando el quinto lugar, con un volumen promedio de
4.2 millones de toneladas, con una estimacién per capita anual interna de consumo es de 37.1
kilogramos por persona. (SADER., 2017). Carrillo y colaboradores en el 2018 indicaron que,
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en el cuarto trimestre del 2017, en México se cosecharon 2.05 millones de toneladas de
naranja donde el 73% es considerado parte del fruto comestible y el 27% restante el residuo.
Por lo tanto, se estima que 0.5 millones de toneladas es de residuos agroindustrial,

representado por la cascara de naranja retirando los remanentes de pulpa.

TOP 5 EN LA PRODUCCION

(TONELADAS)

Nuevo Leodn:

232,437
I 4 f
>
I &
S > 3
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- >
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308,434 Veracruz:
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AGRICULTURA  ( SIAP
3
Figura 1.- Principales estados productores de naranja en México

Tomando en cuenta la gran cantidad de este residuo agroindustrial y los remanentes de
compuestos de alto valor reportados en la literatura, actualmente, es prioritario el desarrollar
alternativas para su extraccion y evaluar su aplicabilidad en diversas reas como puede ser la
alimentaria y de la salud (Matiacevich, et al., 2023). Como se mencion0 previamente, entre
los compuestos encontrados en la cascara de naranja y que han sido reportados se encuentran
fenoles, flavonoides, y polisacaridos, entre otros. Entre estos compuestos se encuentran la
hesperidina, la naringina, los acidos- ferdlico y cafeico, asi como la pectina, un polisacérido
utilizado como aditivo alimentario natural con propiedades espesantes, texturizantes y
estabilizadoras (Tomas y Vallejo, 2022; Prakash et al., 2013). Dentro de los fenoles esté el
acido cafeico y el acido ferulico; el acido cafeico presenta actividad anti-angiogénica y

antioxidante en tumores o fibroblastos humanos (Olivares et al., 2020), mientras que el acido



ferdlico tiene gran actividad antioxidante captando radicales libres y su uso es principalmente
en el area cosmética. También interviene como inhibidor en el metabolismo anaerobio de
algunas bacterias, asi como en la degradacion bacteriana de residuos lignocelulésicos
(Almeraya y Navarrete, 2021). Por lo anteriormente escrito, la presente investigacion plantea
el uso de técnicas verdes para la extraccién de compuestos de alto valor, ayudando asi al
medio ambiente, disminuyendo el uso de solventes toxicos y de técnicas que degraden los

compuestos de interés. Todo esto para aprovechamiento integral del subproducto.

2.2 Compuestos en la cascara de naranja

2.2.1 Polisacaridos
Dentro de la céscara de naranja podemos encontrar varios polisacaridos, que tienen la

caracterpistica de ser mas de 10 monosacaridos unidos por enlaces glucosidicos. De acuerdo
con la funcién biol6gica que desempefie, los polisacaridos confieren durabilidad y rigidez a
los tejidos (Carvajal, et al., 2023). Los polisacaridos de mayor importancia en la cascara de
naranja son la pectina, celulosa, xilano y la hemicelulosa (Raza, et al., 2022).

2.2.1.1 Pectina
En la industria alimentaria la pectina es usada como aditivo, agente gelificante, espesante,

texturizante, emulsionante, estabilizador, entre otros (Castafion, et al., 2020). En los ultimos
afios, la pectina se ha utilizado como sustituto de grasas o0 azUcares en alimentos bajos en
calorias. La multifuncionalidad de la pectina radica en la naturaleza de sus moléculas, las
cuales se pueden encontrar en diferentes grados de metoxilo. Dependiendo de los grados de
metoxilo serd la funcionalidad que tenga esta pectina. Ademas, la pectina esta clasificada
también con base en el grado de esterificacion y el tamafio molecular (Arteta, N., 2023).
Como se puede observar en la figura 2, la pectina posee una estructura compuesta por una
cadena principal de acido galacturénico unido por enlaces o (1—4). Los grupos carboxilos
presentes en el acido galacturénico pueden estar esterificados con grupos metilo (-CH3), con
esto se puede saber si esta metoxilada o no, el grado de metoxilacién influye en las
propiedades gelificantes de la pectina. Ademas de tener este azlcar tiene otros azucares
neutros como la ramnosa, arabinosa y galactosa, los cuales introducen complejidad en su

estructura y afectan sus caracteristicas fisicas y funcionales.
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Figura 2.- Estructura de la pectina (Ametefe y Orji., 2024).

2.2.1.2 Usos de la pectina (hidrogeles, peliculas, alimentos y recubrimientos)

La pectina es el principal componente de la cascara de naranja, por ello se ha propuesto por
diversos investigadores como una opcion a su utilizacion y asi poder darle un uso a un
desecho agroindustrial (Rubiano, et al., 2022).

Los hidrogeles son materiales de los cuales forman una red tridimensional de cadenas
poliméricas entrecruzadas, este efecto de entrecruzamiento le da la capacidad de poder
retener agua en grandes cantidades, por lo que se le puede cargar con algun farmaco ya que
también pueden diseminarlo, mejorando la respuesta tisular, usualmente se utiliza en
cuidados en la piel, utilizando la pectina por sus excelentes caracteristicas de gelificacion,
biodegradabilidad y biocompatibilidad (Guzman, et al., 2023).

Se ha reportado el uso de la cascara de naranja para la fabricacion de peliculas para
empaquetamiento del producto final en el &rea de alimento. Para esto, se utilizan proteinas y
polisacaridos que pueden obtenerse de estos subproductos. Uno de los principales
compuestos para la fabricacion de estas peliculas es el quitosano y la pectina, que ofrece la
ventaja de ser biodegradable en el medio ambiente y seguro, ya que los productos del
quitosano no son cancerigenos, inmunogénicos, ni toxicos (Leites et al., 2021). En el 2021
Terzioglu y colaboradores reportaron la elaboracion de una pelicula a la que se agrego el
polvo de céscara de naranja, esto aumento los valores de elongacion de la pelicula, pero
disminuy6 la resistencia de traccion; también disminuyd la transparencia, se hizo menos
hidrofébico al contacto con el agua, y caracteristicas como viscosidad, flexibilidad,
estabilidad térmica y permeabilidad al vapor de agua aumentaron en la pelicula,
disminuyendo asi también la permeabilidad al oxigeno. Ademas, la adicion del polvo de

cascara de naranja aumento la actividad antioxidante demostrando el potencial para conservar
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alimentos sensibles a la oxidacion. En 2022 Yaradoddiy colaboradores utilizaron también la
cascara de naranja para la fabricacion de peliculas, donde utilizaron el infrarrojo por
transformada de Fourier (espectroscopia infrarroja) para conocer los grupos funcionales en
la pelicula. Ellos también confirmaron la ausencia de componentes dafinos en la pelicula,
garantizando su seguridad para el medio ambiente. Ademas, al combinarla con plastificantes,
la pelicula se vuelve mas manejable. Segun el estudio, la pectina es el componente que

proporciona la resistencia necesaria y la biodegradabilidad, lo que la hace adecuada para su
uso como material de embalaje a corto plazo, tal como menciona el autor previo.

2.2.2 Fenoles

Los fenoles son un gran grupo de compuestos considerados como metabolitos secundarios
de gran importancia, provenientes normalmente de las plantas, donde hay méas de 8,000
compuestos fenolicos (Camacho, L., 2020). En la actualidad se ha tomado un gran interés
por su funcién ya que tienen gran impacto en las areas farmacéuticas, cosméticas, alimenticia,
etc. (Alarcon, et al., 2022). Dentro de los compuestos de gran valor que podemos encontrar
en la cascara de naranja y que pertenecen al grupo de los fenoles estan el acido cafeico y el
acido ferulico. Se ha informado que la importancia del acido cafeico recae en su actividad
anti-angiogénica y antioxidante en tumores o fibroblastos humanos (Olivares, et al., 2020).
De la misma manera, el acido ferdlico tiene su importancia en su gran actividad antioxidante
captando radicales libres y su uso es mas en el area de cosmética.

2.2.3 Flavonoides
Los flavonoides son un grupo de compuestos fendlicos que destacan por su accion

venotodnica, efecto antioxidante y que pueden inhibir procesos enzimaticos relacionados con
el sistema vascular (L6opez, M., 2002). Este grupo esta conformado por pigmentos presentes
en los vegetales en donde su uso es como proteccion de agentes oxidantes. En su estructura
quimica contienen grupos hidroxilo fenolicos y tiene excelente actividad quelante para el
hierro y otros metales de transicion, esto le permite una gran capacidad antioxidante
(Martinez, S., et al. 2002). Los flavonoides son compuestos que son solubles en agua y
comparten estructuras quimicas en comudn, son dos anillos aromaticos unidos entre si, por

tres atomos de carbono que forman un anillo heterociclico oxigenado. Con este Gltimo anillo
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mencionado, depende de su oxidacion y del segundo anillo mencionado para poder
diferencias de subclase de flavonoides de los cuales existen: flavonoles, flavonas,
isoflavonas, flavanonas, antocianidinas y flavanoles (Ramirez, C., 2020).

Dentro de los compuestos de gran valor que podemos encontrar en la cascara de naranja, se
encuentran los compuestos que pertenecen al grupo de los flavonoides, como lo son la
hesperidina, naringina y algunos polimetoxiflavonas. La hesperidina es una flavonona, la
cual se le atribuye la generacion de cambios favorables en marcadores de inflamacion y sobre
factores de riesgo cardiovascular, por lo que se ha utilizado en la rama farmacéutica por sus
propiedades venotonicas, vasculoprotectoras, flevoliticas y anti-varicosas (Cardete, R.,
2021). Otro flavonoide de gran importancia encontrada en la céascara de naranja es la
naringina, al cual se le atribuye actividades antivirales, antioxidantes, antibacterianas,
antitrombdticas y vasodilatadoras. Esto es debido a que disminuye la capacidad de que las
plaquetas en coagulacion y previene la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL)
(Ochoay Portillo., 2021).

OH
HO, ‘ OH

\ H
HC/\ /\ OH .
O/\\( ,%‘/
oM oH Naringina Quercetina
CH, o|
. % H
AN HO.
o N \OH
=
HO Lo . o .
Acido ferulico HO Acido cafeico

Figura 3.- Estructura quimica de compuestos encontrados en la cascara de naranja.

2.3 Extraccion verde
La extraccion verde es aquella que realiza procesos de extraccion con un reducido consumo

deenergia y utilizando solventes alternativos (no provenientes del petroleo) para la obtencion
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de productos naturales renovables. Este tipo de técnica trata de garantizar un extracto seguro
y de alta calidad por su tiempo de extraccién que suele ser corto y que no se usa a altas
temperaturas. En la Tabla 2, se enlistan algunos de los principios de las extracciones verdes

y sus principales caracteristicas (Chemat, et al., 2012).

Tabla 2.- Principios de las extracciones verdes (Chemat, et al., 2012).

Principio Caracteristicas

Primer Innovacion por seleccion de variedades y uso de recursos vegetales
renovables

Segundo Uso de solventes alternativos y principalmente agua

Tercero Reducir el consumo de energia mediante la recuperacion de energia 'y
el uso de tecnologias innovadoras

Cuarto Produccion de coproductos en lugar de residuos para incluir la
industria

Quinto Reducir las operaciones unitarias y favoreces procesos Sseguros,
robustos y controlados

Sexto Apuntar a un extraiio no desnaturalizado y biodegradable sin
contaminantes

2.3.1 Extraccion fisica

Dentro de las extracciones fisicas se utiliza las extracciones asistidas, de las cuales la mas
usadas es la Extraccion Asistida por Ultrasonido (EAU), la cual se puede llevar a cabo de
forma directa o indirecta. La primera utiliza un sistema de sondas que se sumergen en un
sistema liquido-solido con diferentes intensidades, mientras que en la segunda utiliza un bafio
de agua con ultrasonido donde se coloca la muestra en contacto con el disolvente y en donde
las ondas se transferiran a través del solvente hasta el material vegetal (Soquetta, et al., 2018).
Otro ejemplo de extraccion fisica es la Extraccion Asistida por Microondas (EAM), la cual
se desemperfia por medio de la generacion de frecuencias electromagneticas que oscilan entre
300 MHz a 300 GHz (Wong, et al., 2020). La extraccion asistida con fluidos supercriticos
(EAFS) es una técnica que emplea principalmente didxido de carbono (CO:) debido a su
naturaleza no explosiva, costo econdmico y facil disponibilidad. En este método, el material
de interés se coloca en un reactor disenado para soportar altas presiones. El CO2, llevado a
condiciones supercriticas, se introduce desde la base del reactor, permitiendo que el fluido

penetre y disuelva los compuestos deseados. Posteriormente, la mezcla de CO: y los
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compuestos extraidos se dirige hacia una vélvula de despresurizacion que conduce a un
separador. En esta etapa, la reduccion de presion provoca la separacion del extracto del CO-

en fase gaseosa, facilitando la recoleccion de los compuestos aislados. (Carpio, et al., 2022).

2.3.2 Extracciones quimicas (Solventes eutécticos profundos)

Los solventes eutécticos profundos (SEPSs), son aquellos solventes organicos, selectivos y
que favorecen la eficacia del proceso, asi como la pureza del producto obtenido. Alguno de
estos son el acido citrico, acido acético, acido lactico, cloruro de colina entre otros (Jiménez,
y Basilio., 2022). Usualmente, se utilizan sales de amonio cuaternario para la obtencion de
mezclas eutéctica SEP, donde las sales actuan en el interior de la mezcla como compuestos
aceptores de puentes de hidrogeno (HBA), por lo que se usa compuestos con la capacidad de
poder donar puentes de hidrdégeno (Esprid, S., 2020). Los disolventes eutécticos profundos
(SEP) se caracterizan por tener una temperatura en la region cercana al punto eutéctico
inferior a la de una mezcla liquida ideal. Se clasifican en cuatro tipos distintos, tipo | que son
formados por la combinacion de un haluro metalico con un acido de Lewis o de Brgnsted.
Los tipo 11 son compuestos por haluros metalicos hidratados a bajas temperaturas. El tipo IlI
son los mas comunmente utilizados, consisten en una sal de amonio cuaternaria combinada
con compuestos que actuan como donantes de enlaces de hidrdgeno y los tipo IV son
integrados por haluros metalicos anhidros; sin embargo, su uso es menos frecuente debido a

su mayor costo (Torres, P., 2021).
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3. JUSTIFICACION
La generacion de grandes cantidades de residuos solidos de céscara de naranja es un

problema en zonas con alta demanda en el consumo de productos citricos, por lo que la
presente investigacion se centra en el aprovechamiento de este residuo solido del cual se
busca extraer productos naturales con alto valor comercial mediante el uso detécnicas verdes.
Esto permitird el aprovechamiento integral de un residuo abundante en nuestro estado,

aminorando el impacto economico y ecologico que conlleva su manejo y contencion.
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4. HIPOTESIS
La extraccion asistida por ultrasonido utilizando disolventes eutécticos profundos permiten

obtener compuestos bioactivos con actividad bioldgica considerados como compuestos de
valor comercial a partir de la cascara de naranja siendo eficiente y sostenibles que los

métodos convencionales.

5.0BJETIVO GENERAL
Evaluar la actividad bioldgica de extractos organicos de cascaras de naranja obtenidos

mediante técnicas de extraccion verde y cuantificar los compuestos quimicos de importancia
comercial presentes en ellos.

5.1 Objetivos especificos

1.- Obtener extractos organicos de cascara de naranja utilizando mezclas de solventes
eutécticos profundos (&cido lactico y cloruro de colina) en diferentes relaciones molares

asistidas por ultrasonido.
2.- Evaluar el contenido de fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos.

3.- Cuantificar la actividad antioxidante de los extractos obtenidos mediante el secuestro de

radicales libres.

4.- Determinar la actividad antimicrobiana contra Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Salmonela sp, Enterobacter cloacae y
Acinetobacter baumannii de los extractos crudos obtenidos.

5.- Cuantificar el contenidode &cido cafeico, acido ferdlico, quercetina y naringina presentes

en los extractos mediante cromatografia liquida de alta eficiencia.

6.- Determinar y cuantificar la pectina presente en los extractos obtenidos mediante

espectroscopia infrarroja y por gravimetria, respectivamente.

14



6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Obtencion del material vegetal
Area 0 universo de estudio: Zona metropolitana, Nuevo Ledn, México.

Material biologico: Cascara de naranja

6.1.1 Recoleccion de muestras y almacenamiento

Se obtuvieron las muestras o material biolégico de diferentes puntos de la zona metropolitana
de Nuevo Ledn, ya sea en puntos de ventas de jugos naturales o de hogares particulares.
Posteriormente se procedid a guardar en el congelador a una temperatura de -20°C (Khan, et
al., 2010).

6.2 Pretratamiento de la cascara de naranja

Se utilizd la técnica que describe Khan et al (2010) con algunas modificaciones.
Primeramente, se lavo la cascara de naranja con agua destilada, después, se elimind el exceso
de agua, se disminuyd el tamafio de la cascara y se secé en horno aireado a una temperatura
de 45°C —55°C por 48 h. Finalmente, se moli6 la cascara seca hasta un tamafio de particula
entre 1 a 2 mm, en la figura 4, se aprecia el proceso por el cual pasé la cascara de naranja

antes de poder realizar la extraccion.

Figura 4.- Pretratamiento de la cascara de naranja
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6.3 Preparacion de Solventes Eutécticos Profundos (SEP)

Se homogeniz6 el cloruro de colina (ChClI) en estado solido (polvo) y acido lactico (AL) en

estado liquido, ambos compuestos de grado analitico. Las mezclas eutécticas se prepararon

agitando los dos componentes por separado a ~80 °C hasta la formacion de un liquido

homogéneo e incoloro (Abbott et al., 2011). Las mezclas de extraccion de ChCly AL se

ajustaron en las siguientes proporciones de CC/AL: 1:10, 1:2, 1:1y 2:1.

6.4 Extraccion asistida por ultrasonido y solventes eutécticos profundos
El proceso de extraccion asistida por ultrasonido se realiz6 de acuerdo con las

condiciones mostradas en la Tabla 3. Brevemente, se utilizd una relacién de cascara
seca/disolvente a 1:30 (g/mL). La intensidad del ultrasonido fue de 664 W/cm?,
frecuencia de 20kHz, amplitud de 50 % por 1 min y ciclos de 0.5 s. El factor modificado
fue la relacién molar del solvente eutéctico profundo. Una vez terminado el proceso de
extraccion se centrifug6 a 4400 rpm por 15 min. Posteriormente, se afiadieron 190 mL
de etanol y 10 mL de agua y se mantuvo a 4°C por 12 h. Pasado este tiempo, se
centrifugd de nueva cuenta a 4,000 rpm por un tiempo de 10 min. Finalmente, se obtuvo
el extracto crudo (sobrenadante) y extracto de naturaleza polisacarida (precipitado).
Ambos extractos se separaron y colocaron en un horno a 50°C hasta sequedad total. Para
determinar el mejor proceso de extraccion, se evalué la capacidad antioxidante,
actividad antimicrobiana y se determinaron algunos compuestos de interés en el extracto
crudo. Asi mismo, con las mismas condiciones de ultrasonido se llevé a cabo la

extraccion metanol (MeOH) como solvente convencional.
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Tabla 3.- Condiciones de extraccion asistida por ultrasonido y solventes eutécticos profundos

Condiciones de extraccion

Relacion cascara seca (polvo)/disolvente 1:30 (g/mL)
Intensidad del ultrasonido 664 W/cm?
Frecuencia del ultrasonido 20 kHz
Concentracion molar de CC:AL 1:10

1:2

1:1

2:1
Amplitud 50%
Tiempo 1 min
Ciclo 05s

CC:AL — Cloruro de colina y Acido lactico

Al terminar de extraer se pesé en seco y se procedié a obtener el % de rendimiento de la

extraccion utilizando la Ecuacion 1.
% rendimiento = (WAE/WMV) * 100 Q)
Donde:
WAE es el peso en g obtenido del extracto crudo.
WMV es el peso en g del material vegetal (cascara de naranja).

6.5 Determinacion de las propiedades fisicoquimicas del solvente eutéctico profundo
(SEP)

6.5.1 Densidad

La densidad de los solventes se determiné utilizando un matraz volumétrico de 25 mL, Se

midio la masa de la muestra y se calculd la densidad (p) utilizando la ecuacién 2 (Yan et al,
2007).

p=m/V )
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Donde m es la masa mediday V es el volumen del matraz, fijado en 25 mL.

6.5.2 pH

La determinacion del pH se llevd a cabo utilizando tiras de prueba de pH Cloud Prime. Estas
tiras proporcionan un método rapido y confiable para estimar el valor de pH del solvente. Se
aplicé una pequefia cantidad de la muestra a la tira de prueba y el cambio de color resultante
se comparo con la tabla de referencia proporcionada para determinar con precision el rango
de pH.

6.5.3 Viscosidad

La determinacion de la viscosidad se realizé utilizando un viscosimetro rotacional DVE
Brookfield equipado con un spindle #63. Antes del anélisis, el equipo fue calibrado de
acuerdo con las especificaciones del fabricante para garantizar la precision de las mediciones.
La muestra se colocé en el recipiente correspondiente, asegurandose de que la temperatura
permaneciera constante durante el ensayo. Posteriormente, se ajusto el viscosimetro a la
velocidad adecuadapara la medicion y se registraron los valores de viscosidad en centipoises
(cP) y después reportadas como Pa.s (pascal-segundo). Este método permitié una evaluacion
precisa de las propiedades reoldgicas del solvente, fundamentales para su caracterizacion y

su potencial aplicacion en procesos de extraccion (Azaga, R. 2018).

6.6 Actividad antirradical por el reactivo DPPH

Para determinar la actividad antioxidante de los extractos se siguid la metodologia sugerida
por Monroy-Garcia et al (2021); los extractos se re-suspendieron en metanol a 1 mg/mL,
posteriormente en una microplaca de 96 pocillos se adicionaron 100 puL de cada extracto por
separado, se realizd una dilucion seriada y se agregd a cada pocillo 100 uL del radical 2,2-
Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPHe). Se dejé incubar la reaccion por 30 min a temperatura

ambiente bajo proteccion de la luz y finalmente se leyd el ensayo en un espectrofotometro de
microplacas a 517 nm.

6.7 Actividad antimicrobiana

Para determinar la actividad antimicrobiana de los extractos obtenidos se siguid la

metodologia de Murray (2015) con algunas modificaciones. Primeramente, se activaron las
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cepas Gram positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus y Micrococcus luteus,)
y Gram negativas (Escherichia coli, Salmonella sp, Enterobacter cloacae y Acinetobacter
baumannii), para lo cual se tomd con asa bacterioldgica un in6culo de cada una de las cepas
a analizar en medio de cultivo Mueller Hinton (MH) pH 7.3,y se incub6 de 18a 34 h a37°C,
después del tiempo de incubacién se ajusto la suspension celular en solucion salina (0.9 %)
hasta llegar a 1.5 x 108 UFC/mL. El ensayo se llevé a cabo en placas Petri con MH, donde se
inocularon mediante un hisopado con cada uno de los microorganismo, posteriormente, se
colocaron 30 pL de cada extracto a evaluar en los pocillos. En medio de la placa de agar MH
se coloco el grupo control, el cual fueron 10 uL de gentamicina. Una vez terminado, se
procedid a incubar a 37°C por 24 h. Posteriormente al periodo de incubacion se tomaron las
medidas en milimetros los resultados de los halos de inhibicion. En este ensayo, se utilizd
DMSO como vehiculo.

6.8 Determinacion de compuestos fendlicos, fendlicos totales y pectina

6.8.1 Cuantificacion de fenoles

Se analizé el contenido de fenoles totales presentes en los extractos crudos, para este ensayo
se utilizo la técnica de reduccion del reactivo de Folin. Para esto, en un tubo de ensayo se
afladieron 100 pL de cada extracto por separado, después se agregaron 250 L del reactivo
Folin (IN), 1250 pL de Nay;COs (20% p/v) y 400 puL de agua destilada, se incubo a
temperatura ambiente por 2 h y finalmente se lee la absorbancia a 760 nm. Como estandar se
utilizé acido géalico (AG). Los resultados se expresaron en mg equivalentes a AG/ g de
extracto. (Monroy-Garcia et al., 2021).

6.8.2 Cuantificacion de la pectina por gravimetria

Se realizd la técnica de hidrolisis acida para la cuantificacion de pectina por gravimetria
propuesta por Alancay y colaboradores en el 2017, esto con algunas modificaciones. Al
precipitado de polisacaridos se le agreg6 agua en una proporcion 1:100 (p/p, solido:agua).
Después se agreg0 la cantidad suficiente deacido clorhidrico (HCI) 6M suficiente para llegar
a unpH de 2. Posteriormente, la mezcla se calentd a 85°C y se agitd suavemente por 1 h, una
vez pasado el tiempo se enfrié a temperatura ambiente y se filtré el contenido resultante. La

pectina solubilizada se precipitd usando alcohol etilico (EtOH) en una proporcion 1:1, la
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pectina precipitada se lavo, tres veces utilizando etanol y se centrifugo la muestra a 4,000
rpm por 15 min. Después de los lavados se coloco a secar en un horno a 45°C, una vez seca
se tomaron los pesos finales y se utilizé la Ecuacion 3.

% de extraccion = =2+ 100 ©))
my

Donde mz es el peso en gramos de la pectina y el mz es el material bioldgico en peso seco.

6.8.3 FTIR para la pectina

Se hizo un anélisis de grupos funcionales el cual se llevé a cabo mediante la técnica de
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) para identificar las
caracteristicas estructurales de la pectina extraida del polvo de cascara de naranja. El equipo
utilizado fue un espectrometro FTIR (PerkinElmer Spectrum Two) y el analisis se corrio en
el rango de 4000 a 500 cm™! (Duwee et al., 2022).

6.8.4 Cuantificacion de compuestos de interés

Compuestos fenolicos y flavonoides como acido cafeico, naringina, quercetinay el
acido feralico se cuantificaron mediante la extrapolacion con curvas de calibracion
obtenidas con estandares grado analitico utilizando la cromatografia liquida de ultra alto
rendimiento (UHPLC), se inyectaron 10 puL de las muestras (estandar o extracto) en un
equipo LC-2030c 3D plus prominence — i acoplado a PDA, eluida con gradientes de

acetonitrilo: &cido fosforico (H3PO4 al 0.1%) durante 6 min a flujo de 0.5 mL/min.

6.9 Analisis estadistico

Se comparo el rendimiento de extraccion realizada en cada uno de los tratamientos de los
compuestos analizados a través de un ANOVA simple. Asi mismo se analizaron los distintos
tratamientos utilizados mediante Tukey para ver cual es la mejor técnica de extraccion. Para
evaluar el desempefio de cada solvente, se realizd6 un ANOVA de una via para cada actividad
evaluada: contenido total de fenoles, actividad antioxidante (DPPH), rendimiento de
extraccion de pectina (gravimetria). Este analisis permitié determinar si existian diferencias
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significativas en la efectividad de los diferentes solventes. Luego, a través de una prueba post
hoc de Tukey, se identificaron las comparaciones especificas donde se observaron diferencias
significativas entre los extractos en cada actividad, facilitando la comparacion del

rendimiento 0 actividad de los solventes evaluados.
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimiento de extraccion de extracto crudo

En latabla 4 se muestran los rendimientos de extraccion del extracto crudo obtenido mediante
diferentes solventes. La extraccion con el solvente CC/AL 1:10 (A) presenté el mayor
rendimiento con 43.88 + 0.90%. seguido por los solventes CC/AL 2:1 (D) y CC/AL 1:1 (C),
con 25.08 £ 0.42% y 17.23 £ 0.11%, respectivamente, el solvente CC/AL 1:2 (B) presento

el menor rendimiento con un 10.21 £+ 0.74%. Por otro lado, el solvente MeOH presento
rendimientos de 12.26 + 0.19% (E).

Al emplear metodologias de extraccion asistida por ultrasonido, los solventes emergentes,
como los solventes eutécticos profundos (SEP), mostraron mayor efectividad al obtener

mayores rendimientos de extraccion que los solventes convencionales.

Tabla 4.- Rendimiento de extraccion de los extractos crudos con diferentes solventes de la cascara
de naranja seca.

Solventes % de extraccion
CC/AL 1:10 (A) 43.88 £ 0.902
CCIAL 1:2 (B) 1021074
CC/AL 111 (C) 17232011
CC/AL 2:1 (D) 2508+ 042"

MeOH (E) 1226+0.19°

*n=3 £ DS

7.2 Propiedades fisicoquimicas de los solventes eutécticos profundos (SEPs)

En la tabla 5 se presentan las propiedades fisicoquimicas de las diferentes formulaciones de
solventes eutécticos profundos (DES) en distintas proporciones molares de cloruro de colina
y acido lactico. La densidad, medida en g/cm?, disminuye progresivamente conforme
aumenta la proporcion de cloruro de colina, variando de 1.200 en la mezcla 1:10 (A) a1.152
en la mezcla 2:1 (D).
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El pH se mantuvo constante en 3 para las proporciones 1:10 (A) y 1:2 (B), incrementandose
a4 y5en las mezclas 1:1 (C) y 2:1 (D), respectivamente. Este comportamiento refleja la
influencia de las proporciones de acido lactico y cloruro decolina en las caracteristicas acido-

base del solvente.

Finalmente, la viscosidad, reportada en Pa-s, presenté un aumento notable con el incremento
en la proporcién de cloruro de colina, pasando de 0.048 Pa-s en la mezcla 1:10 (A) a 0.296
Pa-s en la mezcla 2:1 (D). Este comportamiento puede estar relacionado con los cambios

estructurales y de interaccion molecular entre los componentes del solvente.

Estos resultados son fundamentales para comprender la influencia de la composicién del DES

en sus propiedades fisicoquimicas y su potencial aplicacion en procesos de extraccion.

Tabla 5.- Propiedades fisicoquimicas de las formulaciones de los solventes eutécticos profundos
(SEPs).

Muestras/Medicion | Densidad (g/cm?3) pH Viscosidad (Pa.s)
1:10 (A) 1.200 3 0.048
1:2 (B) 1.182 3 0.084
1:1(C) 1.167 4 0.138
2:1 (D) 1.152 5 0.296

7.3 Contenido total de fenoles

Enla Tabla 6 se muestra el contenido total de fenoles extraidos con diferentes solventes. Los
mayores contenidos se obtuvieron utilizando los solventes MeOH (13.91 + 0.19 mg/g),
seguido por la mezcla CC/AL 2:1, 4.12 + 0.20 mg EAG/g de extracto. Estos resultados
superan a los obtenidos con otros solventes, como CC/AL 1:2 y CC/AL 1:1, que presentaron
contenidos de fenoles totales de 3.77 £ 0.12 mg EAG/g y 3.05 + 0.24 mg EAG/g,

respectivamente.

Por otro lado, el solvente CC/AL 1:10 mostrd el menor contenido de fenoles, con un valor
de 2.07 £0.12 mg EAG/g de extracto. Estos resultados indican que los solventes CC/AL 2:1
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y MeOH son més eficaces para la extraccion de fenoles en comparacion con otros solventes
evaluados en este estudio.

Tabla 6.- Contenido de fenoles totales en los extractos de la cascara de naranja.

Solventes mg EAG/g de extracto
CCIAL 1:10 (A) 2074012
CCIAL 12 (B) 3774012
CC/AL 11 (C) 3.05+0.24°
CC/AL 2:1 (D) 4122020

MeOH (E) 13.91£0.19

*n=3 + DS; EAG= equivalente de &cido gélico.

7.4 Capacidad antioxidante por medio de DPPH

En la Tabla 7 se muestra la capacidad antioxidante de los extractos obtenidos utilizando
MeOHy CC/AL 2:1, los cuales presentaron la mayor capacidad antioxidante, con valores de
5.31 £ 0.10 mmol Trolox/g y 2.55 + 0.56 mmol Trolox/g, respectivamente. Mientras que el
solvente CC/AL 1:2 también mostré una capacidad similar al del CC/AL 1:1, alcanzando
1.72 £ 0.15 mmol Trolox/g. En comparacién, con los extractos obtenidos con los solventes
CC/AL 1:10 que present6 capacidades antioxidantes menores a los restantes extractos, con

valor de 1.48 £ 0.13 mmol Trolox/g, respectivamente.

Estos resultados indican que los solventes MeOH y CC/AL 2:1 son mas efectivos para la
extraccion de compuestos antioxidantes en comparacion con los otros solventes evaluados

en este estudio.
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Tabla 7.- Capacidad antioxidante de los extractos de cascara de naranja obtenidos con diferentes

solventes.
Solventes CAET (mmol Trolox/g)
CCIAL 1:10 (A) 148013
CC/AL 122 (B) 172 £0.15°
CCIAL 1:1 (C) 1.97+ 027
b
CCIAL 2:1 (D) 2,55+ 0.56
MeOH (E) 53140.10
*n=3 + DS

7.5 Actividad antimicrobiana por difusion en pozo

En la Tabla 8 se presenta el efecto antimicrobiano de los extractos obtenidos a partir de
diferentes solventes contra microorganismos Gram positivos y Gram negativos. Cada
extracto, fue evaluado para su capacidad de inhibir el crecimiento microbiano mediante el

método de difusion en pozo, utilizando una cantidad de 1250 pg de extracto depositado en
cada pocillo.

Los resultados destacan que el extracto obtenido con el solvente CC/AL 2:1 mostré la mayor
actividad antimicrobiana en comparacion con los demés extractos, seguido por el solvente
CC/AL 1:2. Los extractos obtenidos con los solventes CC/AL 1:10y CC/AL 1:1 presentaron
actividad moderada, mientras que el extracto de MeOH no mostro actividad antimicrobiana

significativa o presentaron inhibicién s6lo en un microorganismo.

En este ensayo, se utilizo como controles, Gentamicina, que mostrd una inhibicién

significativa, y DMSO como vehiculo, que no presento actividad antimicrobiana.
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Tabla 8.- Actividad antimicrobiana de extractos de cascara de naranja por difusion en agar.

Inhibicion (mm)
Cepa Tratamientos®
CC/AL CC/AL CC/AL CC/AL Control
1:10 (A) 1:2 (B) 1:1 (C) 2:1 (D)
E. faecalis 00+00 | 00+0.0 | 0.0+0.0 | 0.0+0.0 | 15.0+0.5
S. aureus 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 0.0+£0.0 70+£00 | 16.0+1.0
M. luteus 875+1 | 100+10 | 00+£00 | 10.0+14 | 180+15
E. coli 20+14 | 40+07 | 00+0.0 | 40+0.2 | 18014
Salmonellasp | 88+04 | 90+00 | 6.0+x0.0 | 90+0.3 | 17.0+0.0
E. cloacea 00+0.0 | 90+0.0 | 00+0.0 | 80%+12 | 21.5+0.6
A.baumannii | 0.0+0.0 | 00+0.0 | 0.0+0.0 | 0.0+0.0 | 155+0.7

*n=3 + DS; Control= Gentamicina

Figura 5.- Actividad bactericida de extractos de cascara de naranja vs E.coli.
(A): CC/AL 1:10, (B): CC/AL 1:2, (C): CC/IAL 1:1, (D): CC/AL 2:1y (C): MeOH, (C-): DMSO y
(C+): Gentamicina
En la figura 5 se muestra la actividad antimicrobiana de los extractos evaluados en este
estudio. Los resultados revelan la presencia de actividad antimicrobiana através de los halos
de inhibicion observados, destacandose que los extractos obtenidos con los solventes CC/AL
en proporciones 2:1 y 1:2 generaron los mayores halos de inhibicion, indicando una mayor

efectividad antimicrobiana en comparacion con otros extractos.
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7.6 Cuantificacion de compuestos
Se realizaron cuatro curvas de calibracion para cuantificar los compuestos fendlicos
identificados en el subproducto de la naranja. Las curvas fueron de naringina, acido cafeico,

quercetina y acido ferulico. En la tabla 9 se incluyen los estandares utilizados, los rangos,
curvas de calibracién y coeficiente de determinacion.

Tabla 9.- Analitos estandar utilizados en las curvas de calibracion con el rango utilizado, ecuacion

de la curva y R? de cada compuesto.

Estandares Rangos de Ecuacionde la curva *R?
calibracion (ug/mL)
Naringina 1-400 y = 3E-05x + 0.9897 0.9993
Acido cafeico 1-400 y =1E-05x - 1.4842 0.9831
Quercetina 1-400 y = 2E-05x + 0.8685 0.9995
Acido ferdlico 1400 y = 9E-06x +4.5721 0.9940
*n=3 + DS

Las curvas de calibracion se elaboraron utilizando las areas de pico de cada estdndar medida

por UHPLC acoplada a DAD a diferentes concentraciones.

Los extractos obtenidos se caracterizaron por UHPLC-DAD y se cuantificaron cuatro
compuestos fenolicos (Acido cafeico y Acido fertlico, Quercetina y Naringina). Los
compuestos cuantificados se presentan en la tabla 10 con el peso por cada extracto evaluado.
En la tabla 10 podemos observar que, en la naringina, el solvente CC/AL 2:1 extrajo la mayor
cantidad de este compuesto (1150.29 + 121 pg/ g), mientras que el solvente CC/AL 1:1
mostro la cantidad mas baja (324.82 + 12.3 ug/g). Esto sugiere que la proporcién desolventes
en CC/AL 2:1 es mas eficiente para extraer naringina. Para el acido cafeico, el solvente
CC/AL 2:1 extrajo la mayor cantidad (139.41 + 7.6 pg/g), sequido de CC/AL 1:2 (21.63 =8
Mg/g). En otros solventes, como CC/AL 1:10, CC/AL 1:1, y MeOH, el contenido de acido
cafeico no se detect6 o estaba por debajo del limite de deteccién (indicado como TR, traza).
Para la quercetina la extraccion CC/AL 1:10 y CC/AL 1:2 mostré la mayor extraccion de
este compuesto (68.49 £ 0.9 pg/g y 67.83 = 1.6 ug/g, respectivamente), seguido del CC/AL
1:1 (66.14 £ 1.1 pg/g) y el MeOH tuvo la menor cantidad (62.49 + 2.2 pg/g). Para el acido
fertlico el solvente CC/AL 2:1 fue el mas efectivo para extraer el compuesto (379.96 + 24

Hg/g), mientras que CC/AL 1:1 tuvo la menor cantidad (305.62 + 10.6 pg/g). Otros solventes
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como MeOH y CC/AL 1:2 también extrajeron acido feralico, pero en menor cantidad que el
CC/AL 2:1.

A manera general, la eficiencia de extraccion de compuestos fenolicos varia
significativamente dependiendo del tipo de solvente utilizado y la proporcién de los
componentes del solvente. CC/AL 2:1 parece ser el solvente mas efectivo en general para la
extraccion devarios compuestos fendlicos (especialmente para naringina), lo que sugiere que
esta proporcion de solventes es particularmente eficaz para romper las paredes celulares de
la cascara de naranja v liberar estos compuestos. Indicando que la polaridad o las propiedades
del solvente afectan selectivamente la eficiencia de extraccion. Los resultados de la tabla
indican que diferentes combinaciones de solventes tienen distintas eficiencias para extraer
los compuestos fendlicos de la cascara de naranja, lo que puede ser crucial para optimizar las
técnicas de extraccion dependiendo del compuesto de interés.

Tabla 10.- Perfil de compuestos fendlicos en extractos secos de cascara de naranja obtenidos
mediante cromatografia liquida de ultra alta resolucién con detector de fotodiodos.

Compuestos Extracciones
fen°|/'°°S CCIAL 1:10 CCIAL 122 CCIAL 11 CCIAL 21 MeOH
(ng/9) ) ) © ) )
R . b d a b
Naringina | 62220+259° | 791.57+81.1 | 324.82+123 | 115029+121" | 707.06+763
Acido b
cafeico R 2163+8 R 13941476 R
. b C
Quercetina | 849+09" 6783+16 66.14 +1.1 TR 62.49 +2.2
Acido d ¢ d a b
ferdlico | 312814124 | 34465+175 | 30562+106 = 379.96+24 | 360.91+124

*n=3 + DS; TR=trazas
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Figura 6.- Cromatograma correspondiente al solvente 1:1 con los compuestos detectados.

Con el fin de corroborar la identidad de los picos en los cromatogramas después del analisis

UHPLC (fig. 6)

7.7 Gravimetria pectinay FTIR

En la Tabla 11, se observa que el solvente CC/AL 1:10 extrajo 1.73 mg de pectina, lo que

indica que es el método con la menor cantidad de pectina extraida. De manera similar, CC/AL

1:2 extrajo 2.41 mg de pectina, demostrando también una baja eficiencia en la extraccion. En

contraste, el solvente CC/AL 1:1 logré la mayor extraccion con 48.24 mg de pectina,

sugiriendo que esta proporcion es la mas efectiva para extraer pectina de la muestra de

naranja. El solvente CC/AL 2:1 extrajo 6.74 mg de pectina, lo cual indica una eficiencia

moderada. Por ultimo, el solvente MeOHXx extrajo 4.03 mg de pectina, mostrando una

cantidad ligeramente inferior en comparacién con CC/AL 2:1.

Tabla 11.- Rendimiento de extraccion de la pectina en la cascara de naranja seca.

Céscara de Rendimiento (%0)
Naranja
CC/AL1:10: CC/AL1:2: CC/AL1:1 : CC/AL 21 MeOH
(A) (B) (®) D) (E)
Pectina 1734019 | 2414026 | 48.24+501" | 6744079  4.03+0.86°
*n=3 £ DS

29



En la figura 7, se presenta los espectros de infrarrojo (IR) obtenidos para la pectina comercial
y las pectinas extraidas con los diferentes solventes a partir de la cascara de naranja seca. Al
comparar las muestras obtenidas con la comercial se puede apreciar las semejanzas, en la
region de los grupos carboxilos libres (COO") y esterificados (COOR) ubicados entre la
banda 1650 y 1750 cm! respectivamente. La presencia de picos en posiciones similares en
los extractosy la pectina comercial sugiere similitud en la composicion quimica de la pectina,

la diferencia en la intensidad o la posicion de los picos pueden indicar variaciones en la
concentracion de ciertos compuestos o en la pureza de los extractos.

— PC*

140 — CC/AL 1:10 (A)
— CC/AL 1:2 (B)
— CCI/AL 1:1 (C)
— CCJ/AL 2:1 (D)
120 — MeOH (E)

100

80

Transmitancia (% T)

60

40

20 T I
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T T T T T
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Figura 7.- Espectros FTIR de las muestras de las extracciones y del estdndar de pectina comercial.
*PC=pectina comercial
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8. DISCUSION

En el presente trabajo se cuantifico el contenido de pectina y compuestos fenolicos presentes
en extractos de céascara de naranja obtenidos mediante el uso de solventes eutécticos
profundos (SEP) asistida con ultrasonido, asi mismo se analizé su actividad antimicrobiana
y antioxidante, esto con miras a proponer una alternativa eco-amigable para el
aprovechamiento integral de este subproducto agricola, el cual es abundante en nuestra

region.

Con relacion al rendimiento de extraccion, se observo que la concentracién molar 1:10 de
cloruro de colina y acido lactico (CC/AL) presentan el rendimiento de extraccion mas alto,
con un valor de 43.88 + 0.90%. Esto sugiere que las proporciones mas elevadas de &cido
lactico en la mezcla aumentan la solubilidad de los compuestos presentes en la cascara de
naranja, resultando en una mayor cantidad de extracto recuperado. Se ha demostradoen otras
investigaciones que el uso del &cido lactico ha mostrado ser eficaz para la extraccion de
compuestos bioactivos como compuestos fendlicos, flavonoides y terpenicos debido a su
capacidad para formar puentes de hidrogeno entre el SEP y los analitos (Abdallah et al.,
2022).

Al comparar los resultados, se observa que todos los extractos obtenidos con SEP superaron
al obtenido con el solvente convencional (MeOH); excepto en el caso de la relacién molar
1:2. En cuanto al solvente convencional; la extraccion asistida por ultrasonido (EAU) resulto
ser mas eficiente, debidoa que las burbujas de cavitacién mejoran la penetracion del solvente
en la matriz vegetal y facilita la liberacion e interaccion de los compuestos de interés, tal y
como demostraron Airouyuwa, et al., 2022. Una mayor densidad del solvente puede atribuir
a un colapso de burbuja mas violento, ya que la energia liberada en el colapso es mayor en
un medio mas denso (Nazari et al,2019) y por lo tanto aumenta el rendimiento de extraccion,
esto podria explicar la gran diferencia entre los distintos tratamientos, ya que se observo que,
a mayor viscosidad, mayor rendimiento a excepcién del SEP CC/AL 1:2. Por lo que hay que
tomar en cuenta de no reducir la movilidad del solvente y la transferencia de masa ya que

esto reduciria la eficiencia de extraccion por medio de la viscosidad (Omar y Sadeghi, 2022).
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El &cido carboxilico y los grupos hidroxilo, ademés de la longitrud de la cadena alquilica,
afectan la viscosidad, ya que cadenas de hidrocarbudos mas largas y mas grupos hidroxilo
dan como resultado viscosidades més altas (Sazali et al, 2023).

La eleccion del &cido lactico fue acertada, ya que, como se ha reportado, este presenta una
baja masa molar (90.08 g/mol) y un punto de fusion relativamente bajo (16.8 °C) (Vanegas,
2014). Estas caracteristicas facilitaron la preparacion del SEP y provocaron una reduccién en
el consumo energético en comparacion con otras combinaciones como el acido citrico, que
posee un mayor punto de fusién y masa molar (192.12 g/mol y 153°C), resultando en una
menor eficiencia econdmica y energética en su preparacion (Liew et al, 2017). Con lo
anteriormente mencionado se ha comprobado que CC/AL tiene una viscosidad reducida
debido a su tamafio de enlaces de hidrogeno mas débil a diferencia de otros compuestos que
se pueden usar donante de puentes de hidrogeno (Alcalde et al, 2019). Abbasi et al (2022)
menciona que ya se han empleado SEP formados por [Ch+][CI-] como HBA (compuesto
aceptor de puentes de hidrogeno) como el cloruro de colina, y acidos organicos el acido
lactico como HBD (compuesto donante de puentes de hidrégeno) a menudo para extraer
compuestos fenolicos en una gran variedad de matrices biologicas. La densidad y viscosidad
de los SEP son factores clave que afectan la eficiencia en la extraccion (Encalada, 2024),
dichos parametros son incluidos por el tipo y concentracion de los DES seleccionados, ya
que la extensa red de puentes de hidrégeno junto con otras interacciones como las fuerzas de
Van der Waals y electrostaticas hacen que estos solventes sean viscosos a temperatura
ambiente (Vidal, 2019). Una alta viscosidad puede limitar la eficiencia de extraccion al
reducir la movilidad del solvente y la transferencia de masa (Omar y Sadeghi, 2022) pero si
se reduce la viscosidad reduce el fenémeno de cavitacion que ayuda también al proceso de
extraccion, junto son la seleccion adecuada del tipo y relacion molar de HBA y HBD, es
importante considerar la cantidad de agua, ya que una pobre viscosidad, se ha relacionado
con una disminucion en los rendimientos de extraccién de los compuestos de interés (Dai et
al, 2015). Otro factor para considerar es la temperatura utilizada para la preparacion del SEP,
ya que a medida que aumenta la temperatura, la densidad de los SEP disminuye
considerablemente, lo que puede facilitar la difusion de los compuestos hacia el solvente
durante la extraccion (Abbott y Gray, 2006). En este caso, se observd que, al reducir la
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proporcion deacido lactico, la viscosidad del solvente aumentd, alcanzando un valor de 0.296
Pa-s en la relacién molar 2:1 (D). A pesar de su mayor viscosidad, este solvente presentd un
rendimiento de extraccion superior al del solvente con relacion molar 1:2 (B). Este
comportamiento puede explicarse por el hecho de que una mayor viscosidad contribuye a un
colapso de burbujas de cavitacion més violento, lo que aumenta la eficiencia del proceso de
extraccion. Por otro lado, el solvente con la relacion molar 1:10 (A) fue el menos viscoso v,
al mismo tiempo, obtuvo el mayor rendimiento de extraccion en esta investigacion. Esto
refuerza la premisa de que el acido lactico, en proporciones adecuadas, es altamente efectivo
para solubilizar compuestos de interés gracias a su capacidad para formar puentes de
hidrogeno y mejorar la interaccidn con los analitos presentes en la matriz vegetal.

En resumen, al comparar los solventes basados en combinaciones de cloruro de colina y acido
lactico (1:10, 1:2, 1:1 y 2:1) con metanol como solvente convencional, es evidente que los
solventes verdes, especialmente en las proporciones 1:10 y 2:1, ofrecen un rendimiento de
extraccion superior. Esto destacael potencial delos SEP como una alternativa mas sostenible
y eficiente a los solventes convencionales. La mayor eficiencia de estas concentraciones
molares sugiere que estos solventes pueden ser optimizados aln méas para maximizar la
extraccion de compuestos bioactivos especificos, lo que podria tener un impacto significativo

en su aplicacion en industrias sostenibles.

Para el contenido total de fenoles totales como podemos observar en la tabla 5 el que mayor
destaca en su obtencion es el del solvente MeOH y CC/AL 2:1 obteniendo 13.91 +0.19 y
4.12 £ 0.20 mg EAG/g de extracto de cascara de naranja seca respectivamente, seguida por
el solvente CC/AL 1:2 y 1:1 obteniendo 3.77 £ 0.12 y 3.05 + 0.24 mg EAG/g de extracto de
cascara de naranja seca respectivamente mencionadas con anterioridad y por dltimo tenemos

la relacién 1:1 con 2.07 = 0.12 mg EAG/g de extracto de cascara de naranja seca.

Investigaciones recientes demuestran que usar solventes eutécticos profundos (SEP), como
el CC/AL, son particularmente efectivos en la extraccion de compuestos bioactivos debido a
su capacidad para interactuar con moléculas polares al igual que algunos solventes
convencionales (Jiménez y Basilio, 2022). Con respecto al contenido fenolico en

subproductos agricolas, Leouifoudi et al. (2015) reportaron la presencia 0.950 mg EAG/g en
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el extracto etanolico de orujo de oliva, cantidad considerablemente menor a la reportada en
este trabajo, en donde tanto el metanol como la mezcla de CC/AL 2:1 presentaron cantidades

hasta 10 veces superiores al del orujo.

Los resultados obtenidosen este trabajo podrian verse favorecidos por el uso de la extraccion
asistida por ultrasonido (EAU), ya que estas destacan por las burbujas de cavitacion. Oroian
et al. (2019) demostraron que la EAU mejora la penetracion del solvente en la matriz vegetal
mediante la generacion de burbujas de cavitacion, lo que aumenta el rendimiento de
compuestos bioactivos. En el estudio anteriormente mencionado hecho por Oroian et al.
(2019) compararon la EAU con métodos de extraccion convencionales como la maceracion
y también EAM y observaron que el uso de ultrasonido incrementaba significativamente,
donde obtuvieron en maceracion 66.1 g de extracto por 100 g de propdleo crudo mientras
que por EAU fue de 95.8 g de extracto por 100 g de propdleo crudo en el contenido total de
fenoles. Esto pasa ya que la burbuja de cavitacion colapsa cerca de las interfases y golpea
sobre la superficie sélida, generando el rompimiento de la pared celular y con ello permite la
entradade los solventes y con ello facilitando la extraccién de compuestos de interés (Azuola
y Vargas. 2007).

Para la actividad antioxidante se pusieron a prueba el disolvente eutéctico profundo en sus
cuatro relaciones molares y el solvente convencional (MeOH), donde por diferencia
significativa el que mejor actividad mostré fue el MeOH con 5.31 + 0.10 mmol Trolox/g.
Marroquin y Céceres (2012) realizaron un estudio donde evaluaron la actividad antioxidante
en tres especies de la familia Passifloraceae, para eso extrajeron por percolacion utilizando
como solvente MeOH, donde al evaluar el TEAC (capacidad antioxidante equivalente de
Trolox), encontraron para p. edulis 3.82 mmol Trolox/g, este valor es similar al obtenido con
el SEP CC/AL 2:1 aunque inferior en comparacion con los resultados en este presente
estudio, con excepcion del caso de MeOH, donde el rendimiento fue superior al reportado
por Marroquin y Caceres (2012). Esto se debe al empleo de técnicas de extraccion
alternativas, lo que demuestra la eficacia de la EAU en comparacion con los métodos

convencionales, destacando ademas la importancia de estas técnicas de extraccion verde.
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De las mezclas utilizadas, el solvente CC/AL 2:1 present6 la mayor actividad antioxidante,
lo que se atribuye a su relacién molar y a su capacidad para extraer eficientemente ciertos
compuestos bioactivos como los fendlicos y terpenos, esto es debido por su interaccion polar
lo que favorece a la solubilidad entre el solvente y los compuestos de interés, también se le
atribuye a su capacidad de formar puentes de hidrdgeno y por Gltimo a una mayor selectividad
(Ruesgas, et al. 2023) dependiendo de la relacion molar del SEP, se puede ajustar para su
capacidad de interaccion con diferentes grupos funcionales, lo que influye en el tipo y
cantidad de compuestos extraidos (Guadarrama, 2024). Ejemplo de terpenos encontrados en
la naranja son los limonoides. Los terpenos son compuestos ampliamente presentes en
citricos y otras plantas, conocidos por su capacidad antioxidante y otras propiedades
bioactivas, como actividad antiinflamatoria, anticancerigena y antimicrobiana. En
investigaciones anteriores, como las de Kolarevi¢ et al. (2020), observaron que los SEP
basados en cloruro de colina combinados con acidos organicos son especialmente efectivos
para solubilizar terpenos y fenoles, lo cual incrementa significativamente la capacidad
antioxidante de los extractos obtenidos. La actividad antioxidante se le atribuye a la
presencia de la naringina, ya que esta presenta grupos hidroxilos en su estructura en las
posiciones 5y 4 de los anillos A y B, respectivamente, ya que estos son los encargados de
donar los hidrdgenos para poder capturar los radicales libres como en el DPPH y asi reducir

el estres oxidativo (Limén et al, 2010).

En la actividad antimicrobiana evaluada, de las 15 cepas bacterianas, se observé inhibicion
en 7 deellas, siendo el extracto obtenido con CC/AL (2:1) el que mostrd la mayor actividad
frente a las cepas S. aureus, M. luteus, E. coli, Salmonella, E. cloacea. De la misma manera,
el control positivo gentamicina generd un halo de inhibicion mayor a los 15 mm. De acuerdo
con Velazquez et al (2010), el presentar un halo de inhibicién mayor a 12 mm indica que las

cepas utilizadas son susceptibles al compuesto probado.

La mayor susceptibilidad fue presentada por bacterias Gram negativas, esto debido a los
compuestos fendlicos, entre ellos la naringina la cual estd compuesta por un nucleo de
flavanona unido a un grupo glucésido. Zhao & Liu (2021) mencionan que este compuesto

fendlico flavonoide presenta efectos antibacterianos a traves de varios mecanismos, por
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ejemplo, en la inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos, inhibicion de la funcion de la
membrana citoplasmatica al afectar la formacion de biopeliculas; afectandola permeabilidad
e interacciones con ciertas enzimas clave. Asi mismo, puede afectar la integridad de la
membrana celular bacteriana, causando alteraciones en su estructura y aumentando la
permeabilidad, lo cual conduce a la pérdida de iones y nutrientes. Ademas, puede inducir la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las bacterias, lo que causa dafio
adicional a proteinas y acidos nucleicos, interrumpiendo funciones vitales de la célula
bacteriana. Los flavonoides suelen ser méas eficaces contra bacterias Gram negativas
(Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) que contra bacterias Gram positivas
(Enterococcus faecalis y Staphylococcus aureus) como los resultados observados en este
estudio (Seukep et al, 2020).

En el presente trabajo, con una concentracion de 1250 pg/uL, observamos una inhibicion de
E. coli (halo de 4 mm). En comparacion, Tirumalasetty et al. (2013) que trabajaron con
extracto de hoja de Vitex negundo, donde reportaron un halo de inhibicién de 12 mm para E.
coli empleando una concentracion de 1000 pg/pL y 10 mm para Staphylococcus aureus
encontrando en este presente trabajo 7 mm un resultado similar a lo reportado por
Tirumalasetty et al. (2013).

Lo que destaca de este trabajo es el rango utilizado para los pocillos, los cuales fueron de
3000, 2000, 1000 y 100 pg/pL. Guptaet al (2015) utilizaron un extracto de Curcuma longa
rhizome usando cloroformo como solvente. La concentracion del extracto probada fue de
1250 pg por pocillo y obtuvieron un halo de inhibicion de 9 mm, similar al encontrado en el

presente trabajo.

Los compuestos fendlicos, reconocidos por sus propiedades antioxidantes y beneficios
potenciales para la salud, se encuentran ampliamente distribuidos en plantas y derivados.
(Aviles, et al. 2017). Entre ellos, la naringina, el acido cafeico, la quercetina y el &cido
ferulico son de particular interés por su actividad biologica y estan presentes en la cascara de
naranja, estos compuestos tienen efectos antiinflamatorios, anticancerigenos y
antimicrobianos (Arriaga, 2021). En este estudio, se llevo a cabo la cuantificacion de estos

cuatro compuestos utilizando la técnica de cromatografia liquida de ultra alta resolucion
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(UHPLC), lo cual permitié identificar y comparar su concentracion en el extracto de cascara
de naranja. De los compuestos cuantificados para cada uno de los extractos evaluados, la
naringina presento la mayor concentracion, donde se ha documentado como un flavonoide
predominante, por lo cual con este dato podria ser relevante dada a la actividad
antimicrobiana y antioxidante dadaen el presente trabajo y por lo reportado por Alvarez et
al (2004). En el presente trabajo, el solvente eutéctico profundo (SEP) con una proporcion
de 2:1 de cloruro de colina y acido lactico mostro ser el méas eficiente en la extraccion de
compuestos fendlicos de la cascara de naranja. En el caso de la naringina, se obtuvo una
cuantificacion de 1150.29 + 121 pg/g, mientras que el estudio de Stabrauskiene et al. (2022),
utilizando ultrasonido asistido por etanol al 50% en Citrus x paradisi (toronja), report6 un
contenido de 4310 + 125 pg/g, aproximadamente el triple de lo obtenido en este presente
trabajo mientras que Gupta et al, (2023) para la naringina extraida de la cascara de Citrus
sinensis (naranja dulce) fue de 880 pg/g, donde en el presente estudio es similar pero mayor
al que fue reportado por Gupta et al, (2023). Para el &cido cafeico, se obtuvo 139.41 + 7.6
Hg/g, comparado con los 32.5 + 0.5 pg/g reportados por Moreira & De Souza (2018) en
Physalis angulata con la planta completa mediante extraccion asistida por ultrasonido y un
solvente mixto de 57% agua, 35% etanol y 8% metanol, lo cual representa casi el cuadruple
obtenido en el presente estudio. Finalmente, para el acido ferdlico, se obtuvo 379.96 + 24
Hg/g, mientras que Inbaraj et al. (2009) informaron 132.0 £ 0.9 pg/g en Lycium barbarum L
donde se probd el fruto conocido como baya de goji aunque no se trate de un citrico es de
importancia por ser un fruto, con una extraccion convencional como lo fue con maceracion,
evidenciando casi el triple de contenido obtenido en este presente estudio. Estos resultados
resaltan la alta capacidad de los SEP, especialmente combinados con extraccion asistida por
ultrasonido (EAU), para extraer compuestos bioactivos como los fendlicos de la cascara de
naranja, subrayando su viabilidad como método eficiente para obtener estos compuestos de

interés comercial en comparacion con técnicas y solventes convencionales.

En este estudio, se pusieron a prueba diferentes relaciones molares de SEP de cloruro de
colina y acido lactico (1:10, 1:2, 1:1 y 2:1) en comparacion con el metanol como solvente
convencional, para extraer pectina de cascara de naranja, mediante extraccion asistida por
ultrasonido (EAU).
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Los resultados obtenidos mostraron que la relacion molar de SEP 1:1 alcanzd el mayor
rendimiento en la extraccion de pectina. Este comportamiento puede atribuirse a la acidez
del &cido lactico, que facilita la hidrélisis de los enlaces entre la pectina y los componentes
de la pared celular, promoviendo su liberacion. Estudios previos, como el de Shafie et al.
(2019), indican que el ambiente &cido generado por el SEP contribuye a la disociacion de la
pectina, aumentando asi el rendimiento de extraccion. No obstante, la posible alta acidez que
pudieran presentar los SEP en este trabajo, podrian ser un factor que podria provocar una
degradacion de la estructura de la pectina, lo que podria explicar los rendimientos mas bajos
observados en el presente estudio. Una posible explicacion del porque los demas resultados
fueron menores al solvente CC/AL 1:1 es la acidez, la cual podria haber degradado la
estructura, otra posible explicacion es la baja viscosidad que manejan estos compuestos
(Liew et al, 2017). En cuanto a los valores de pH medidos para cada solvente, se observa que
el solvente CC/AL 1:1 tiene un pH de 4, mientras que las otras proporciones presentas pH
entre 3 0 5. Aunque los estudios indican que la extraccion de pectina suele ser més eficiente
en condiciones acidas, donde generalmente son entre pH 1y 2.2 (Garcia, et al, 2023), en esta
investigacion, el solvente con pH 4 (CC/AL 1:1) mostro el mayor rendimiento de extraccion.
Esto sugiere que, ademas del pH, existen otros factores como la viscosidad del solvente, la
interaccion especifica entre el solvente y la matriz vegetal de interés, que también influyen

significativamente en la eficiencia de extraccion de pectina.

El uso de EAU facilito la ruptura de la pared celular, promoviendo la liberacion de pectina'y
mejorando la eficiencia del proceso en comparaciébn con métodos de extraccion
convencionales (Chen et al, 2022). Se observo que los SEP, especialmente en la relacion
molar 1:1, proporcionan un medio efectivo para la extraccion de pectina, superando a
solventes convencionales como el metanol en términos de rendimiento de extraccion. Estos
resultados respaldan la hipotesis de que la EAU combinada con solventes profundos
eutécticos puede aumentar significativamente la eficiencia de extraccion de compuestos
valiosos como la pectina, siendo ademas una alternativa mas amigable con el medio

ambiente.
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En cuanto a los rendimientos de extraccion obtenido para la pectina Pandharipande &
Makode (2012) obtuvieron un 46.46% en cascara de naranja (Citrus sinensis) utilizando para
extraer diferentespH, mientras que en este presente estudio fue 48.24 + 5.01 % (CC/AL 1:1),
lo cual representa un mayor porcentaje de extraccion obtenida por nosotros. Asi mismo,
Fakayode & Abobi (2018) obtiene en cascara de naranja fresca (Citrus sinensis) 19.12%, casi
con las mismas condiciones con las que trabajamos nosotros, donde ellos fue una temperatura
de 90°C, tiempo de 90 min y un pH de 2, mientras que nosotros fue temperatura de 85°C,
tiempo de 60 min y un pH de 2, la diferencia fue en que ellos emplearon dos métodos de
extraccion a la vez, ya que obtuvieron primero aceite esencial y luego para la pectina. Para
la extraccion de pectina De la Hoz Vega et al (2018) utilizaron de factor pH 3 y metanol
donde ellos obtuvieron un rendimiento de extraccion de pectina en base seca 3.90% a los 60
minutos, mientras que nosotros encontramos para el metanol 4.03 + 0.86 % pero con la
diferencia que se utilizé un pH 2 y precipitado con etanol. Con lo anteriormente dicho se

puede observar en la tabla 11 de manera esquematizada o resumida la informacién descrita.

Tabla 11.- Comparacion de rendimientos de extraccion de pectina en diferentes estudios y
condiciones experimentales.

Estudio Condiciones Rendimiento de Comentarios
extraccion de
pectina (%)
Pandharipande & Diferentes pH en 46.46% En este estudio obtuvo
Makode (2012) cascara de naranja un rendimiento mayor
(Citrus sinensis). de 48.24 +5.01 %
(CC/IAL 1:1).
Fakayode & - Temperatura: 90°C 19.12% Condiciones similares a
Abobi (2018) - Tiempo: 90 min este estudio (85°C, 60
-pH: 2 min, pH 2).
- Dos métodos: Rendimiento en este
extraccion de aceite trabajo fue mayor.
esencial y pectina
De la Hoz Vega et - Factor: pH 3 3.90% (base seca) En este estudio con
al. (2018) - Solvente: metanol metanol, obtuvimos 4.03
- Tiempo: 60 min +0.86% (pH2y
precipitacion con
etanol).

La Fig. 7, muestra el espectro infrarrojo de la pectina extraida en condiciones optimas de

extraccion. En esta imagen se puede observar una banda ancha en la regién de 3400 cm?
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donde ocurre la vibracion de estiramiento del grupo hidroxilo (-OH), donde Manrique y
Lajolo (2002) reportan algo similar en el espectro de FTIR de la pectina obtenida a partir de
la cascara de la papaya. En el espectro presentado, se observa una banda similar que refuerza
la identificacion de estos grupos funcionales. Asimismo, la banda ubicada en la regién de
2926 a 2858 cm™, que se asocia con las vibraciones de estiramiento y flexion de los grupos
C-H (CH, CH2, CH3), esreportada de manera similar en otros estudios. Gnanasambandam &
Proctor (2000) observd estas vibraciones en muestras de pectinas comerciales (Sigma
Chemical Co.), lo que apoya la idea de que estos picos estan relacionados con componentes

metilicos en la estructura de la pectina.

Otro punto clave es la presencia de los picos en las regiones de 1743 y 1651 cm™,
correspondientes a los grupos carbonilo del éster y al ion carboxilato no esterificado,
respectivamente. Estos picos también fueron reportados por Shafie y Gan (2020) en su
andlisis de la pectina, lo que refuerza la hipétesis de que los extractos obtenidos en este
estudio presentan una estructura quimica comparable a la de pectinas comerciales de alta
pureza. De hecho, el grado deesterificacion (DE) es un criterio importante en la clasificacion
de la pectina, y los valores observados en este espectro sugieren que el extracto es de pectina
altamente esterificada, con un DE superior al 50%. Esto concuerda con los resultados
obtenidos por Liang et al. (2022), quienes reportaron DE similares en pectinas extraidas de
cascaras de granadilla.

La comparativa entre las diferentes relaciones molares de cloruro de colina y acido lactico
(ext. 1-4) y el metanol asistido por ultrasonido (ext. 5) refleja diferencias notables en la
intensidad de las bandas, lo que sugiere variaciones en la eficiencia de extraccion y pureza
del producto final. La que presento mayor intensidad fue la relacion CC/AL 1:1, esto se nota
particularmente en las zonas de mayor transmitancia alrededor de los nimeros de onda alto
(3000-4000 cm™* y 500-1500 cm'™.
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9. CONCLUSION

En este estudio, se utilizaron extracciones asistidas por ultrasonido con solventes eutécticos
profundos (SEP) a base de cloruro de colina y acido lactico (CC/AL) en diferentes relaciones
molares, asi como metanol (MeOH) un solvente convencional, para evaluar el rendimiento
en la extraccion de pectina, compuestos bioactivos y actividades antimicrobianas y

antioxidantes.

La mezcla de solventes CC/AL 1:10 (A) obtuvo el mayor rendimiento de extraccion,

destacando su eficiencia en la recuperacion general de compuestos solubles.

La mezcla de solventes CC/AL 1:1 (C) presento6 la mayor cantidad de pectina, lo cual indica
su selectividad y afinidad para la extraccion de polisacaridos con ultrasonido asistido.

La mezcla de solventes CC/AL 2:1 (D) fue la mas efectiva en actividad antimicrobiana y en
la recuperacion de compuestos de alto valor comercial, resaltando su potencial para

aplicaciones en las industrias farmacéutica y alimentaria.

El solvente convencional MeOH se destaco por su capacidad para extraer la mayor cantidad

de fenoles totales y por presentar la actividad antioxidante mas alta, subrayando su
efectividad en la extraccidén de compuestos fenolicos bajo ultrasonido.

Estos resultados sugieren que los SEP de CC/AL pueden adaptarse y optimizarse para
objetivos especificos mediante el ajuste de la relacion molar, mientras que el MeOH es eficaz
para la extraccién de fenoles totales, actividad antioxidante, pero nocivo para el medio
ambiente, a diferencia de los SEP tienen un impacto menor.
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10. PERSPECTIVAS
Con base en los estudios y conclusiones presentados en este trabajo, se podria hacer una

optimizacion del proceso de extraccion, enfocandose a ajustar las variables del proceso
(tiempo deextraccion, temperatura, frecuencia del ultrasonido, relacion molar, etc.) haciendo
un estudio de superficie respuesta. Asi mismo, se propone la busqueda y evaluacién de otros
metabolitos de importancia comercial, aparte de los evaluados en este trabajo. Por ultimo, se
propone el desarrollar un preparado para su aplicacion en la industria alimenticia y

farmacéutica.
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