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Evaluacion de compuestos fenolicos de (Citrus sinensis) y su
capacidad antioxidante

Evaluation of Phenolic Compounds (Citrus sinensis) and its Antioxidant Capacity
Nelson Alfonso Vega Contreras' y Martha Liliana torres Salazar?

Resumen

La presente investigacion tiene como objetivo principal evaluar los compuestos fendlicos extraidos de la cdscara de la naranja
valencia (Citrus. sinensis), esto con la finalidad de ser aplicados en la industria cdrnica como antioxidantes, y su posible aceptacién
sensorial, para lo cual se aplicaron dos métodos diferentes de extraccidn, siendo estos el ultrasonido y Soxhlet, utilizando el etanol
como solvente, donde tltimo el método resulto mds eficiente para la extraccién de los compuestos fenélicos, con un porcentaje de
efectividad significativo, la identificacion se realizé mediante cromatografia por HPLC/DAD, en la cual se detectaron compuestos
como dcido galico, acido para hidroxibenzoico, dcido vanilico, dcido cafeico, acido p-cumarico, 4cido felurico, entre otros, la
determinacion de la actividad antioxidante, se realiz6 por la decoloracion del beta caroteno el cual decolora rapidamente sin la
presencia de un antioxidante, la aplicacién de los compuestos fendlicos se realizaron en productos embutidos (chorizos) crudos
frescos, en donde se sometieron a una evaluacion sensorial para mirar su posible aceptacion lo que permitié concluir que las cascaras
de Citrus Sinensis tiene una alta capacidad de inhibir la oxidacién de los productos cdrnicos.
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Abstract

The main objective of this research is to evaluate the phenolic compounds extracted from the peel of the Valencia orange (Citrus.
sinensis), this with the purpose of being applied in the meat industry as antioxidants, and its possible sensory acceptance, for which
two different extraction methods were applied, being these the ultrasound and Soxhlet, using ethanol as solvent, where the latter
method was more efficient for the extraction of phenolic compounds, with a significant percentage of effectiveness, the identification
was performed by chromatography by HPLC/DAD, in which compounds were detected as gallic acid, parahydroxybenzoic acid,
vanillic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, feluric acid, feluric acid, parahydroxybenzoic acid, vanillic acid, caffeic acid, p-coumaric
acid, feluric acid, para-hydroxybenzoic acid and p-coumaric acid, Vanillic acid, caffeic acid, p-coumaric acid, feluric acid, among
others, the determination of the antioxidant activity was carried out by the decolorization of beta carotene, which decolorizes rapidly
without the presence of an antioxidant, the application of phenolic compounds was carried out in fresh raw sausages and sausage
products, where they were subjected to a sensory evaluation to see their possible acceptance, which allowed concluding that Citrus
Sinensis peels have a high capacity to inhibit the oxidation of meat products.

Keywords: citrus, extraction, flavonoids, Inhibition, phenolic compounds

Recepcion: 04-feb-2021
Aceptacion: 10-May-2021

IM.Sc. en précticas pedagégicas, Esp. bioquimica Departamento medio ambiente, Universidad Francisco de paula Santander Cticuta
Colombia, Norte de Santander, Colombia. Autor de correspondencia: Nelavec6 @ gmail.com
2Ing. Agroindustrial, Departamento medio ambiente Universidad Francisco de Paula Santander Colombia

109



Vega Contreras

1 Introduccion

El cuerpo humano tiene la capacidad de generar
sustancias antioxidantes que se encargan de contrar-
restar el estado de estrés oxidativo [1], sin embargo,
el consumo de alimentos ha sido recomendado
debido al aporte nutricional y de biomoléculas
que cuentan con capacidad antioxidante como
los compuestos fendlicos y flavonoides [2], los
antioxidantes en su gran mayoria los encontramos
presentes en plantas, microorganismos, hongos y
en algunos tejidos de animales, se ha comprobado
que los antioxidantes presentes en las frutas y
las verduras ayudan a la salud de las personas
reduciendo el riesgo de contraer enfermedades tales
como trastornos cardiovasculares, diabetes mellitus,
obesidad, hiperlipidemia, cdncer, entre otras [3,
4], ya que son fuente de una gran variedad de
antioxidantes naturales [5, 6, 7], que pueden ser
utilizados para disminuir la oxidacién de productos
carnicos [5, 8].

Los productos citricos son fuentes importantes
de aceite esenciales, carotenoides y compuestos
fendlicos, que los convierte en recursos atractivos en
la valoracién agroindustrial como fuente importante
de aditivos en la industria alimentaria [9, 10],sin
embargo los compuestos fendlicos tienden a formar
radicales libres, pero gracias a su capacidad antiox-
idante estos compuestos, inhiben la produccién de
radicales libres [11, 12], que a su vez proporcionan
efectos beneficiosos en la salud humana, ya que estos
pueden ayudar en el dafio hepatico y géstrico sufrido
por la ingesta excesiva de alcohol y a la proteccién
del intestino [13], es asi como el presente estudio
pretende evaluar la capacidad de inhibicién de los
compuestos fendlicos presentes en Citrus sinensis
mediante la de degradacién de un sustrato como
el beta caroteno para ser aplicado en un producto
céarnico embutido y asi mismo conocer la posible
aceptacién sensorial.

Es asi como el presente estudio pretende evaluar
la capacidad de inhibicién de los compuestos
fendlicos presentes en Citrus sinensis mediante la
de degradacién de un sustrato como el beta caroteno
para ser aplicado en un producto carnico embutido y
asi mismo conocer la posible aceptacion sensorial.

2 Materiales y métodos

El desarrollo de la investigacién se dio en cinco
etapas importantes, la primera etapa comprendi6
la adquisicién y preparacién del material, como
segunda etapa, se llevo el secado del material vegetal,
en una tercera fase se realizaron las pruebas de
extraccion mediante los métodos ultrasonido y el
método de Soxhlet, como cuarta fase se realizd
la determinacién de los compuestos fendlicos por
analisis por cromatografia, por ultimo se realizé
el andlisis de la actividad antioxidante mediante
la utilizacién de la solucién f-caroteno, con la
aplicacién en un embutido cédrnico y posterior
andlisis sensorial para la aceptacion del producto.

La muestra tomada fue de 5,7 kg de naranja
valencia de la cual se obtuvo 1500 g de material
vegetal fresco (cascara de Citrus sinensis) a la cual
se le realizé una adecuacién para su procesamiento.

2.1 Obtencion de harina de la cascara de C.
Sinensis

Se lavaron las cascaras con agua, adecuidndose en
pedazos de 0.5 cm por 0.5 cm hasta lograr un peso
equivalente [14]. Posteriormente se pesaron, y se
secaron a temperatura ambiente para su molienda,
siendo esta de tipo artesanal [15], utilizando para
ello un molino de granos tradicional corona, con el
cual se obtuvo la harina. de la cual se generaron
particulas con tamafios entre 250 y 850 pum.

2.2 Extraccion de compuestos fenolicos
utilizando dos métodos

Se realizaron las pruebas de extraccion evaluando
los métodos ultrasonido y el método de Soxhlet,
con la finalidad de buscar el mejor rendimiento
para la obtencién del aceite.
con ultrasonido se colocaron; 50 g de céscara y
250 mL de etanol al 96% en un Beaker el cual
se introdujo en un sonicador Branson 1800 serie
CPXH en una relacién 1:5 a temperatura de 25
°C. En cuanto a la extraccién por Soxhlet, se
colocaron 10 g de harina de cdscara de naranja en
los cartuchos del equipo, para lo cual se midieron
200 mL de etanol al 96% en una relacién 1:20,
(10 g de harina y 200 mL de etanol), el cual se
colocd en un balén a una temperatura de 250 80

Para la extraccion
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°C, con un volumen inicial total de etanol de 400
mL realizdindose dos repeticiones, posteriormente
los extractos alcohdlicos obtenidos se pasaron por
evaporador rotatorio para concentrar las muestras
obtenidas.

2.3 Determinacion de los compuestos fendlicos

La determinacién de compuestos fendlicos se realiz
por cromatografia de alta eficiencia, en un cromaté-
grafo liquido (LC) Agilent Technologies 1200 Series
(Palo Alto, California, EE.UU.), con un detector UV-
Vis de arreglo de diodos (HPLC/DAD), a A =245
nm, La columna empleada en el andlisis fue KINE-
TEX (C18) (Phenomenex), 100 mm x 4.6 mm (d.i.) x
2.6 um (tamafio de particula), La inyeccién se realizé
en modo automético (Viny = 10 pL), con gradiente
de elucién como se muestra en la Tabla 1. Para este
andlisis se tomd como referencia xantinas cafeina
(Part N° C8960-250G, Sigma-Aldrich), teobromina
(Part N° T4500-25G, Sigma-Aldrich) y teofilina
(Part N° T1633-25G, Sigma-Aldrich); las catequinas
(£)- catequina (C) (Part N° C1788-500MG, Sigma-
Aldrich), (-)-epigalocatequina galato (EGCG) (Part
N° E4143-50MG, Sigma-Aldrich), (-)-epicatequina
(EC) (Part N° E1753-1G, Sigma-Aldrich), (-)-
epicatequina galato (ECG) (Part N° E3893-10MG,
Sigma-Aldrich), (-)- epigalocatequina (EGC) (Part
N° E3768-5MG, Sigma-Aldrich); los flavonoides
dcido caféico (Part N° C0625, Sigma-Aldrich),
acido p-cumarico (Part N° C9008, Sigma-Aldrich),
acido rosmarinico (Part N° 536954-5G, Sigma-
Aldrich), quercetina (Part N° Q4951-10G, Sigma-
Aldrich), naringenina (Part N° N5893-1G, Sigma-
Aldrich), luteolina (Part N° L.9283-10MG, Sigma-
Aldrich), kaempferol (Part N° K0133-50MG, Sigma-
Aldrich), 4cido ursélico (Part N° U6753-100MG,
Sigma-Aldrich), pinocembrina (Part N° P5239,
Sigma-Aldrich), 4dcido carnésico (Part N° C0609-
10MG, Sigma-Aldrich) y apigenina (Part N° A3145-
25MG, Sigma-Aldrich) a un flujo de 1 mL/min y
temperatura de 35 °C.

2.4 Determinacion de la actividad antioxidante

Un indicador importante para conocer las bondades
antioxidantes de frutas y vegetales es el secuestro
de radicales libres por polifenoles [16, 17], en

Tabla 1. Gradiente de elucién empleado en la
metodologia para el andlisis cualitativo simultaneo de
24 compuestos antioxidantes

t (min) % Solvente A (acido % Solvente D (acetonitrilo

acético 0.3%) HPLC)
0 95,5 4,5
13 95,5 4,5
14 85,0 15
17 85,0 15
20 78,0 22
28 78,0 22
30 0 100
33 0 100
34 95,5 4,5
40 95,5 4,5

este caso la actividad antioxidante se trabajé de
acuerdo a la metodologia de propuesta por [18],
para lo cual se tom6é 1 mL de solucién de B-
caroteno (0.4 mg/mL en cloroformo) evaporando
hasta sequedad posteriormente se agregaron 0.02
mL de &cido linoleico, 0.2 mL de Tween 20 y
0.2 mL de los extractos crudos, agregandose 20
mL de agua oxigenada al 5%, se determiné su
absorbancia a 470 nm, posterior a ello, las muestras
se sometieron autooxidacién térmica en bafio a 50
°C, leyendo su absorbancia cada 10 minutos durante
120 minutos, preparando un estindar con 4cido
ascorbico y un control con metanol al 80%, ademads
de un blanco con agua destilada. Para la evaluacion
de la actividad antioxidante en los extractos de la
céscara de naranja valencia se utilizé el método de
decoloracién del B-caroteno, en el cual, el valor de la
actividad antioxidante se calcul6 teniendo en cuenta
la ecuacion propuesta por [19], como un porcentaje
de inhibicidn relativa para el control, la actividad
antioxidante (AA).

AA — (Rcontrol - Rmuestral) +100

R control

A0
R= <In At) /t (1

Tomando a R como la velocidad de degradacién
de la muestra control, AO como la absorbancia de
la muestra control en el tiempo cero y Af como
absorbancia de la muestra control en el tiempo ¢.

Revista Ciencia en Desarrollo, Vol. 12 No. 2, Julio-Diciembre de 2021 111



Vega Contreras

3 Resultados Y Discusiones

Del proceso de molienda seca realizada, se obtuvo
la harina con particulas con tamaiios entre 250 y
850 um, lo que permite facilitar la extraccién de
constituyentes como aceites [20].

3.1 Extraccién por ultrasonido

Para ello se realizaron tres extracciones, utilizando
la relacién 1:5 (50 g de cascara y 250 mL de etanol),
con un volumen total inicial de 750 mL en etanol
empleado, después de la sonicacion y filtrado, para
lo cual se obtuvo un volumen total de 610 mL, con
un porcentaje de rendimiento del 81.3% m/v, este
método se caracteriza por la agitacién por ondas
sonoras a través de un disolvente aumentando la
presién que provoca una mejor penetracion del
disolvente al interior del sélido [21].

3.2 Extraccién por Soxhlet

Al realizar la evaluacién de los métodos se ob-
servo que el método de extraccidon Soxhlet obtuvo
rendimiento de 89,5%, m/v en comparacién con
el ultrasonido el cual obtuvo un 81,3% m/v en
rendimiento, que en relacién a su absorbancia,
la utilizacién de mayor cantidad de harina en
ultrasonido permitié mayor absorcién de etanol,
con lo que se establecié una diferencia del 8.2%
menos en relacién a la extraccion por Soxhlet lo que
permitié mayor favorabilidad con este dltimo.

3.3 Determinacion cualitativa de compuestos
fenoélicos o antioxidantes

Para la determinacién cualitativa de los compuestos
fendlicos en las muestras se realizé la comparacion
de los tiempos de retencidn, fg los cuales se
encuentran en la Tabla 2 y los espectros UV-
Vis, utilizando una solucién patrén de los dcidos
fendlicos, xantinas, catequinas y flavonoides en una
concentracion conocida.

Las muestras de extracto C. sinensis obtenida
por ultrasonido y Soxhlet, fueron analizadas por
duplicado, las figuras 1 y 2 se observa el andlisis
obtenido por cromatografia de los extractos de
cascara de naranja.

Tabla 2. Tiempos de retencion de dcidos fendlicos

Compuesto tp/min
Acido galico 1.99

Teobromina 3.64

Teofilina 5.73

Acido p-hidroxibenzoico 6.84

epigalocatequina 9.17

catequina 9.17

Acido vanilico 10.98
Acido cafeico 12.20
cafefna 12.20
epicatequina 16.53
Epigaloatequina galato 16.88
Acido p-cumarico 17.17
Acido felurico 18.67
Epicatequina galato 19.73
Acido rosmarinico 22.01
Acido trans-cinamico 25.23
Quercetina 26.86
Luteolina 27.19
Naringenina 30.45
Apigenina 30.62
kaempferol 30.65
Pinocembrina 31.12
Acido carmosico 31.62
Acido ursolinico 31.81
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Figura 1. Extraccién por ultrasonido en etanol relacion
1:5.

En la Tablas 3 y 4 se observan los tiempos
de retencion y drea de los picos principales del
cromatograma, del extracto de cascara de naranja.

Los compuestos fendlicos determinados mediante
la extraccién por ultrasonido tratamiento T1 y
extraccion por Soxhlet tratamiento T2 se reportan a
continuacién en la Tabla 5.
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Figura 2. Extraccién por Soxhlet en etanol relacién
1:20.

Tabla 3. Extractos obtenidos por ultrasonido

Tiempo de Area [mAU*S] Norm % Nombre

retencién (min)

6.829 49.44165 1.970688 Acido p-hidrobenzoico
17.183 82.54964 46.773747  Acido p-coumdrico
18.641 317.29688  33.999813 Acido ferilico
25.212 122.35406  17.255751 Acido trans-cindmico

Tabla 4. Extractos obtenidos por Soxhlet

Tiempo de Area [mAU*S] Norm % Nombre

retencién (min)

1.956 205.71246 17.943403 Acido galico

6.766 376.80294 4.934656 Acido p-hidroxibenzoico

10.144 705.99133  31.940691 Acido vanilico

12.902 172.15836 3.807234 Acido caféico

17.185 143.43559  26.703120  Acido p-coumdrico

18.618 416.70419 14.670897 Acido fertlico
Tabla 5. Acidos fendlicos determinados por

HPLC/DAD, a A =245 nm.

Identificacion de la muestra Compuestos detectados

Acido p-hidroxibenzoico e Acido p-
cumaricoAcido felurico Acido trans-

T1, 1:5 harina de cascara de
naranja y etanol, extraccion

por ultrasonido cinamico

T2, 1:20 harina de cascara de Acido galico Acido p-hidroxibenzoico
naranja y etanol, extraccién Acido vanilico Acido cafeico Acido p-
por Soxhlet cumarico Acido felurico

La mayoria de los compuestos fendlicos presentes
en la naranja incluyen &4cidos hidroxicindmicos
(HCA) y flavonoides, entre los cuales flavanones
son los mds frecuentes [22], Cabe mencionar que
la combinacién de la accién de diversos polifenoles,
con lleva a que estos actien como antioxidantes,
protegiendo a la salud humana [23, 24], sin embargo,

el contenido el contenido de estos compuestos
fendlicos puede variar dependiendo la variedad del
fruto [25].

3.4 Actividad antioxidante

La evaluacién de la actividad antioxidante (AA)
reporto mayor porcentaje en el extracto de naranja
valencia obtenido por Soxhlet, con respecto al
extracto obtenido con ultrasonido y el estdndar
(4cido ascérbico), alcanzando un valor porcentual de
91, 333%, como se evidencia en la Tabla 6.

Los antioxidantes analizados se mantuvieron en
rangos similares con el método de decoloracién
del B-caroteno como se puede observar en la
figura 3, obteniéndose la mayor y menor capacidad
antioxidante en los extractos de la naranja valencia,
indicando que el método de extraccién influye di-
rectamente en la capacidad inhibidora de oxidacién,
siendo el método de extraccion por Soxhlet, el de
mayor eficiencia oxidante.
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Figura 3. Actividad antioxidante de los extractos de la
naranja valencia y el 4cido ascérbico por el método de
decoloracién del f-caroteno.

El beta caroteno decolora rapidamente sin la
presencia de un antioxidante, en caso contrario este
neutraliza los radicales libres formados [26], lo que
demuestra que, sin duda, la cdscara de citricos son
una fuente importante de antioxidantes naturales,
pues las cascaras tienen alta actividad antioxidante,
pudiendo resultar un mejor sustituto, en lugar de los
antioxidantes sintéticos, ya que este permiten alargar
la vida 1til de los productos alimenticios [27].

En cuanto a la aplicacién de los compuestos fen6li-
cos (Acido p-hidroxibenzoico, Acido Vanilico,Acido
cafeico ,Acido p-cumarico Acido felurico) se realizé
en un producto embutido crudo y fresco, teniendo
en cuenta que son las condiciones mads factibles
en la produccién de peroxidacién lipidica de las
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Tabla 6. Actividad antioxidante por decoloracién del 3-caroteno, medido a 470 nm

Tiempo (min) Extracto de ultrasonido

Extracto de Soxhlet

Acido ascorbico (estandar)  Metanol (control)

Absorbancia PoAA Absorbancia JoAA Absorbancia JoAA Absorbancia
0 1,387 1,348 1,160 1,236
10 1,334 85,486 1,317 91,333 1,132 90,898 0,945
20 1,324 83,019 1,308 88,996 1,128 89,781 0,94
30 1,285 80,464 1,273 85,359 1,042 72,563 0,836
40 1,280 75,043 1,246 75,540 1,044 67,248 0,896
50 1,234 61,272 1,216 65,853 0,998 50,159 0,914
60 1,176 58,683 1,159 62,178 0,949 49,734 0,829
70 1,109 54,128 1,072 53,018 0,907 49,545 0,759
80 1,022 26,017 1,071 44,272 0,898 37,979 0,818
90 0,983 20,857 0,948 19,079 0,826 21,939 0,800
100 0,926 8,445 0,924 14,418 0,785 11,512 0,795
110 0,849 4,064 0,835 6,389 0,719 6,512 0,741
120 0,857 4,896 0,830 4,207 0,713 3,863 0,745

grasas, lo que puede causar la oxidacion y aparicion
de olores y sabores [28], para ello se aplicaron en
tres prototipos en un producto carnico, variando el
antioxidante, inicialmente se empleé como aditivo
antioxidante, acido ascorbico en una muestra control
y dos mds en muestras en las que se utilizé como
antioxidantes los compuestos fendlicos extraidos de
la cascara de naranja valencia, en una proporcién
de 0.01% en masa, posteriormente se realizé un
andlisis sensorial a treinta personas a que se les
presentaron tres muestras enumeradas las cuales
fueron clasificadas en un escala sensorial como muy
rancio, rancio, neutro, fresco, muy fresco. el andlisis
sensorial se empled una escala para determinar el
grado de rancidez de cada muestra.

Para la evaluacion estadistica se utilizé el paquete
SPSS y se aplic6é una prueba T (andlisis de factor),
donde se le asignd un valor a cada termino, en el que
1 equivale a muy rancio, 2 a rancio, 3 a neutro, 4 a
fresco y 5 a muy fresco, en la Tabla 7 se aprecian los
resultados obtenidos.

El anélisis estadistico proporciono resultados que
permitieron demostrar que para las tres muestras el

promedio se encontrd entre el rango neutro y fresco.

Al comparar las muestras de antioxidante extraido
de la cascara dela naranja valencia con respecto
a la muestra control en la cual se emple6 como
antioxidante acido ascérbico, el producto embutido

Tabla 7. Resultados del panel sensorial

Muestras

Escala 4587 8261 6455
Muy rancio 0 1 1
Rancio 1 1 3
Neutro 18 15 17
Fresco 7 7 6
Muy fresco 4 6 3
Total 30 30 30

con el extracto antioxidante obtenido por ultrasonido
presento una diferencia promedio de 0,0666 a favor,
mientras que en la muestra con antioxidante obtenido
por Soxhlet fue de 0,23334 por debajo del control,
como se evidencia en la Tabla 8.

Lo que demuestra que las variables son indepen-
dientes desde el punto de vista estadistico, ya que su
valor estd por encima del rango 0,05, lo cual indica
que no existe diferencia significativa entre las tres
muestras de los productos embutidos.

4 Conclusiones

El anélisis por cromatografia permiti6 identificar la
presencia de cinco compuestos fendlicos por cada
método utilizado, que mediante la decoloracion
del B-caroteno lo cual indican que los compuestos
extraidos por los métodos ultrasonido y Soxhlet
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Tabla 8. Andilisis del coeficiente de confianza de la prueba

95% intervalo de confianza para la

diferencia
t gl DSig. (bilateral) Diferencia de medias  Inferior Superior
Muestfa con antioxidante &cido 000 29 1,000 00000 -2898 2898
ascorbico
Muestra cog antioxidante obtenido 37520 29 710 06666 2967 4301
por ultrasonido
Muestra con antioxidante obtenido 1424 29 165 23334 -5685 1018

por Soxhlet

de la cascara de naranja variedad valencia, tiene
una alta capacidad de inhibir la oxidacién de un
sustrato, comprobando que el método de extraccién
por Soxhlet es mds eficiente, pues su rendimiento
fue mayor en relacién al método de ultrasonido, lo
cual demuestra que existe una correlacion entre la
cantidad de compuestos extraidos y la capacidad
antioxidante, permitiendo de esta manera determinar
que el material vegetal de C. sinecis posee atributos
que pueden ser aprovechados para su empleo en la
industria carnica, lo cual no afectaria las propiedades
organolépticas de los productos elaborados.
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