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AUMENTO DE LA ACTIVIDAD ANTIRRADICALARIA DEL EXTRACTO DE CASCARA
DE NARANJA POR EFECTO DEL PRETRATAMIENTO TERMICO.

Resumen: La cdscara de naranja resulta un residuo industrial cuyo mesocarpio es rico en el flavonoide hesperidina. Si se
desea obtener extractos a partir del residuo mencionado es necesario recurrir a su deshidratacion para facilitar su alma-
cenamiento, disminuyendo su volumen y prolongando su vida util. En el presente trabajo se evalta el efecto de diferentes
tratamientos de secado del mesocarpio -en estufa de circulacién forzada y de vacio, a 40 y 60 °C- sobre la actividad anti-
rradicalaria de los extractos obtenidos posteriormente. Se encontré que los correspondientes a las muestras sometidas a
tratamiento térmico muestran mayor actividad antirradicalaria que el obtenido a partir del material fresco. Este resultado
contradice el concepto generalizado de que el calor degrada todo compuesto bioactivo. Se encontré ademds una corre-
lacidn positiva entre el contenido de flavonoides totales y melanoidinas y la actividad antirradicalaria, postulando que
ambos grupos de compuestos contribuyen al aumento del poder antirradicalario observado.

Palabras Claves: Extraccion Asistida por Ultrasonido; Naranja; Actividad Antirradicalaria; Flavonoides; Melanoidinas.

Abstract: The citrus peel is an industrial residue which mesocarp is rich in the flavonoid hesperidin. If extracts from this
residue are to be obtained, it is necessary to dehydrate it in order to facilitate its storage reducing its volume and extending
its lifespan. In the present work the effect of different mesocarp drying treatments -convection and vacuum oven; at 40, and
60 °C- over the antiradical activity of the extracts obtained afterwards are evaluated. It was found that the ones obtained
from the heat-treated samples show higher antiradical activity than the extract obtained from the fresh vegetal material.
This result opposes the generalized concept that heat degrades all bioactive compounds. Furthermore, a positive correla-
tion between the content of total flavonoids and melanoidins and the antiradical activity was found, indicating that both
groups of compounds contribute to the observed rise in the antiradical power.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Estudios epidemiol6gicos han demostrado que una
dieta rica en frutas y verduras posee un importante
efecto en la disminucién de la incidencia de serias
enfermedades, tales como cancer, afecciones cardio- y
cerebrovasculares y diabetes. Esta accién preventiva
ha sido relacionada con la presencia de sustancias
bioactivas; entre otras, vitaminas, carotenoides y poli-
fenoles, dentro de los cuales se ubican los flavonoides
(Hertog et al., 1995). Estos fitoquimicos poseen como
caracteristica comun su actividad antioxidante.

La Administracién de Alimentos y Drogas de Estados
Unidos (FDA) incluyé al flavonoide hesperidina entre los
nutrientes cuyo consumo es aconsejado para mantener
una buena salud, estableciendo incluso una dosis diaria
recomendada (Balch, 2008). Este flavonoide es utilizado
ampliamente en el tratamiento y prevencion de pato-
logias asociadas al sistema circulatorio debido a sus
propiedades antiinflamatorias (Milde et al.,, 2004).

La hesperidina se encuentra principalmente en el
albedo o mesocarpio de la naranja, es decir, en la capa
blanca esponjosa presente entre la porcién comes-
tible y la que generalmente se denomina piel (Esco-
bar-Blanco, 2010; Garg et al., 2001).

La extraccién de compuestos fendlicos de mate-
riales vegetales resulta un desafio ya que la solubilidad
de los mismos es gobernada por el tipo de solvente
utilizado (su polaridad), el grado de polimerizacién
del polifenol, las interacciones con otros compuestos
de la matriz y la formacién de complejos insolubles.
Por lo tanto, no existe un método uniforme o comple-
tamente satisfactorio para la extraccion de todos los
polifenoles presentes en materiales vegetales. Los
tiempos de extraccién varian usualmente entre 1
minuto y 24 horas; mayores tiempos aumentan la
probabilidad de que ocurran reacciones oxidativas con

deterioro del compuesto fenolico (Naczk y Shahidi,
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2004). La recuperacién de polifenoles de productos
alimenticios también se ve influenciada por la relacion
muestra-solvente. En el caso de los flavonoides, éstos
son generalmente extraidos con metanol, etanol, agua
o sus mezclas (Naczk y Shahidi, 2004).

El método convencional utilizado es la clasica extrac-
cién por solvente, en el cual la matriz conteniendo el
flavonoide y el solvente elegido se ponen en contacto,
usualmente aplicando calor y alcanzando en algunos
casos el punto de ebullicién de la mezcla (Yang y Zhang,
2008). Este método es sencillo y el equipamiento
necesario es simple. Sin embargo, el rendimiento del
proceso puede ser bajo debido a la ionizacion, hidroé-
lisis y/u oxidacién que puede sufrir la muestra (Ohnishi
et al, 1994; Paganga et al, 1999). Entre los métodos
alternativos se encuentran la extraccion con fluidos
supercriticos, la extracciéon con liquidos presurizados,
la microextraccion de fase sélida y la extraccién asis-
tida por ultrasonido (Chua, 2013). Esta ultima técnica
ofrece alta reproducibilidad en menores tiempos de
extraccion, simplificada manipulacién, consumo redu-
cido de solvente y menor consumo de energia (Chemat
et al, 2008; Yang y Zhang, 2008; Herrera y Luque de
Castro, 2004; Chua, 2013). El mismo produce disrupcién
celular, reduccién del tamafo de particula y chorros
ultrasénicos hacia la superficie del sélido generando
una mayor superficie de contacto entre las fases liquida
y solida (Yang y Zhang, 2008).

La cascara de la naranja, de la cual forma parte
el albedo, resulta un sub-producto de la industria
juguera. Si se desea aprovechar el alto contenido de
compuestos bioactivos presentes en dicho residuo,
considerando los importantes volimenes que se
generan del mismo en épocas de cosecha, es necesario
incorporar una etapa de secado previo a la obtencion

de los extractos de manera de prolongar su vida util.
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Estudios preliminares determinaron que el secado
del albedo de naranja como etapa previa a la extraccion
asistida por ultrasonido aumenta la actividad antirradi-
calaria (AAR) de los extractos obtenidos, en oposicion
al concepto generalizado de que el calentamiento de un
material natural genera inevitablemente degradacion
de sus compuestos bioactivos (Pacheco et al,, 2015). En
la literatura es posible encontrar diversos trabajos en
los cuales se arriba a conclusiones similares. Son varias
las hipétesis presentadas para intentar explicar este
comportamiento, siendo pocos los trabajos en los cuales
se verifican las mismas. Entre dichas hipétesis se destaca
la sugerida por varios autores que postula que las mela-
noidinas, compuestos generados durante la Reaccién de
Maillard, podrian presentar cierta actividad antioxidante
(Manzocco et al, 2001; Que et al., 2008; Vega-Galvez et
al, 2009). Otra hipoétesis, sugerida por varios autores
(Manzocco et al. (1998), Nicoli et al. (1999), Da Porto
et al. (2000)), consiste en proponer que los polifenoles
parcialmente oxidados podrian poseer mayor poder
antioxidante que sus precursores no oxidados.

El presente trabajo tiene como objetivo contribuir a
esclarecer las posibles causas de la mejora en la capa-
cidad antirradicalaria de los extractos ricos en hespe-
ridina obtenidos a partir de albedo de naranja como
consecuencia de la incorporaciéon de una etapa de
secado previa al proceso de extraccion. En particular,
se cuantifica el contenido de flavonoides y de melanoi-

dinas presente en dichos extractos.
METODOLOGIA
Preparacion del Material Previo a la Extraccién

Se evaluaron dos métodos de deshidratacion a

distintas temperaturas: secado en estufa de vacio (58
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cm Hg), a 40 y 60 °C durante 4 y 2 h, respectivamente;
y secado en estufa de circulacién forzada, a 40 y 60 °C
durante 5,5 hy 2,7 h, respectivamente. En todos los casos,
el material fue secado hasta alcanzar peso constante.
Las muestras secas fueron pulverizadas mediante
mortero y luego tamizadas para garantizar unifor-
midad de tamafo de particula. Se utilizaron tamices
de la serie ASTM, seleccionando la fracciéon de parti-
culas con didametro menor a 300 um. En el caso de las
muestras frescas se recurri6 al agregado de nitrégeno
liquido para mantener el material congelado durante

todo el proceso de pulverizacién en mortero.
Proceso de Extraccion

Todas las extracciones se llevaron a cabo en un
equipo de ultrasonido por 20 min, utilizando etanol
absoluto a 40 °C como solvente de extraccion. Tanto
para las extracciones a partir de material fresco como
seco, la masa de materia seca se mantuvo en 1,5 g, mien-
tras que la relacién material seco-solvente se fij6 en

1:10. Las extracciones se llevaron a cabo por triplicado.
Determinacion de la actividad antirradicalaria (AAR)

La técnica empleada para determinar la AAR
consisti6 en medir la desaparicion de un radical
libre estable 2,2-difenil-1-picril hidrazilo (DPPHe) en
metanol, por accién del agregado de una alicuota del
extracto etanélico vegetal.

El consumo del radical por el agregado de alicuotas
de los extractos fue monitoreado por espectrofotome-
tria visible en su maximo de absorcién (A_, =515 nm)
cada 30 segundos durante 10 minutos. La concentracion
del extracto etanoélico fue de 60 mg/mL (calculada en

base ala masa inicial de albedo seco) y el volumen de la
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alicuota fue de 150 puL en 2,85 mL de solucion de DPPHe.

La AAR se calculé mediante la Ecuacion (1), donde
Ao es la absorbancia a 515 nm y tiempo 0 de la solu-
cion de DPPHe (previo al agregado del extracto) y A_
es la absorbancia luego del agregado de muestra, en
el estado estacionario. Este valor se obtuvo mediante
extrapolacion a partir del ajuste de los perfiles cinéticos
por regresion no lineal (Microcal Origin versién 8.0).

Los resultados se presentan como %AAR/mg residuo.

A
%AAR = (1 —A—s:) 100% )

Cuantificacion de Flavonoides Totales

Esta determinacion se llevd a cabo segtin Chai-
llou y Nazareno (2009). El método consistié en agregar
2 mL del extracto etandlico (60 mg/mL) a 2 mL de una
solucién de AICI3 en una mezcla de metanol-acido
acético (0,149 M) y esperar 30 minutos a tempera-
tura ambiente para luego determinar su absorbancia
espectrofotométricamente. La cuantificacion se llevo
a cabo utilizando hesperidina como estandar de refe-
rencia (A _, =306 nm). El contenido de flavonoides se

reporta como mg hesperdina/g residuo.
Determinacion del Contenido de Melanoidinas

Las melanoidinas fueron cuantificadas espectro-
fotométricamente a 420 nm, la longitud de onda a la
cual las melanoidinas absorben (Del Castillo et al., 2002).
Como la estructura de las melanoidinas no ha sido atin
determinada, no hay disponible ningtin estdndar de refe-
rencia (Pérez-Hernandez et al., 2012). En consecuencia,
los resultados son presentados como AU especifica

(unidades de absorcién por g de residuo)/ AU especifica
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para la muestra fresca (Udomkun et al,, 2015). De esta
manera, el valor correspondiente al extracto obtenido a
partir del albedo fresco toma el valor arbitrario de uno,
de manera de simplificar la comparacién con los valores

correspondientes al resto de las muestras.
RESULTADOS Y DISCUSION
Actividad Antirradicalaria

En la Figura 1 se presentan los resultados obte-
nidos en cuanto a AAR de las diferentes muestras. Cabe
aclarar que los resultados son expresados por masa de
residuo y no de material vegetal inicial debido a que lo
que se intenta evaluar son los cambios de naturaleza
quimica que puede estar sufriendo el mismo, indepen-

dientemente del rendimiento del proceso de extraccion.
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Figura 1. Actividad antirradicalaria presentada por las diferentes mues-
tras (F: fresca; C40: secada en estufa de circulaciéon forzada a 40 °C;
C60: secada en estufa de circulacién forzada a 60 °C; V40: secada en
estufa de vacio a 40 °C; V60: secada en estufa de vacio a 60 °C. Valores
promedio de 3 determinaciones + desvio estandar.
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Tal como se esperaba, la AAR de los extractos obte-
nidos a partir del material vegetal sometido a trata-
miento térmico resulté mayor a la correspondiente al
extracto obtenido a partir del albedo fresco, a excep-

ciéon de la muestra secada en estufa de circulacion
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forzada a 40 2C, que presento valores similares (valor
p > 0,1). De acuerdo a estos resultados, y al rendi-
miento obtenido para cada una de las muestras (datos
no mostrados), el pretratamiento 6ptimo -si lo que
se desea es maximizar la AAR del extracto obtenido-
resultaria la deshidratacion de la muestra en estufa de
vacio a 40 2C. Asimismo, la opcién de secar a 60 2C en
estufa de circulacion forzada de aire resulta atractiva
ya que constituye un proceso mas econémico y con

menor tiempo operativo.

Contenido de Flavonoides Totales

Al evaluar el contenido de flavonoides totales de las
muestras (Figura 2), se observa que el pretratamiento
térmico promovioé la formacion de compuestos flavo-
noides para tres de las cuatro muestras sometidas a
calentamiento (valor p < 0,05). Como se mencion6
anteriormente, diversos autores (Manzocco et al.
(1998), Nicoli et al. (1999), Da Porto et al. (2000))
sugieren que los polifenoles oxidados podrian poseer
mayor poder antioxidante que sus precursores no
oxidados. Los resultados aqui presentados demues-
tran que el aumento de la AAR presentada por las
muestras sometidas a las condiciones planteadas
en el presente trabajo podria atribuirse, al menos
parcialmente, a la formacién de nuevos compuestos
fenolicos. Esta evidencia no invalida la hipotesis
alternativa presentada por los autores mencionados.
De hecho, la tendencia de los resultados presentados
en la Figura 2 se mantiene parcialmente respecto a
los correspondientes a AAR. La diferencia altamente
significativa entre las muestras C60 y V40 observada
en la Figura 1 desaparece, encontrandose valores
similares de contenido de flavonoides en ambas

muestras (valor p > 0,05).
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Figura 2. Contenido de flavonoides presentado por las diferentes
muestras (F: fresca; C40: secada en estufa de circulacién forzada a 40
°C; C60: secada en estufa de circulacion forzada a 60 °C; V40: secada en
estufa de vacio a 40 °C; V60: secada en estufa de vacio a 60 °C). Valores
promedio de 3 determinaciones + desvio estandar.

Contenido de Melanoidinas

En la Figura 3 se presentan los resultados obte-
nidos respecto al contenido de melanoidinas en los
diferentes extractos. Como se esperaba, el extracto
obtenido a partir de la muestra fresca presenté el

contenido minimo de melanoidinas.
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Figura 3. Contenido de melanoidinas presentado por las diferentes mues-
tras, expresado como unidades de absorcion relativa (por unidad de masa
de residuo) relativas a las unidades de absorciéon relativa del extracto
obtenido a partir del material fresco. (F: fresca; C40: secada en estufa de
circulacion forzada a 40 °C; C60: secada en estufa de circulacion forzada
a 60 °C; V40: secada en estufa de vacio a 40 °C; V60: secada en estufa de
vacio a 60 °C). Valores promedio de 3 determinaciones + desvio estandar.
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Al igual que en el caso de la composicién en flavo-
noides, la tendencia respecto ala AAR de los diferentes
extractos se muestra similar, aunque no se mantiene
de manera estricta. Esto indicaria nuevamente la
presencia de diversas reacciones desarrollandose
en simultdneo. Manzocco et al. (2001) indican que
una correlacion positiva entre color y propiedades
antioxidantes puede ser encontrada en sistemas
modelo y en alimentos donde la reaccién de Maillard
es la prevalente. Esto ocurre en alimentos con nulo o
bajo contenido de antioxidantes, o en alimentos cuyos
antioxidantes naturales son bastante termoestables.
Claramente el albedo de naranja no forma parte de
este grupo de alimentos, por lo cual la contribuciéon
de las melanoidinas al aumento de la AAR sufrida por
el mismo al ser sometido a tratamiento térmico debe
evaluarse conjuntamente con la ocurrencia de reac-

ciones en las que participan compuestos fendlicos.
CONCLUSIONES

Se evalud el efecto de diferentes pretratamientos

térmicos del albedo de naranja sobre la actividad anti-
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rradicalaria de los extractos obtenidos en una etapa
posterior. Se encontré que la AAR de los extractos del
material vegetal seco aumenta en tres de los cuatro
casos considerados. Asimismo, las tres muestras que
exhibieron mayor AAR presentaron mayor contenido de
flavonoides totales, aunque la correlacién no fue directa.
Al evaluar el comportamiento de estas muestras en rela-
cion con su concentraciéon en melanoidinas, los resul-
tados fueron similares en cuanto a que las tres muestras
que mostraron diferencias en AAR respecto al extracto
obtenido a partir del albedo fresco, también exhibieron
mayor contenido de melanoidinas. Este resultado indi-
caria que estos compuestos, producidos durante la
reaccion de pardeamiento no enzimatico, podrian tener

efectivamente una accion antirradicalaria.
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