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I. RESUMEN

I. RESUMEN

En éste estudio se determinaron los contenidos de fenoles totales (TPC), flavonoides totales
(TFC), hesperidina y acido ascorbico en bagazo, jugo y semilla de lima dulce (Citrus
limetta) y mandarina (Citrus reticulata) producidas en Meéxico, en dos estados de
maduracion (IM). También se determinaron sus capacidades bactericidas. Los bagazos
mostraron los niveles mas altos de TPC, TFC, hesperidina y acido ascArbico, mientras que
las semillas registraron los valores mas bajos. Los extractos de C. limetta y C. reticulata
mostraron actividad bactericida en el rango de 4-40 mg mL™, en los microorganismos de
prueba Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomona aureginosa, Salmonella
enterica y Staphylococcus aureus. Se observé gue los contenidos de TPC, TFC, hesperidina
y acido ascorbico, asi como el efecto bactericida de los extractos, se incrementaron en el
nivel de mayor madurez tanto para C. limetta como para C. reticulata .

Palabras clave: Flavonoides, fenoles, hesperidina, acido ascérbico, citricos, bactericida,

madurez.

ABSTRACT

In this study, total phenolics content (TPC), total flavonoids content (TFC), hesperidin and
ascorbic acid contents were measured for bagasses, juice and seeds of sweet lime (Citrus
limetta) and tangerine (Citrus reticulata) produced in México, at two index of maturity
(IM). Also, their bactericidal capacity was measured. Bagasses showed the highest contents
of TPC, TFC, hesperidin and ascorbic acid, whereas seeds showed the lowest contents. C.
limetta and C. reticulata extracts showed bactericidal activity at 4~40 mg mL™, for the tests
microorganisms Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomona aureginosa,
Salmonella enterica and Staphylococcus aureus. TPC, TFC, hesperidin and ascorbic acid
contents, as well as bactericidal effect of the extracts, were found to arise within the highest
tested IM both for C. limetta and C. reticulata.

Keywords: Flavonoids, phenolics, hesperidin, ascorbic acid, citrus, bactericidal, maturity.
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IV. UBICACION DEL PROYECTO

II. JUSTIFICACION

Los antimicrobianos tradicionales pueden afectar las propiedades organolépticas de los
materiales a desinfectar.

De acuerdo con la normatividad mexicana (NOM-120-SSA1-1994), las buenas
practicas de higiene y sanidad que deben observarse en el proceso de alimentos, bebidas no
alcohdlicas y alcohdlicas, incluyen: Llevar a cabo una limpieza eficaz y regular de los
establecimientos, equipos y vehiculos para eliminar residuos de los productos y suciedades
que contengan microorganismos. Después de este proceso de limpieza, se debe efectuar la
desinfeccion, cuando sea necesario, para reducir el nimero de microorganismos que hayan
guedado, a un nivel tal que no contaminen los productos.

Actualmente, el estado de Michoacén se encuentra entre los primeros lugares a nivel
nacional en la produccion de citricos, lo que provoca que en el estado también se generen
grandes cantidades de frutos que por diferentes motivos no se puede comercializar,
derivando en un desperdicio, desde el punto de vista de ingenieria quimica, de los
componentes presentes en éste tipo de productos primarios. De aqui es que surge la
necesidad de generar aplicaciones alternativas a este material, que actualmente se considera
como merma o desecho.

Asimismo, la investigacion relacionada con la obtencidon de compuestos a partir de
citricos se centra principalmente en las especies mas comunes, C. aurantifolia, C. sinensis,
y C. paradisi, dejando de lado hasta el momento, el estudio de las especies de menor
cultivo C. limetta y C. reticulata, las cuales también presentan compuestos con potencial

efecto microbicida (Barreca, Bellocco, Caristi, Leuzzi, & Gattuso, 2011).
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V. OBJETIVOS

III.  HIPOTESIS

Es posible obtener compuestos fendlicos y flavonoides con efecto microbicida y
antioxidante a partir de los citricos C. reticulata y C. limetta, definiendo una metodologia
para la extraccion de los compuestos de importancia microbicida y antioxidantes obtenidos
a partir de éstos citricos, debido a la presencia de los compuestos fendlicos y flavonoides, y
probando el posible efecto sinérgico de los compuestos encontrados en los citricos de

estudio.
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V. OBJETIVOS

V. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General
Caracterizar los compuestos fendlicos y flavonoides extraidos de C. reticulata y C.

limetta y evaluar su efecto microbicida y antioxidante.

4.2 Objetivos Particulares

- Caracterizar morfologicamente los citricos que seran sometidos a extraccion.

- Establecer una metodologia para obtener extractos citricos de importancia
microbicida y antioxidante.

- Caracterizar la presencia de compuestos fendlicos y flavonoides en bagazo, semilla
y jugo de las frutas citricas a utilizar.

- Evaluar el efecto microbicida de los extractos in vitro.

- Evaluar el posible efecto antioxidante in vitro de los extractos.
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VI. MARCO TEORICO

V. MARCO TEORICO
5.1 Citricos

Los citricos estan representados por un grupo de especies vegetales, cuyos frutos se
caracterizan por la presencia de acido citrico, malico y ascérbico (Kelebek, Selli, Canbas,
& Cabaroglu, 2009) y forman un grupo de especies y variedades pertenecientes a un mismo
género: Citrus. Este pertenece a la familia de las Rutaceas (Rutaceae). Estos frutos amargos
y acidos en su origen evolucionaron para dar lugar a las especies comestibles actuales:
naranja, limén, toronja, mandarina, y otras. Los citricos son originarios de climas tropicales
y semitropicales, se desarrollan mejor en climas frescos y libre de heladas, las
precipitaciones deben ser por lo menos de 1200 - 1550 mm distribuidas uniformemente
durante el afio o bien suplementadas mediante riego.

Actualmente, los citricos son cultivados principalmente en longitudes entre 40 Ny 40 S a
través de las regiones tropicales y subtropicales del mundo. En éstas regiones, las
temperaturas de invierno son adecuadas para la supervivencia de los arboles y existe
suficiente agua y suelo adecuado para propiciar el crecimiento del arbol y la produccion de
fruta. Las principales &reas productoras de citricos estan localizadas en Sur y Norteamérica
(principalmente Brasil, USA, México y Argentina), a lo largo de la costa del Mediterrdneo
(Espafia, Italia, Egipto, Turquia y Marruecos), en el sur y este de Asia (China, India y
Japon) y en Australia. Aparte de la importancia de los citricos como una fuente rica
vitamina C, fibra, y polifenoles benéficos para la salud humana, los citricos tienen
importancia cultural, social y econdmica debida al desarrollo de su industria de
procesamiento y al beneficio derivado del comercio y exportacion de la fruta fresca
(Tadeo, et al., 2008).

Los citricos son el cultivo mas abundante de arboles frutales en el mundo, con una
produccion anual de aproximadamente 115.5 millones de toneladas, de las cuales las mas
importantes son naranjas (70.6 millones de toneladas), mandarinas (25.5 millones de
toneladas), limones y limas (12.9 millones de toneladas) y toronja (6.4 millones de
toneladas) (FAO, 2012). Estas frutas tienen un alto valor comercial tanto en el mercado de
fruta fresca como en la industria de alimentos.

En el estado de Michoacan se ubican dos areas productoras de citricos; la principal
en el valle de Apatzingdn y la segunda en la Region Costa. La entidad cuenta con una
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VI. MARCO TEORICO

superficie plantada de 41,456.22 hectareas de citricos, de éstas 36,431.55 (88%) estan
sembradas con limon mexicano y 5,024.67 (12%) con citricos dulces. La superficie de

traspatio y silvestre se estima en 5,000 hectareas; los principales municipios productores se
indican en la Figura 1 (SENESICA, 2011).

Principalés Municipios productores de: Gitricos

1.- Tepalcatepec

2.- Buenavista

3.- Aguililla

4.- Apatzingan

5.- Pardcuaro

6.- Mugica

7.-Gabriel Zamora

8.- Huacana

9.- Coahuayana

Figura 1. Principales municipios productores de citricos en Michoacan.

Actualmente, sélo 40,606.52 hectéareas se encuentran en cosecha del total de la
superficie plantada en la entidad; el rendimiento en promedio es de 11.75 toneladas por
hectéarea, el rendimiento segln la especie de citrico va desde 4.75 (lima) hasta 14.21
toneladas por hectarea (toronja). Se cuenta con un volumen de produccion anual de citricos
de 479,197.80 toneladas, con un valor promedio de $1,236,224,060.00 pesos ($2580 por
tonelada aproximadamente) (Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera, SIAP,
2009). El destino de la produccion citricola en Michoacan es para consumo nacional y para
exportacion; el limdn mexicano se exporta en un 2% a Estados Unidos y el resto de la
produccion es para consumo nacional, siendo los principales mercados las ciudades de
México, Guadalajara, Toluca y Monterrey; mientras que la toronja se exporta a los paises
de Europa.

La industria del procesamiento de citricos se ha centrado por varios afios en la

produccién de jugos y aceites esenciales, se estima que el 33% de la cosecha mundial de
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VI. MARCO TEORICO

citricos se utiliza en la produccion de jugos. Las cascaras representan entre un 50 y 60% del
peso total de la fruta y se mantiene como el principal desecho resultando en una gran
cantidad de cascara como fuente de contaminacion  (Chinapongtitiwat,
Jongaroontaprangsee, Chiewchan, & Devahastin, 2013; Mandalari, et al., 2007). Este
residuo solido, llamado residuo citrico, se estima en 15 millones de toneladas por afio en el
mundo. Por ésta razon, el manejo adecuado de éste residuo representa un problema
permanente para la industria de los citricos. Para prevenir los serios problemas de
contaminacién de un producto secundario que aun tiene beneficios econdémicos potenciales,
numerosos estudios han sido desarrollados en torno a la determinacién de la composicion
quimica y conversion de los componentes identificados en productos Utiles con valor
agregado (Ledesma & Luque, 2014; Rojas, Perea, & Stashenko, 2009; Marin, Soler,
Benavente, Castillo, & Pérez, 2007).

A pesar de que los citricos son cultivados en todo el mundo, algunas especies se
adaptan mas facilmente que otras, dependiendo de las condiciones climaticas, y su
disponibilidad varia de un pais a otro o incluso entre regiones del mismo pais (Zhang, Nan,
Wang, Jiang, & Li, 2014). Esto influye en la investigacion de ciertas especies (Tabla 1), por
lo que los principales paises productores han realizado un estudio méas amplio, explorando
incluso algunas variedades silvestres autoctonas (Hamdan, et al., 2011). Esto ha propiciado
que la investigaciébn de flavonoides y compuestos fendlicos se haya realizado
principalmente en naranja (C. sinensis), limon (C. limon), y toronja (C. paradisi).

Tabla 1. Especies citricas utilizadas en la investigacion de flavonoides.

Citrico Pais Referencia Citrico Pais Referencia

C. Italia (Costa, et al., 2014) C. medica Italia (Menichini, et al., 2011)
aurantifolia

C.aurantium  Algeria (Lagha & Madani, 2013) C. meyeri Mauricio  (Ramful, Bahorun, Bourdon,

Tarnus, & Aruoma, 2010)

C. bergamia Italia (DiDonna, et al., 2011) C. Singapur  (Cheong, et al., 2012)
microcarpa
C.clementina  China (Xi, Zhang, Sun, Shen, & Zhou, C. mitis Taiwan (Yu, Lou, Chiu, & Ho, 2013)
2014)
C. Mauricio  (Ramful, Bahorun, Bourdon, C. myrtifolia Italia (Protti, Valle, Poli, Raggi, &
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VI. MARCO TEORICO

daoxianensis Tarnus, & Aruoma, 2010) Mercolini, 2015)
C. erythrosa China (Ye, et al., 2011) C. paradisi China (Xi, Fang, Zhao, Jiao, & Zhou,
2014)
C. grandis China (Duan, Guo, Dou, Yu, & Li, C. China (Xi, Zhang, Sun, Shen, & Zhou,
2014) poonensis 2014)
C. jambhiri Egipto (Hamdan, et al., 2011) C.reticulata China (Xi, Zhang, Sun, Shen, & Zhou,
2014)
C. junos Corea (Yoo, Hwang, Park, & Moon, C. sinensis Espafia (Abad-Garcia, et al., 2014)
2009)
C. latifolia Colombia (Londofio, et al., 2010) C. succosa China (Ye, et al., 2011)
C. limetta México (Rodriguez, Lugo, C. China (Ye, et al., 2011)
Winterhalter, & Jerz, 2014) suavissima
C. limon Espafia (Abad-Garcia, et al., 2014) C. tardiferax  China (Ye, et al., 2011)
C. maxima Mauricio  (Ramful, Bahorun, Bourdon, C. unshiu China (Xi, Zhang, Sun, Shen, & Zhou,
Tarnus, & Aruoma, 2010) 2014)

5.1.1 Mandarina (Citrus reticulata)

En el cultivo de Mandarina, la temperatura es el factor climatico limitante que afecta el
periodo comprendido entre la floracién y la cosecha, la calidad del fruto y la adaptacion de
cada una de las variedades. La mandarina en regiones donde la humedad relativa es alta
tiende a tener cascara delgada y suave, mayor cantidad de jugo y de mejor calidad. La baja
humedad favorece una mejor coloracion de la fruta. El rango adecuado de humedad relativa
puede considerarse entre 60 y 70 %. La Mandarina es de forma esférica mas deprimida por
los polos, de olor intenso, sabor agradable, con cascara delgada y con gajos que se separan
con facilidad. Tiene un valor nutritivo muy similar al de la naranja, pero es un fruto mas
fragil y més expuesto a sufrir dafios durante la manipulacion. La cosecha se efectia en los
meses que comprenden octubre, noviembre y diciembre siendo éstos la mejor época para
rendimiento y calidad para el consumo en fresco. Sirve para realzar sabores de platillos de
carne, pescado y marisco; para preparar bebidas frias y calientes; como base de pasteles y
postres, y hasta para usos deodorizantes en el refrigerador y los utensilios de cocina. La
cascara seca de la mandarina se utiliza mucho en preparados de la comida china (SIAP,
2012).
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5.1.2 Lima (Citrus limetta)

La lima es la especie de los citricos mas sensible al frio, ya que es la mas tropical y
presenta floracion casi continua, por lo que requiere para vegetar climas de tipo
semitropical. En los climas tropicales, la lima crece y fructifica con normalidad, sin
embargo, los frutos que produce no tienen buena calidad comercial, al ser demasiado
gruesos Y tener poca acidez. El fruto es pequefio, de forma entre oval y esférica, con corteza
0 exocarpo delgada, de color amarillo verdoso, mesocarpo blanco delgado y endocarpo
carnoso, acido, jugoso, de color entre amarillo y verde. El principal uso es el consumo en
fresco, tanto para la elaboracion casera de zumos y refrescos, como condimento para
multitud de platillos regionales. En los ultimos afios se ha incrementado el uso industrial
para la obtencién de zumos naturales y concentrados, aceite esencial, pulpas, etc. y la
produccién de acido citrico natural con destino a la confeccion de conservas naturales
(SIAP, 2012).

5.2 Polifenoles, Flavonoides y Acidos Organicos en Citricos

5.2.1 Localizacion, funcion y cambios con la maduracion

Los flavonoides son un grupo de polifenoles que se encuentran en frutas, vegetales,
nueces, semillas, tallos y flores (Duan, Guo, Dou, Yu, & Li, 2014; Quirds, et al., 2014), asi
como en el té, vino, propdleo y miel, algunos de ellos son responsables de la coloracion de
las frutas (Gorinstein, et al., 1993). Los flavonoides se ubican principalmente en las hojas y
en el exterior de las plantas (Lagha & Madani, 2013), apareciendo sélo rastros de ellos en
las partes de la planta por debajo de la superficie del suelo. Una excepcién son los
tubérculos de cebolla, que contienen una gran cantidad de quercitina 4'-D-glucésidos. Su
contenido puede variar también con las condiciones ambientales de desarrollo de la planta
(Djoukeng, Arbona, Argamasilla, & Gomez, 2008; Hours, et al., 2005).

El vino tiene un alto contenido en compuestos polifendlicos, aproximadamente se
conocen unos 500, la mayoria de los cuales provienen de la uva y del proceso fermentativo
(Casassa & Harbertson, 2014). En la uva estas moléculas se localizan en la piel,
especialmente en las células epidérmicas, y en las pepitas. Su cantidad y tipo depende
principalmente de la variedad de la vid, del clima, del terreno y de las practicas de cultivo.
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VI. MARCO TEORICO

La cerveza también contiene importantes cantidades de flavonoides entre los que destacan
los polihidroxiflavanos (catequina y epicatequina), los antociandgenos (leucocianidina o
leucopelargonidina) y los flavonoles (grupo de quercitinas: kaempferol o mirecitina).

Los flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como gingko biloba,
cardo mariano o crataegus, soya, rabano, brécoli, girasol (Pajak, Socha, Gatkowska, &
Roznowski, 2014). Desempefian un papel importante en la biologia vegetal; asi, responden
a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y diferenciacion
de las plantas. Otras funciones incluyen un papel antifingico y bactericida, confieren
coloracion, lo que puede contribuir a los fendmenos de polinizacion y tienen una
importante capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre (Harborne & Williams,
2000). Se han identificado méas de 5.000 flavonoides, entre los que se pueden destacar:

1. Citroflavonoides: quercitina, hesperidina, rutina, naringina y limoneno. La
quercitina es un flavonoide amarillo-verdoso presente en cebollas, manzanas, brdcolis,
cerezas, uvas o repollo rojo. La hesperidina se encuentra en los hollejos de las naranjas y
limones. La naringina da el sabor amargo a frutas como la naranja, limén y toronja, vy el
limoneno se ha aislado del limén y la lima.

2. Flavonoides de la soja o isoflavonoides: estan presentes en los alimentos con soja
tales como porotos, tofu, tempeh, leche, proteina vegetal texturizada, harina, miso. Los dos
mas conocidos son la genisteina y la daidzeina.

3. Proantocianidinas se localizan en las semillas de uva, vino tinto y extracto de
corteza del pino marino.

4. Antocianidinas: son pigmentos vegetales responsables de los colores rojo y rojo-
azulado de las cerezas.

5. Acido elagico: es un flavonoide que se encuentra en frutas como la uva y en
verduras.

6. Catequina: el té verde y negro son buenas fuentes.

7. Kaemferol: aparece en puerros, brocoles, rabano, endibias y remolacha roja.

Son utilizados como indicadores de la calidad de las especies citricas y sus jugos
(Lorente, et al., 2014; Euterpio, Pagano, Piccinelli, Rastrelli, & Crescenzi, 2013; Abad, et
al., 2012; Rapisarda, Bellomo, Fabroni, & Russo, 2008; Alvarez, Jorrat, & Genta, 2005).

Doctorado en Ciencias En Ingenieria Quimica 14



VI. MARCO TEORICO

En un principio, fueron consideradas sustancias sin accion beneficiosa para la salud
humana, pero mas tarde se demostraron multiples efectos positivos debido a su accidon
antioxidante y eliminadora de radicales libres (Soto, Gutierrez, Losso, Xu, & Finley, 2012;
Moreno, Belén, Sanchez, Viloria, & Garcia, 2004; Cano & Arnao, 2004), proponiendo asi
una alternativa para el desarrollo de aplicaciones en alimentos funcionales (Grace, et al.,
2013; Pernice, et al., 2009; Fernandez, et al., 2004), y en las industrias de pigmentos,
cosméticos y farmaceuticas (Ochoa & Ayala, 2004).

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales, conocidos por sus
colores azul, rojo y morado (Winkel, 2001) y que protegen al organismo del dafio
producido por agentes oxidantes, como los rayos ultravioletas, la polucion ambiental, y las
sustancias quimicas presentes en los alimentos (Gonzalez, Dominguez, Moreno, & Garcia,
2010; Yoo, Hwang, Park, & Moon, 2009). En la fruta, se concentran principalmente en la
cascara y después en la pulpa (Codofier & Valls, 2010; Gorinstein, et al., 2001).

Estos compuestos fueron descubiertos en 1930, al ser aislada de la cascara del limon
una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los flavonoides se
denominaron en un principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C,
(porque se comprob6 que algunos flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina
C). Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado,
y ambas denominaciones se abandonaron alrededor de 1950.

El organismo humano no puede producir estas sustancias quimicas protectoras, por lo
que deben obtenerse mediante la alimentacion o en forma de suplementos (Franke, Cooney,
Henning, & Custer, 2005; Forkmann & Martens, 2001). Estan ampliamente distribuidos en
plantas, frutas, verduras y en diversas bebidas y representan componentes sustanciales de
la parte no energética de la dieta humana (Gil, et al., 2013; Scordino, Sabatino, Belligno, &
Gagliano, 2011; Erlund, 2004).

Aungue diversos estudios indican que algunos flavonoides poseen acciones
prooxidantes, éstas se producen solo a dosis altas, constatandose en la mayor parte de las
investigaciones la existencia de efectos antiinflamatorios (Menichini, et al., 2011; Amaro,
et al., 2009), cicatrizantes (Neves, Chinali, & Sala, 2010; Yilmaz, Tacyildiz, Keles, Gedik,
& Kilinc, 2005), antivirales o antialérgicos, y su papel protector frente a enfermedades
cardiovasculares (DiDonna, et al.,, 2011; Benavente & Castillo, 2008), obesidad (Jung,
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Jeong, Park, Park, & Hong, 2011), diabetes (Menichini, et al., 2011), cancer (Karimi,
Oskoueian, Hendra, Armin Oskoueian, & Jaafar, 2012; Natarajan, Thamaraiselvan,
Lingaiah, Srinivasan, & Periyasamy, 2011; Patil, Murthy, Jayaprakasha, Chetti, & Patil,
2009) y diversas patologias (Zang, Shimada, Kawajiri, Tanaka, & Nishimura, 2014;
Mékynen, et al., 2013; Srinivasan & Pari, 2013; Kim, et al., 2013; Ramirez, Mendoza,
Arreola, & Ordaz, 2010). Debido a la amplia variedad de actividades farmacolégicas en los
organismos mamiferos, los flavonoides pueden clasificarse cémo nutraceuticos (Tapas,
Sakarkar, & Kakde, 2008).

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
comun de difenilpiranos (Cs - C3- Cg), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados
a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y
A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2" al 6' (Figura 2).

Figura 2. Estructura General de los flavonoides.

Esta estructura basica permite una multitud de patrones de sustitucion y variaciones

en el anillo C (Figura 3).

Doctorado en Ciencias En Ingenieria Quimica 16



VI. MARCO TEORICO

OH
Flavanal Antocianidina
Flavonoide
4 :
Q
Flavena Flavonal

Figura 3. Clasificacion estructural de los flavonoides.

En funcion de sus caracteristicas estructurales (Sandhar, et al., 2011) se pueden
clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo-OH en posicion 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en
posicion 4 y un grupo-OH en posicién 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del
anillo C y carecen del grupo hidroxilo en posicion C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas poseen
un doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

A los flavonoles y las flavonas se unen azlcares, preferentemente a la posicion C3 'y
con menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran
comunmente como O-glicosidos (Roowi & Crozier, 2011), siendo la D-glucosa el residuo
de azlcar mas frecuente. Otros residuos de azUcares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-
arabinosa, la D-xilosa, asi como el &cido D-glucurénico. La parte sin azlcares de la
molécula flavonoide se llama aglicona. Los glicésidos son mas solubles en agua y menos
reactivos frente a radicales libres que su aglicona o flavonoide respectivo. Las propiedades
acido-base muestran que los radicales flavonoides son neutros en un medio y con una carga

negativa a pH 7.
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Siendo especialmente abundante en las frutas, existe un grupo de flavonoides, como
la hesperidina y naringina (Costa, et al., 2014), que pueden ser encontrados casi en todas
los frutos citricos, los cuales forman el grupo de los flavonoides citricos (Tabla 2). Su
concentracion es mas alta en la cascara que en el jugo y son responsables de la coloracion

de la fruta.

Tabla 2. Sustitucion en la estructura general para los principales flavonoides citricos

R' R R’ R* R’ R® R R
Flavanonas
Hesperidina H OH H O-rut H OH OCH; H
Naringina H OH H O-nh H H OH H
Neohesperidina H OH H O-nh H OH OCH; H
Narirutina H OH H O-rut H H OH H
Flavonas
Hesperetina H OH H OH H OH OCH; H
Naringenina H OH H OH H H OH H
Flavonas Agliconas
Luteolina H OH H OH H OH OH H
Polimetoxiflavonas
Nobiletina H OCH; OCH; OCH; OCH; OCH; OCH; H
Tangeretina H OCH; OCH; OCH; OCH; H OCHj; H

rut: rutinosa; nh: nechesperidosa.

Maés de 60 diferentes flavonoides han sido identificados en los citricos (Gattuso,
Barreca, Gargiulli, Leuzzi, & Caristi, 2007), siendo la hesperidina el flavonoide principal
en la mayoria de los citricos. Se puede encontrar sinesetina, nobiletina, tangeretina,
hesperidina y narirutina en C. sinensis, (Ye, et al.,, 2011; Ramful, Tamus, Aruoma,

Bourdon, & Bahorun, 2011); la naringina, neoeriocitrina y eriocitrina en C. aurantium
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(Tadeo, et al., 2008), C. grandis y C. paradisi, (Zhang, Duan, Zang, Huang, & Liu, 2011);
quercitina y diosmina en C. limon (Wang, Chuang, & Ku, 2007); hesperidina y narirutina
también se encuentran en C. reticulata, (Ye, et al., 2011); neohesperidina en C. paradisi y
nobiletina y tengeretina en varios citricos (Sun, et al., 2013).

Al madurar los citricos se eleva su contenido de agua en la pulpa (85-90%) y varios
constituyentes, incluyendo los carbohidratos, &cidos orgéanicos, vitamina C, minerales y
pequefias cantidades de lipidos, proteinas y metabolitos secundarios como carotenoides,
flavonoides y volatiles. Los solidos solubles totales comprenden del 10-20% del peso
fresco de la fruta, y consisten principalmente de carbohidratos (70-80%) y menos
cantidades de los demas constituyentes. Durante la maduracidn se presenta un descenso de
la acidez titulable (TA) principalmente debido al catabolismo del &cido citrico y un
incremento de azlcares, expresados como solidos solubles totales (TSS). La relacion TSS
entre TA es conocida cominmente como indice de madurez (IM) (lbrahim, 2005).

Los acidos organicos contribuyen significativamente a la calidad de los citricos. El
acido citrico es el principal constituyente, aunque también contienen malato (9-15%) y
cantidades menores de succinato e isocitrato (Bartholomew & Sinclair, 1943). Durante la
maduracion, el citrato es metabolizado a glutamato, lo que explica la disminucién del
citrato y de la acidez citoplasmica durante el desarrollo y maduracién de la fruta (Tadeo, et
al., 2008).

La maduracion también incrementa el contenido de carotenoides (hasta 2.04 + 0.036 mg/g
DW) (Yoo & Moon, 2016) y de pectina de 36.0 £ 1.46 a 86.4 = 3.36 mg/g DW. (Wang,
Chuang, & Hsu, 2008).

5.3 Obtencion y Purificacion de Extractos Citricos

Las frutas citricas que han sido estudiadas para la obtencion de extractos se cosechan
principalmente a finales de la temporada de invierno o a principios de primavera
(Sandoval-Montemayor et al., 2012; Barreca et al., 2011a), aproximadamente 2 meses
después de la temporada de floracion (Barreca et al., 2011a; Chen et al., 2011; Yoo et al.,
2009).

A pesar de que la mayoria de los compuestos se encuentran principalmente en la

cascara, también se han hecho estudios para obtener extractos ricos en flavonoides y
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fenoles a partir del jugo y las semillas (Kelebek, 2010). Estas partes pueden ser separados
de la fruta ya sea a mano (Barreca et al., 2011b) o utilizando extractores comerciales
(Alvarez et al., 2005).

La materia prima puede utilizarse fresca o deshidratada (Ye et al., 2011); al utilizar
materiales frescos se puede genera una fase acuosa en el extracto, que en ocasiones
necesitara de una separacion posterior, como decantacion o centrifugacion.

El secado del material puede hacerse mediante liofilizacion o por secado en horno,
siendo éste ultimo el mas utilizado. La liofilizacion permite conservar los flavonoides
glicosados, mientras que el secado en horno favorece la formacion de flavonoides aglicones
probablemente como resultado de la degradacion de las formas glicosadas debido a la
temperatura de secado (de 50 a 100°C) (Chen et al., 2011). Asi, el método de secado se
puede elegir en funcion del tipo de compuesto que se quiere obtener en el extracto (Molina-
Calle et al., 2015).

También se utiliza el secado por radiacion infrarroja (IR), el cual presenta ventajas
cdmo una tasa de secado mas rapida, un ahorro en energia, una distribucién mas uniforme
de la temperatura y una mejor calidad de los productos deshidratados que los métodos
convencionales. El secado IR, a temperaturas altas durante periodos cortos, puede preservar
mejor el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides (Kammoun et al., 2011).

Los métodos para la extraccién de los compuestos presentes en citricos y plantas en
general son variados y su uso puede depender de la naturaleza de las especies utilizadas y
los compuestos a separar. La eleccion del método apropiado es muy importante para
obtener mayor cantidad de compuestos con las caracteristicas deseadas.

La maceracion simple, que utiliza un solvente para extraer los compuestos por
difusion desde la matriz (Yoo et al., 2009), es el principal método para la obtencién de
extractos a partir de citricos. Cuando se utiliza material deshidratado, la maceracion permite
que las células se expandan de nuevo hacia su forma y tamafio original, facilitando la
transferencia de los componentes a través de los tejidos de la fruta hacia el solvente
(Molina-Calle et al., 2015). También se ha utilizado el calentamiento del material con
microondas durante la maceracion, lo que libera algunos compuestos fendlicos vy
flavonoides, dependiendo de la intensidad y tiempo del tratamiento (Hayat et al., 2010).

Despues de realizar un filtrado, la fase obtenida con el solvente orgénico estaré enriquecida
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de los compuestos que sean afines al solvente. Esta mezcla debe ponerse a ebullicion para
separar el solvente de los compuestos obtenidos. La filtracion y centrifugacion se utiliza
para la obtencién de extractos a partir de los jugos de citricos (Rapisarda et al., 2003).

El rendimiento y la eficiencia del transporte de los compuestos desde la matriz sélida
hacia el solvente durante la extraccion estan influenciados por parametros tales cdmo
tamafio de particula, temperatura y tiempo de extraccion, relacion de solvente y material,
namero de etapas de extraccion y tipo de solvente (Makovsek et al., 2012; Tham and Liew,
2014).

La materia prima debe molerse finamente para, de esta forma, facilitar la extraccion de
los compuestos, los cuales se pueden extraer debido a la solubilidad que presentan en
diferentes solventes orgénicos como: etanol, metanol, butanol, acetona, acetato de etilo
(Mokbel & Hashinaga, 2006).

La temperatura del proceso de extraccion, tiene influencia sobre la difusién, la
viscosidad del extractante, la transferencia de masa dentro de las particulas de material, la
transferencia de masa hacia la fase del solvente, la solubilidad y la relacion de compuestos
extraidos presentes en el extracto (Myasnikov et al., 2010).

Para la extraccion, es necesario utilizar solventes afines a los compuestos fendlicos y
flavonoides a separar, utilizandose principalmente metanol, etanol (Mandalari et al., 2006)
y hexano (Sandoval-Montemayor et al., 2012), los cuales demuestran un buen desempefio
en la extraccion de los compuestos. La variedad de solventes utilizados para la extraccion

es muy amplia, siendo el metanol el mas frecuentemente utilizado (Tabla 3).

Tabla 3. Solventes utilizados para la extraccion de flavonoides en citricos.

Citrico Técnica Solvente  Referencias

C. aurantifolia

Jugo Centrifugado, filtrado y EASSE (Costa et al., 2014)
evaporado
Liofilizado, disuelto en agua Agua (Guimarges et al., 2010)

Céscara Liofilizado, macerado y filtrado MOH (Guimarges et al., 2010)
Macerado, filtrado y evaporado MWC (Guimarges et al., 2010)
Maceracion MWH (Loizzo et al., 2012)

Pulpa Macerado, filtrado yevaporado MWC (Brito et al., 2014)

C. aurantium

Jugo Centrifugado y filtrado DMF (Barreca et al., 2011c)

Céscara Macerado, centrifugado y filtrado ~MAW (Lagha-Benamrouche and Madani, 2013)
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Semilla Macerado, filtrado y evaporado MOH (Moulehi et al., 2012)

Entera Secado, UB30, centrifugado MDS (Sun et al., 2013)

C. limetta

Jugo Centrifugado y filtrado DMF (Barreca et al., 2011a)

Céscara Macerado, filtrado y evaporado MOH (Rodriguez-Rivera et al., 2014)

C. limon

Jugo Liofilizado, centrifugado y MWA (Abad-Garcia et al., 2014)
filtrado
Liofilizado, disuelto en agua Agua (Guimarges et al., 2010)

Céscara Liofilizado, macerado y filtrado MOH (Guimarges et al., 2010)
Macerado, filtrado y evaporado MWC (Brito et al., 2014)

Pulpa Macerado, filtrado y evaporado MWC (Brito et al., 2014)

Entera Secado, UB30, centrifugado MDS (Sun et al., 2013)

C. paradisi

Jugo Centrifugado y filtrado Ninguno  (Kelebek, 2010)
Liofilizado, centrifugado y MWA (Abad-Garcia et al., 2014)
filtrado
Liofilizado, disuelto en agua Agua (Guimarges et al., 2010)
Macerado, disuelto EAM (Zhang et al., 2011)

Céscara Secado, UB30, centrifugado MOH (Xietal., 2014a)
Liofilizado, macerado y filtrado MOH (Guimarges et al., 2010)

Pulpa Secado, UB30, centrifugado MOH (Xietal., 2014a)
Macerado, centrifugado, disuelto =~ MOH (Zhang et al., 2014)

Entera Secado, UB30, centrifugado MDS (Sun et al., 2013)

C. reticulata

Jugo Centrifugado y filtrado DMF (Barreca et al., 2013)
Filtrado Ninguno  (Kelebek and Selli, 2014)
Liofilizado, centrifugado y MWA (Abad-Garcia et al., 2014)
filtrado

Céscara Macerado, filtrado y evaporado WEA (Makovsek et al., 2012)
Secado, UB30, centrifugado MOH (Xi etal., 2014b)
Secado, UB30, filtrado Agua (Londofio-Londofio et al., 2010)
Liofilizado, macerado, MOH (Zhang et al., 2012)
centrifugado

Pulpa Secado, UB30, centrifugado MOH (Xi etal., 2014b)
Liofilizado, macerado, MOH (Ramful et al., 2011)
centrifugado

Semilla Macerado, filtrado y evaporado MOH (Moulehi et al., 2012)

C. sinensis

Jugo Centrifugado y filtrado DMF (Barreca et al., 2014)
Filtrado y diluido Agua (Andreu-Navarro et al., 2010)
Liofilizado, centrifugado y MWA (Abad-Garcia et al., 2014)
filtrado
Liofilizado, disuelto en agua Agua (Guimarges et al., 2010)
Liofilizado, macerado, EAA (Pan et al., 2014)
centrifugado

MOH (Ramful et al., 2011)

Macerado, filtrado MDS (Chen et al., 2011)
Secado, UB30 Agua (Londofio-Londofio et al., 2010)
Liofilizado, macerado y filtrado MOH (Guimarges et al., 2010)
Macerado, centrifugado y filtrado ~MAW (Lagha-Benamrouche and Madani, 2013)

Entera Secado, UB30, centrifugado MDS (Sun et al., 2013)

DCF: Diluido, centrifugado y filtrado; DMSO: Dimetilsulfoxido; DMF: N,N-dimetilformamida; EAA: Etanol y
acetato de amonio; EAM: Etil acetato y metanol; EASSE: Etil acetato, sulfato de sodio y etanol; EAW: Etil
acetato y agua; EOH: Etanol; MAW: Metanol, acetona y agua; MDS: Metanol y dimetilsulféxido; MFA:
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Metanol y acido formico; MOH: Metanol; MWE: Extraccidn asistida por microondas; MWA: Metanol, agua y
acido acético; MWC: Metanol, agua y HCl; MWH: Metanol, agua y n-hexano; MWPCE: Metanol, agua,
petréleo, cloroformo y acetato de etilo; PMWD: Petroleo, metanol, agua y diclorometano; UB30:Bafio
ultrasonico por 30 minutos; WEA: Agua, etanol y acetona.

El uso de fluidos supercriticos para la extraccion de flavonoides es uno de los
métodos mas avanzados en el area. Se utiliza en particular para aquellos compuestos que
tienen baja volatilidad o son susceptibles a la degradacion térmica (Diaz, Moure,
Dominguez, & Parajé, 2006). ElI material vegetal cortado en trozos pequefios, licuado o
molidos, se empaca en una camara de acero inoxidable y se hace circular a través de la
muestra un fluido en estado supercritico (como el CO,, NO;, y R134a (Chiu, Cheng, Chen,
Chang, & Yang, 2002), asi las esencias son volatilizadas y arrastradas por el fluido
supercriticos, que actia como solvente extractor, se elimina por descompresion progresiva
hasta alcanzar la presion y la temperatura ambiente y finalmente se obtiene una esencia
cuyo grado de pureza depende de las condiciones de extraccion. Este método presenta
varias ventajas como alto rendimiento; ecolégicamente compatible, pues el solvente se
elimina con facilidad e inclusive se recicla; y las bajas temperaturas utilizadas para la
extraccion no cambian quimicamente los componentes del extracto; sin embargo, el equipo
requerido es relativamente costoso, ya que se requieren bombas de alta presion y sistemas
de extraccion también resistentes a altas presiones y a los &cidos (Omar, Alonso,
Garaikoetxea, & Etxebarria, 2013). También han sido evaluadas la purificacion con fluido
presurizado (PFE) y por sonorizacién, en las que influyen el uso de diferentes solventes, la
temperatura a la que se realiza la extraccion, asi como el pH [Putzbach et al., 2007].
Utilizando metanol como solvente, ofrece una alta recuperaciéon con excelente
reproducibilidad (Molnar & Fiizfai, 2004).

Debido a que las técnicas de extraccion en general tienen una selectividad muy baja,
las mezclas obtenidas de la extraccibn son bastante complejas, y pueden contener
compuestos de diferentes tejidos en la fruta. Es necesario realizar una purificacion posterior
de los extractos con el fin de separar y obtener concentraciones mas altas de algunos
compuestos. Esta operacion puede ofrecer oportunidades de negocios e incentivos
econémicos y ambientales a las industrias, si se utilizan tecnologias simples, selectivas,
eficientes y ecoldgicamente amigables (Soto, Moure, Dominguez, & Parajo, 2011).
Algunos de los métodos para llevar a cabo la purificacion son por adsorcion, por
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cromatografia en columna, cromatografia a contracorriente de alta velocidad,
centrifugacion, mediante el uso de micelas y mediante destilacion por arrastre de vapor,
entre otros.

La purificacion por medio de adsorcion es versatil, simple y de bajo costo, lo que la
hace atractiva para la recuperacion selectiva de una variedad de polifenoles y compuestos
fendlicos. Se basa en la afinidad de los compuestos presentes en la solucién mediante un
sustrato sélido, del cual pueden ser separados posteriormente con relativa facilidad. Para
éste método, es necesario caracterizar las interacciones detalladas entre las resinas y los
compuestos de estudio (Soto, Moure, Dominguez, & Parajo, 2011). Algunos polimeros
utilizados son sintetizados a partir de la copolimerizacion de metilacrilato (MA) y etilen
glicol dimetacrilato (EGDMA, por sus siglas en inglés). Este tipo de materiales crea una
interaccion por puente de hidrégeno y favorece la selectividad hacia los flavonoides (Geng,
et al., 2009). La purificacion por adsorcion permite también la separacion de compuestos
especificos a partir de una solucién diluida. Comparado con otras tecnologias, la adsorcion
es mas atractiva debido a su relativa simplicidad en el disefio, operacion y escalamiento, a
su alta selectividad, y a que el costo del sustrato es bajo y su regeneracion sencilla.
Adicionalmente, La purificacion por medio de adsorcion evita el uso de solventes tdxicos y
minimiza la degradacion de algunos de los compuestos a separar (Soto, Moure,
Dominguez, & Parajo, 2011).

La purificacion de los compuestos se puede realizar por medio de la cromatografia
en columna, permitiendo obtener mezclas con un alto porcentaje de un solo compuesto
(Levaj, Dragovic, Bursac, & Krasnici, 2009). Este método separa efectivamente las
diferentes clases de flavonoides en porciones ultrafiltradas, incluyendo flavonas
polimetoxiladas, flavanonas-O-trisacaridas, flavanonas y flavanonas-O-disacaridas, v,
finalmente, flavonas-C-glicosadas. En combinacidn con la adsorcion puede facilitar aun
mas la selectividad en compuestos fendlicos y flavonoides de estructura especifica
(Manthey, 2004). Aln asi, existe poca informacion para los procesos de purificacion de los
flavonoides contenidos en las frutas citricas; se ha purificado hesperidina, naringina, y
narirutina con una columna Zorbax C18 y una fase movil de acido citrico y acetato de
amonio en agua y metanol 60:40 (Levaj, Dragovic, Bursac, & Krasnici, 2009). También se

utilizan fases moviles de gradientes lineales de acetonitrilo en agua. Las fracciones se
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pueden reunir, secarse en un rotavapor y redisolverse para reproducir la concentracion en la
materia prima (Barreca, Bellocco, Caristi, Leuzzi, & Gattuso, 2011).

Uno de los métodos para la purificacibn de extractos es la cromatografia a
contracorriente de alta velocidad (HSCCC, por sus siglas en inglés), basada en la particion
continua liquido-liquido utilizando sistemas de solventes en dos fases, fluyendo
simultdneamente en direcciones opuestas; éste método presenta también el aspecto
importante de eliminar la adsorcidn irreversible al usar un soporte liquido, y es utilizado
ampliamente en los campos de medicina tradicional, bioquimica, alimentos, quimica de los
productos naturales, analisis ambiental y demas. Mas aun, algunos compuestos pueden ser
obtenidos en un solo paso desde el extracto crudo sin necesidad de un tratamiento previo a
la muestra (Duo-Long, Yuan-Yuan, Xiao-Fen, Xin-Yi, & Shi-Lan, 2011). Presenta alta
eficiencia, alta recuperacién y la posibilidad de poder usarla en una amplia gama de
compuestos. En afios recientes, se ha aplicado ampliamente en la separacién y purificacion
de flavonoides y compuestos fendlicos de plantas (Duo-Long, Yuan-Yuan, Xiao-Fen, Xin-
Yi, & Shi-Lan, 2011).

Se ha utilizado la centrifugacion de dos fases inmiscibles, una de ellas siendo mas
afin a los compuestos a separar, evitando la pérdida de muestra o la absorcion irreversible
de la muestra en la columna de separacion (Jeon & Kim, 2013). Otro método propuesto ha
sido el uso de surfactantes, formando micelas que puedan seleccionar a los polifenoles,
tomando en cuenta que los polifenoles tienen una variada estructura molecular con un
amplio rango de polaridades, ofreciendo una mejora en la separacion de compuestos
fendlicos y antioxidantes (Sharma, Kori, & Parmar, 2015).

La destilacion por arrastre de vapor también es utilizada para separar algunos
compuestos. Se trata de un proceso que consiste en un dispositivo en el cual la materia
prima se encuentra sostenida por un rejilla encima del agua hirviendo en la parte inferior
del destilador; el vapor resultante es enfriado para recuperar los componentes arrastrados
por medio de la condensacion. El objetivo principal de este método es separar una mezcla
de varios componentes, aprovechando sus distintas volatilidades, o bien separar los
materiales volatiles de los no volatiles. Los compuestos que quedan en el destilador son
compuestos no volatiles que por lo general son responsables del sabor mas que del olor.
Algunas sustancias muy volatiles se pierden en ésta destilacion. Ademas el proceso puede
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inducir cambios quimicos, como la oxidacion o hidroélisis (Jiang, Yang, Zhu, Piao, & Jiang,
2011).

Una vez que los compuestos se encuentran en la fase del solvente, se pueden
obtener como extracto puro, a fin de poder utilizarlos en las aplicaciones deseadas, y
facilitar su almacenamiento, manipulacién, transporte, durabilidad y versatilidad. Una de
las técnicas utilizadas para el separacién del solvente y del extracto puro es el secado por
aspersion, en el que se pueden utilizar aditivos inertes (almidon, maltodextrina, celulosa)
que coadyuvan al secado y evitan la pérdida durante el proceso de compuestos de bajo peso
molecular, ocasionada por la adhesion a las superficies internas del equipo, lo que traeria
como consecuencia baja recuperacion de producto (Lopez, Menendez, Garcia, Gonzalez, &
Nogueira, 2011).

5.4 Caracterizacion de Extractos Citricos

Una vez que se ha obtenido el extracto, es importante caracterizarlo, con el fin de
comprobar que los compuestos fueron separados como se esperaba. Algunos métodos
colorimétricos nos dan informacion acerca del contenido de un grupo de compuestos con
estructura similar. EI método colorimétrico de Folin-Ciocalteu utiliza la formacion de un
complejo azul al reaccionar los compuestos fendlicos con el reactivo fosfomolibdénico —
fosfotugsténico a un pH elevado. A pesar de que no se trata de un método especifico, se
aplica frecuentemente en la medicién de fenoles totales en ensayos bioquimicos, animales y
clinicos (Ikawa, Schaper, Dollard, & Sasner, 2003). El contenido de fenoles totales en jugos
varian entre las diferentes especies citricas entre 106.22 a 784.67 mg equivalentes de acido
galico (GAE) L™. (Tounsi, et al., 2010). Otra determinacién ampliamente utilizada es el
contenido de flavonoides totales mediante la reaccion con cloruro de aluminio, formando
un complejo de color amarillo (Andreu, Ferndndez, & Gdmez, 2010). El contenido de
flavonoides totales en jugos citricos varia entre las diferentes especies citricas entre 34.68 a
85.33 mg equivalentes de catequina (EC) L™ (Tabla 4).

Tabla 4. TPC y TFC registrados en C. limetta y C. reticulata.

M TPC TFC Referencia

Citrus limetta
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Jugo
N.I

Citrus reticulata
Jugo

11.9+0.01

14.5+0.01

12.5+0.0

Cascara
N.I.

N.I.

N.I.

Pulpa
N.I.

11.79 -
21.25

N.I.

Semilla

Inmadura

Semimadur

a

Madurez
comercial

364+1.0mg L™

750.3+3.36
GAE, mg L™
426.1+4.74
GAE, mg L™
486.3+7.71GAE
,mgL*

N.I.

58.68 £ 4.01 mg
GAE g' DW
29.38 -51.14
mg GAE g™
DW

N.I.

500 - 800
ng/g FW
17-23mg
GAE g' DW

41.39

+

2.45 mg GAE g
' DW

25.32

+

0.33mg GAE g
'DW

71.39

+

N.1

N.I.
N.I.

N.I.

8.04+0.065 -
11.56+0.091
mg g+ FW
28.1+0.43 -
31.07+0.44 mg
g* DW

N.I.

7.95 - 20.66
mg g* DW

1.65+0.0293 -
1.64+0.0166
mg (100 g)*
FW
12.63+0.18 -
12.6+0.18 mg
g* DW

270 — 630 ug
gt FW
1.8-2.4mg
CEg* DW

29.26

+

1.05 mg CE g*
DW

36.21

+

1.52 mg CE g*
DW

6.69
+

(Sharma, Kori, & Parmar,
2015)

(Kelebek, Selli, Canbas, &
Cabaroglu, 2009)

(Levaj, Dragovic, Bursac, &
Krasnici, 2009)

(Londofio, et al., 2010)

(Zhang, et al., 2014)

(Levaj, Dragovic, Bursac, &
Krasnici, 2009)

(Ramful, Tamus, Aruoma,
Bourdon, & Bahorun, 2011)
(Xi, Zhang, Sun, Shen, &
Zhou, 2014)

(Moulehi, Bourgou,
Ourghemmi, & Tounsi,
2012)
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2.73mg GAEg 0.05mgCE g*
! Dw DW

IM: indice de madurez; CE: equivalente de catequina; DW: peso seco; FW: peso
fresco; GAE: equivalentes de acido galico; N.I.: No indicado.

Los métodos mas modernos permiten una identificacion y cuantificacion simultanea
de varios compuestos fendlicos y flavonoides presentes en extractos de origen vegetal. Para
cada método es importante conocer la polaridad de los compuestos que se quieren analizar,
con el fin de seleccionar el soporte y los solventes adecuados.

El principal método para la caracterizacion de los extractos obtenidos a partir de citricos y
otras plantas, ha sido la cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC), siendo necesaria
la operacion del cromatografo a diferentes condiciones, dependiendo de las especies a
analizar y usando una amplia variedad de métodos de deteccion. (Duan, Guo, Liu, Liu, &
Li, 2014). Las propiedades de fluorescencia de los compuestos fendlicos y flavonoides
también han sido utilizadas para su deteccién en HPLC (Andreu, Ferndndez, & Gomez,
2010). El uso de HPLC permite la identificacion y cuantificacion simultanea de varios
compuestos fendlicos y flavonoides (Barreca, Bellocco, Caristi, Leuzzi, & Gattuso, 2011).
HPLC combinado con deteccion ultravioleta (UV) y espectrometria de masas (MS)
(Kriiger & Ganzera, 2012) con ionizacion de electrospray (ESI) (Brito, Ramirez, Areche,
Sepulveda, & Simirgiotis, 2014; Zhang, et al., 2012) y/o doble espectrémetro de masas
(MS/MS) (Tong, et al., 2012) es la técnica mas Util disponible actualmente para identificar
las clases y estructuras de los polifenoles presentes en los alimentos (DiDonna, et al., 2013;
Kelebek, Canbas, & Selli, 2008; Prasain, Wang, & Barnes, 2004). Las diferencias en el
espectro de luz UV, detectadas con un arreglo de diodos (DAD) o fotodiodos (PAD), son
importantes para determinar qué longitud de onda debe monitorearse en la identificacion y
cuantificacion por HPLC (Markham & Mabry, 1968; He, et al., 2011). Generalmente se
utilizan longitudes de onda de 280 a 400 nm, que és el rango en el que los principales
flavonoides presentan una mayor absorbancia de la radiacion (Mata, Andrés, Jauregui, &
Lamuela, 2007). La cromatografia HPLC acoplada a espectrometria de masas con
electrospray de ionizacion a presion atmosférica (Pan, Li, Deng, & Xiao, 2014) también ha
permitido determinar alcaloides (sinefrina, octopamina, n-metiltiramina, tiramina vy

hordenina) en citricos. Comunmente se utilizan columnas C18, con flujo de alrededor de 1
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mL min™® y gradientes de la composicién de la fase mévil, operando a temperatura

ambiente para la identificacion de compuestos fendlicos y flavonoides (Ribeiro & Ribeiro,

2008). La Tabla 5 muestra algunas otras configuraciones utilizadas en determinaciones por

HPLC. Las diferencias en la orientacion de los grupos —OH resultan en diferentes

afinidades de los isdmeros por la fase estacionaria y por lo tanto la separacion de los

diferentes compuestos presentes en la muestra. Una buena caracterizacion de las muestras

puede lograrse determinando la relacion entre la retencioén de los compuestos presentes en

la muestra y la composicion de la fase movil (Stobiecki, 2000).

Tabla 5 Configuraciones del HPLC para flavonoides en citricos.

Especie Columna Fase movil Detector Flavonoides Referencia
C. aurantium
Jugo Discovery CHsCN/H,O HPLCMS Nr, Ni, Nh (Barreca,
Ci5 250x4.6  0-100% Bellocco,
mm Caristi,
Leuzzi, &
Gattuso,
2011)
Semilla  Hypersil (A) CH3CN, UV-Vis, 280 Ni, Hd, Nh (Moulehi,
ODS C18 (B) 0.2% nm Bourgou,
250x4.6 mm  H,SO, in H,0. Ourghemmi,
& Tounsi,
2012)
Entera  Diamonsil (A) MeOH, UV-DAD, 200 Nr, Ni, Hd, (Sun, et al.,
C18 250x4.6  (B) 4% AcOH —400 nm Nb, Tg 2013)
mm (V/v)
C. limetta
Jugo Diamonsil MeOH : UV-Vis, 210 Hd (Barreca,
Cis CH3;CN:PBS  nm Bellocco,
(10:40:39, viv) Caristi,
Leuzzi, &
Gattuso,
2011)
Céascara ProntoSIL (A) H:0,(B) HPLCMS Hd (Rodriguez,
C18Aq CH5CN Lugo,
250x2.00 Winterhalter,
mm & Jerz, 2014)
C. limon
Jugo Phenomenex (A) AcOH - UV-DAD, 280 Ht, Ne (Abad-Garcia,
Luna C18(2) H,0 (0.5:99.5, —-370 nm et al., 2014)
150x4.6 mm  v/v), (B)
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MeOH
Céascara  Purospher (A) 10% HPLCMS Hd, Lu, Ni (Brito,
y Pulpa star-C18 250 HCOOH in Ramirez,
X5 mm H.0, (B) Areche,
CHsCN Sepulveda, &
Simirgiotis,
2014)
Entera  Diamonsil (A) MeOH, UV-DAD, 200 Nr, Hd, Nb  (Sun, et al.,
C18 250x4.6  (B) 4% —400 nm 2013)
mm AcOH in H,0O
(V/v)
C.
paradisi
Jugo Beckman (A) HO/ UV-DAD, 200 Nr, Ni, Hd,  (Kelebek,
Ultrasphere HCOOH — 600 nm Nh 2010)
OoDS (95:5; viv), (
205x4.6mm  B) CH;CN
/(A) (60:40;
v/v)
Phenomenex (A) AcOH — UV-DAD, 280 Ht, Ne (Abad-Garcia,
Luna C18(2) H,0 (0.5:99.5, —-370 nm et al., 2014)
150x4.6 mm  v/v), (B)
MeOH
Jugoy  Zorbax SB (A) HO/ HPLCMS Ni, Hd, Nh (Zhang, Duan,
Flavedo C-18250x4  AcOH (99:1, Zang, Huang,
mm v/v), (B) & Liu, 2011)
CH3CN/
AcOH
(99:1,v/v).
Céscara  Acquity (A) 0.2% UPLC-PDA Nr, Ni, Hd,  (Xi, Fang,
yPulpa UPLCBEH  AcOH in H,0, Nh, Ne, Ht Zhao, Jiao, &
C18100x2.1  (B) MeOH Zhou, 2014)
mm
Entera  Diamonsil (A) MeOH, UV-DAD, 200 Nr, Ni, Hd, (Sun, et al.,
C18 250x4.6  (B) 4% —400 nm Nh, Nb, Tg  2013)
mm AcOH in H,0O
(v/v)
C. reticulata
Jugo Discovery CHsCN/H,O HPLCMS Nr, Hd, Nb,  (Barreca, et
Ci3 250x4.6  0-100% Tg al., 2013)
mm
Phenomenex (A) AcOH/ UV-DAD, 280 Ht, Ne (Abad-Garcia,
Luna C18(2) H,0 (0.5:99.5, —-370 nm et al., 2014)
150x4.6 mm  v/v), (B)
MeOH
Beckman (A) HO/ UV-DAD, Nr, Hd (Kelebek &
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Ultrasphere HCOOH 200-600 nm Selli, 2014)
ODS 250x4.6  (95:5; v/v),
mm (B) CH3CN
/(A) (60:40;
V/v)
Céascara Hypersil (A) 0.1% HPLCMS Hd, Nh (Londofio, et
BDS HCOOH in al., 2010)
(C8) 250x H.0, (B)
4.6 mm CH3CN, 75%
A and 25% B.
Chromsep SS (A) MeOH, UV-DAD, Hd, Nb, Tg  (Makovsek,
C-18 (B) 2% AcOH  282-330 nm Knez, &
250%4.6 mm  in HyO (v/v) Skerget, 2012)
Zorbax SB- (A) 0.1% UV-DAD, 283 Nr, Ni, Hd, (Zhang, et al.,
C18, 250x4.6 HCOOH in — 367 nm Nh, Ne, Lu, 2014)
mm H,0, (B) Nb, Tg
MeOH
Pulpa Waters (A) H,O - UV-DAD, Hd, Nr (Ramful,
Spherisorb CH3CN 280-330 nm Tamus,
ODS-2 (90:10, viv), Aruoma,
150x4.6 mm  (B) CHsCN Bourdon, &
Bahorun,
2011)
Zorbax SB- (A) 0.1% UV-DAD, 283 Nr, Ni, Hd, (Xi, Zhang,
C18, 250x4.6 HCOOH in - 367 nm Nh, Nb Sun, Shen, &
mm H0, (B) Zhou, 2014)
MeOH
Semilla  Hypersil (A) CH3CN, UV-Vis, 280 Ni, Hd (Moulehi,
ODS C18 (B) 0.2% nm Bourgou,
250x4.6 mm  H,SO4 in H,0O Ourghemmi,
& Tounsi,
2012)
C. sinensis
Jugo Onyx Ternary SLM Aminco  Ni, Hd, Ne (Andreu,
monolithic mixture of AB2 Ferndndez, &
Cis, 100x4.6  0.15molL™  luminescence G6mez, 2010)
mm acetic buffer,  spectrometer,
pH 4.0, 585-625 nm
CH3CN and
MeOH.
Phenomenex (A) AcOH - UV-DAD, 280 Ht, Ne (Abad-Garcia,
Luna C18(2) H,0 (0.5:99.5, —-370 nm et al., 2014)
150x4.6 mm  v/v), (B)
MeOH
Discovery CH3CN/H,O HPLCMS Nr, Hd (Barreca,
Ci5 250x4.6  0-100% Bellocco,
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Cascara

Pulpa

Entera

mm

Hypersil
BDS

(C8) 250x
4.6 mm

Hypersil
GOLD Cgs
250x 4.6 mm
Waters
Spherisorb
ODS-2
150x4.6 mm

Agilent
Eclipse
XDB-Cyg
150%x2.1 mm
Diamonsil
C18 250x4.6
mm

(A) 0.1%
HCOOH in
H20, (B)
CH3CN, 75%
A and 25% B.
(A) MeOH,
(B) 9% AcOH
in HzO

(A) H.0 -
CH3;CN
(90:10, viv),
(B) CH3CN

(A) 1 mM
NH4F in Hzo,
(B) MeOH

(A) MeOH,
(B) 4% AcOH
in H,O (v/v)

HPLCMS

UV-Vis, 280
nm

UV-DAD,
280-330 nm

HPLCMS

Hd, Nh, Nb
Tg

Ni, Nh

Hd, Nr

Hd, Nh, Ni,
Nb

UV-DAD, 200 Nr, Hd, Nb,

—400 nm

Tg

Leuzzi, &
Gattuso,
2014)
(Londofio, et
al., 2010)

(Chen, Yang,
& Liu, 2011)

(Ramful,
Tamus,
Aruoma,
Bourdon, &
Bahorun,
2011)

(Pan, Li,
Deng, & Xiao,
2014)

(Sun, et al.,
2013)

AcOH: 4cido acético, Hd: Hesperidina, HPLCMS: HPLC acoplado con ESI-MS/MS, Ht: Hesperetina, MeOH:
Metanol, Ni: Naringina, Nh: Neohesperidina, Ne: Naringenina, Nr: Narirutina, Nb: Nobiletina, Lu: Luteolina,
Tg: Tangeretina, UPLC-PDA: Cromatografia de liquidos de ultra desempefio con detector PDA, UV-DAD:
Detector de arreglo de diodos UV, UV-Vis: Detector UV y visible.

Con las diferentes técnicas de cromatografia liquida se han logrado importantes

avances en el estudio de la composicion de las frutas citricas, al comprobar que la presencia

y concentracién de los diferentes compuestos fendlicos y flavonoides depende de cual es la

especie citrica en anlisis (Tabla 6) (Dugo, et al., 2005).

Tabla 6. Flavonoides encontrados en jugos de especies citricas, ordenados por su

aparicion en cromatografia liquida (Dugo, et al., 2005).

Especie

Compuestos

Limdn

Apigenina 6,8-di-C-glucosido, Diosmetina 6,8-di-C-glucosido, Apigenina 7-

(malonilapiosil)-glucosido,

Eriocitrina,

Rutina,

Diosmetina

6-C-B-D-
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Naranja

Toronja

Mandarina

glucosido, Hesperidina, Neohesperidina, Iso-/Limocitrol, Limocitrina.

Apigenina  6,8-di-C-glucosido, Apigenina  7-(malonilapiosil)-glucosido,
Eriocitrina, Narirutina, Hesperidina, Naringenina, Neodiosmina, Rhoifolina,
Didimina.

Apigenina  6,8-di-C-glucosido, Apigenina  7-(malonilapiosil)-glucosido,
Eriocitrina, Neoeriocitrina, Narirutina, Naringina, Hesperidina,

Neohesperidina, Didimina, Poncirina.

Apigenina 6,8-di-C-glucosido, Diosmetina 6,8-di-C-glucosido, Eriocitrina,

Narirutina, Hesperidina, Diosmina, Apigenina, Didimina.

A continuacion se muestran los resultados encontrados en la literatura cientifica

publicada recientemente con el contenido de los principales flavonoides hesperidina y

naringina y acido ascorbico en C. limetta y C. reticulata obtenidos por analisis HPLC

(Tabla 7). Se puede observar un cambio en la concentracion de éstos compuestos a medida

que la fruta va madurando (Ramful, Tamus, Aruoma, Bourdon, & Bahorun, 2011).

Tabla 7 Contenido de hesperidina, naringina y acido ascérbico en C. limetta y C.

reticulata.
M Hesperidina Naringina  Acido Referencia
ascorbico
Citrus limetta
Jugo
N.I. 4.29+0.53 N.I. N.I. (Barreca,
mg/L Bellocco,
Caristi,
Leuzzi, &
Gattuso,
2011)
Citrus reticulata
Jugo
N.I. 21.1+£0.797 N.L. N.I. (Barreca, et
mg/L al., 2013)
N.I. 166+21 - N.I. N.I. (Abad-
879192 Garcia, et
mg/L al., 2014)
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11.9+0.01
14.5+0.01
12.5+0.0

Cascara
N.I.

N.I.

N.I.

Pulpa
N.I.

11.79 -
21.25

N.I.

Semilla
Inmaduro

74.1+0.96
mg/L
18.7+0.44
mg/L
40.5+0.04
mg/L

135.26+1.91

157.48+2.23
mg/100 g
FW
42.33%£0.60

47.22+0.67
mg/g DW
9.36 +£0.25
mg/g DW

17.53 -
55.98 mg/g
DW

73.33+1.04 -
51.35+0.73
mg/100 g
FW
55.97+0.79 -
47.22+0.67
mg/g DW

15.10 -
20.35 mg/g
FW

7.22-22.13
mg/g DW

2.83

N.I.
N.I.

N.I.

106.91+1.51

135.21+1.91
mg/100 g
FW
28.74+0.41

47.21+0.67
mg/g DW
N.I.

0.04-2.78
mg/g DW

18.84+0.27

43.25+0.61
mg/100 g
FW
14.38+0.20

33.27+0.47

mg/g DW
N.D.

3.54-4.23
mg/g DW

10.87

372.61£10.1
mg/L
496.2+12.1
mg/L
398.8+11.2
mg/L

N.I.

N.1I.

N.I.

N.1I.

160 -390

pg/mL

N.I.

N.I.

(Kelebek &
Selli, 2014)

(Levaj,
Dragovic,
Bursac, &
Krasnici,
2009)

(Makovsek,
Knez, &
Skerget,
2012)
(Zhang, et
al., 2014)

(Levaj,
Dragovic,
Bursac, &
Krasnici,
2009)

(Ramful,
Tamus,
Aruoma,
Bourdon, &
Bahorun,
2011)

(Xi, Zhang,
Sun, Shen,
& Zhou,
2014)

(Moulehi,
Bourgou,
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0.25 1.22mg /g Ourghemmi,
mg /g DW DW & Tounsi,
2012)
Semimaduro 16.76 0.45 N.I.
+ +
2.33mg /g 0.01 mg /g
DW DW
Madurez 0.15 0.73 N.I.
Comercial * +
0.01mg/g 0.03mg /g
DW DW

IM: indice de madurez; DW: peso seco; FW: peso fresco; N.I.: No indicado.

Un método alterno para el analisis de contenido de compuestos fendlicos y
flavonoides en citricos ha sido la cromatografia en capa fina (TLC), la cual es una opcién
mas econdémica, aunque a costa de la resolucion en el cromatograma y la consecuente
identificacion de los componentes (Houghton, 2002). La cromatografia en capa fina (TLC)
continta siendo un importante método para el analisis cualitativo de productos herbales
debido a sus ventajas inherentes, ya que pueden analizarse varias muestras de manera
rapida y simultanea, y se pueden aplicar miltiples técnicas de deteccion, incluida la
fluorescencia (Andreu, Fernandez, & Gdémez, 2010), para detectar la presencia de
flavonoides especificos en una forma mas simple que por HPLC (Curtright, Rynearson, &
Markwell, 1996). Esto permite evaluar la calidad de los productos vegetales o sus derivados
de forma rapida. Los avances en la cromatografia de capa fina resultan Gtiles para separar e
identificar productos naturales que pueden ser de utilidad a partir de las complejas mezclas
propias de los vegetales (Maciejewicz & Soczewinski, 2000).

La cromatografia es efectuada sobre placas de silica gel 6 poliamida coémo fase
estacionaria y la migracion se lleva a cabo por una fase movil formada por mezclas de
solventes como las siguientes: C¢Hs-MeCOEt-MeOH 6-1-3 ¢ 4-3-3; CHCI3-MeOH-
MeCOEt-Ac,CH, 60-10-5-1 6 20-10-5-1; C¢Hs-Petroleo-MeCOEt-MeOH 60-26-7-7. Estas
proporciones pueden ser adaptadas a la quimica particular de cada extracto. La separacion
convencional sobre silica gel y fases mdviles moderadamente polares consistentes en
pequefias cantidades de metanol con solventes menos polares ha sido utilizada
exitosamente para compuestos polifendlicos. El factor de retencion (Rf) de los diferentes
compuestos refleja su polaridad, dada por el namero de grupos —OH, los cuales muestran
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mayor afinidad por la fase estacionaria. Es dificil encontrar un sistema TLC que permita
separar flavonoides agliconas de sus glucésidos en un solo cromatograma. Las agliconas se
separan bien por fases moviles polares débiles, por ejemplo, heptano con pequefias
cantidades de un solvente polar (10-20% de etilacetato, cetonas 0 éteres) mientras que una
fase mdvil méas polar (por ejemplo, mezclas de etilacetato con metanol), deben ser
utilizadas para separar las formas glicosadas (Matysik, Soczewinski, Wojciak-Kosior, &
Wojtasik, 2000).

Asimismo, existe la cromatografia de capa fina de alto desempefio (HPTLC) como
una metodologia estandarizada moderna con una creciente aceptacion como método
analitico. Posee varias ventajas, tales como costos mas bajos, menor tiempo de analisis, la
posibilidad de deteccidn maltiple, y la derivacién especifica en la misma placa. La
identificacion de compuestos separados se basas en las diferencias de Rf y del color de las
manchas. Se puede decir que el compuesto identificado es idéntico a una sustancia estandar
si la diferencia entre sus Rf es menor a 0.03. La identificacion precisa se puede obtener
utilizando 3 fases méviles diferentes en la misma fase estacionaria, o 3 tipos diferentes de
deteccién. Asi, se pueden obtener y digitalizar los patrones de las muestras y los
componentes pueden ser detectados y descritos sin necesidad de conocer la naturaleza
quimica de cada mancha (Cimpoiu, 2006). Después de la migracion, se puede hacer la
desorcion de los compuestos de la fase fija con metanol (Jay, Gonnet, Wollenweber, &
Voirin, 1975) para un analisis mas amplio.

La cromatografia de gases (GC) también es utilizada, pero debido a sus
caracteristicas, es necesario que la muestra sea soluble en los solventes volatiles y volatil a

la temperatura de operacién de la columna (Yafiez, Lugo, & Parada, 2007).

5.5 Efecto Microbicida de los Citricos

5.5.1 Organismos patégenos

5.5.1.1 Bacterias coliformes

Las bacterias coliformes son un grupo heterogéneo compuesto por varios géneros
taxonomicos. La falta de certeza en cuanto a su filiacién taxonémica y la imprecisa
correlacién entre los métodos recomendados para la deteccion de coliformes han
presentado problemas. El primero, es que Escherichia coli es aceptada como bacteria
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coliforme, la especie contiene variantes que no producen gas de la lactosa o lo hacen
después de 48 horas, por lo que no se les identifica por medio de esta técnica. Segundo, la
capacidad de fermentar la lactosa estd frecuentemente asociada a genes localizados en
plasmidos. Estos determinantes extracromosomales son facilmente transferidos entre otras
bacterias Gram negativas no relacionadas a las coliformes, que pueden, en consecuencia,
ser recuperados en la etapa inicial del analisis. No obstante en la préactica, la técnica ha
demostrado su efectividad (NOM-112-SSA1-1994).
El grupo de los microorganismos coliformes es el m&s ampliamente utilizado en la
microbiologia de los alimentos como indicador de préacticas higiénicas inadecuadas.
El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:
- La deteccion de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacion de los
alimentos.
- La evaluacién de la calidad microbioldgica de un producto, aungue su presencia no
necesariamente implica un riesgo sanitario.
- Evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas.
- La calidad sanitaria del agua y hielo utilizados en las diferentes areas del
procesamiento de alimentos.
La demostracién y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse
mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o solidos con caracteristicas selectivas o
diferenciales (NOM-113-SSA1-1994).

5.5.1.2 Salmonella

Los miembros del género Salmonella han sido muy estudiados como patdgenos cuando
se encuentran presentes en los alimentos. El control de este microorganismo, tanto por parte
de las autoridades sanitarias, como en las plantas procesadoras de alimentos, depende en
cierta medida del método analitico utilizado para su deteccién. Este microorganismo fue
inicialmente identificado en muestras clinicas y los métodos empleados para estos casos se
adaptaron posteriormente para su deteccion en alimentos. Las modificaciones a los métodos
consideraron dos aspectos principales, el primero es el debilitamiento o dafio a las células
bacterianas presentes en un alimento debido al proceso a que esta sujeto (por ejemplo:
tratamiento térmico, secado, etc.) y segundo, la variabilidad inherente a la naturaleza del
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producto bajo estudio. Para diversos alimentos existen diferentes protocolos para el
aislamiento de Salmonella, todos ellos son esencialmente similares en principio y emplean
las etapas de preenriquecimiento, enriquecimiento selectivo, aislamiento en medios de
cultivo selectivo y diferencial, identificacion bioquimica y confirmacion seroldgica de los
microorganismos (NOM-114-SSA1-1994).

5.5.1.3 Staphylococcus

El crecimiento de Staphylococcus aureus en alimentos tiene gran importancia por
tratarse de un microorganismo capaz de producir una poderosa enterotoxina que al ingerirse
causa intoxicaciones alimentarias.

Entre las razones para determinar el Staphylococcus aureus en alimentos estan:

- Confirmar la presencia de este microorganismo como agente causal de una
enfermedad de origen alimentario.

- Determinar si un alimento o ingrediente es fuente potencial de este microorganismo
enterotoxigénico.

- Demostrar la contaminacion postproceso la cual es usualmente debida a contacto
humano o con superficies inadecuadamente sanitizadas.

Los alimentos sujetos a contaminacidn postproceso con tipos enterotoxigénicos de
Staphylococcus aureus representan un riesgo por la ausencia de flora competitiva que
normalmente restringe el crecimiento del Staphylococcus aureus y la produccion de
enterotoxinas. Este tipo de alimentos se vuelven mas peligrosos, si ademas son sujetos a un
inadecuado manejo o son mantenidos a temperaturas de conservacion inapropiadas. Los
alimentos perecederos tales como: carnes crudas y procesadas, ensaladas, productos de
pasteleria y productos de leche, son los mas cominmente asociados con intoxicacion
estafilococcica (NOM-115-SSA1-1994).

5.5.1.4 Listeria

Listeria monocytogenes recibe su nombre del cirujano inglés Joseph Lister y de su
capacidad de que extractos de su membrana son capaces de estimular la generacion de
monocitos en el conejo. Puede ser aislada de diversos ambientes como suelo, agua fresca,

aguas residuales y vegetacion y puede llegar a infectar numerosos animales domésticos
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contaminando la vegetacion y el suelo donde habitan. Es también un contaminante
frecuente de los productos alimentarios, ya que es capaz de generar biopeliculas en
alimentos que se encuentren en refrigeracion, porque tiene la capacidad de crecer hasta a 4
°C. La infeccién por L. monocytogenes, en el contexto del embarazo, suele diagnosticarse
de forma tardia, produciéndose un cuadro muy grave, llamado granulomatosis
infantisepticum, llegando a provocar abortos. También se ha relacionado con
meningoencefalitis y meningitis especialmente en neonatos, ancianos e inmunodeprimidos,
asi como bacteriemia en mujeres gestantes, inmunodeprimidos y neonatos (granulomatosis
infanto-séptica) (Ryan & Ray, 2004).

5.5.1.5 Pseudomona aeruginosa
Pseudomona aeruginosa es una bacteria Gram-negativa, aerdbica, con motilidad
unipolar. Es un patdgeno oportunista en humanos y también en plantas. Aeruginosa, el

[L P4

nombre latino para el cardenillo u "6xido de cobre", describe el pigmento azul verdoso
bacteriano visto en los cultivos de laboratorio de P. aeruginosa. Secreta una variedad de
pigmentos como piocianina (azul verdoso), fluoresceina (amarillo verdoso fluorescente) y
piorrubina (rojo pardo). Algunos agares especificos son "Pseudomonas Agar P" (también
conocido como "medio King A™) para mejorar la produccion de piocianina y piorrubina; y
"Pseudomonas Agar F" (también conocido como "medio King B") para la fluoresceina. P.
aeruginosa es a menudo identificada, de modo preliminar, por su apariencia perlada y olor
a uvas in vitro. La identificacion clinica definitiva de P. aeruginosa frecuentemente
incluye, tanto identificar la produccion de piocianina y fluoresceina como determinar su
habilidad de crecer a 42 °C. P. aeruginosa es capaz de crecer en combustibles como
queroseno o0 gasbleo, ya que es un microorganismo capaz de nutrirse a partir de
hidrocarburos, causando estragos de corrosién microbiana, y creando una gelatina oscura
que a veces se identifica inadecuadamente con un alga. Este patdgeno oportunista de
individuos immunocomprometidos, P. aeruginosa infecta los pulmones y las vias
respiratorias (causado neumonias), las vias urinarias, los tejidos, (heridas), y también causa

otras sepsis (infecciones generalizadas en el organismo) (Ryan & Ray, 2004).

5.5.2 Mecanismo de accion antimicrobiana
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Los métodos para determinar la actividad antimicrobiana pueden ser cualitativos o
cuantitativos. Son cualitativos si sélo suministran informacién sobre sensibilidad de la cepa
en estudio: si es sensible, resistente o intermedio. Los métodos cuantitativos, informan
acerca de sensible, intermedio o resistente, pero mencionan adicionalmente, cuan sensible o
resistente es el agente bacteriano en estudio (Andrews, 2001).

Dentro de los métodos, existe la técnica de difusién en agar o placa, en la cual se
prepara una placa que contenga un medio con agar y se inoculan cantidades conocidas del
agente antimicrobiano a pequefios discos de papel filtro, que luego se colocan en la
superficie del agar. Durante la incubacidn, el agente difunde desde el papel, cuanto mas se
aleja, mayor es la concentracion del agente. Se ha creado por tanto una zona (halo) de
inhibicion y el diametro de esta zona es proporcional a la cantidad del agente
antimicrobiano afadido y a la efectividad del agente (Alvarez-Ordofiez, et al., 2013).

Existe también el método de conteo en placa de unidades formadoras de colonias
(UFC’s). La norma mexicana (NMX-BB-040-SCFI-1999) define su metodologia. Después

del periodo de incubacién, contar el nimero de UFC en las placas (Figura 4).

Preparardiluciones
de microrganismaos

Rezlizar contec en
placa

Preparar solucian de
microbicida

Preparar medios de
cultive

Figura 4. Metodologia de las pruebas microbicidas en placa.

El método de microdilucion en caldo es mas sensible que los métodos en agar vy, por lo
tanto, mas apropiados para una rapida determinacion cuantitativa de la actividad
antimicrobiana de extractos vegetales. Utilizando éste método, se puede determinar la

concentracion minima inhibitoria (MIC) y bactericida (MBC) a concentraciones mas bajas
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comparado con otros métodos de dilucion, en un lapso no mayor a 24 horas, después de las
cuales no se observa crecimiento significativo de los microorganismos. EI método de
microdilucién es preferido para establecer la correlacion entre el rango de actividad
antibacterial e inhibicion de crecimiento de los extractos, determinado por curvas de
crecimiento. Aun mas, éste método representa una opcidn rapida y no costosa de uso de
reactivos, permitiendo probar simultdnemante un amplio rango de combinaciones de
diferentes bacterias y extractos (Klan¢nik, Piskernik, Jersek, & Mozina, 2010).

Se define como microbicida a una sustancia que destruye microorganismos o impide su
multiplicacion o desarrollo. Pueden ser naturales o quimicos, que de manera creciente se
han utilizado como intervencion primaria para la inhibicion o inactivacién de
microorganismos patogenos en los alimentos. Un producto etiquetado como germicida,
debe tener un por ciento de reduccién de la cuenta viable de 99,999 % en 30 s de contacto a
la concentracion de uso recomendada, cuando la cuenta viable inicial se encuentra entre 75
y 125 X 10® UFC / mL (NMX-BB-040-SCFI-1999). La actividad antimicrobiana se mide
determinando la cantidad mas pequefia del agente antimicrobiano que se necesita para
inhibir el crecimiento de un organismo control, esto es conocido como concentracién
minima inhibitoria (MIC) (Andrews, 2001). Al promediar los resultados de las placas de la
cuenta viable inicial y de las células sobrevivientes, se calcula el porcentaje de reduccion

mediante la siguiente formula:

$x100

% de reduccion = 100 — oV

(Ec. 1)

Donde:
S son las células sobrevivientes UFC / mL, y
C.V. es la cuenta viable inicial.

Varios de los compuestos encontrados en los citricos se han estudiado para probar su
efecto microbicida (Valero, Carrasco, Perez, Garcia, & Zurera, 2006; Bejarano & Centeno,
2009). Maés aun, se ha demostrado sinergia entre flavonoides asi como entre flavonoides y

otros agentes utilizados de manera rutinaria (Cushnie & Lamb, 2005).
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Los antimicrobianos pueden tener accion en los microorganismos de las siguientes
formas:

1. Interferencia con la Membrana celular entrando a ésta a traves de los canales
porinicos de la membrana externa donde se unen a las proteinas, debilitando,
conduciendo a lisis celular y muerte. Ademas, en la membrana citoplasmica se
difunden causando el derrame del citoplasma hacia el exterior de la célula,
resultando asi la muerte celular (Heggers, et al., 2002).

2. Interferencia en la sintesis de proteinas: se unen a los ribosomas bloqueando
la adherencia del RNA, evitando el crecimiento de la cadena de proteinas. También
puede provocar la insercion de aminoacidos erroneos en la proteina o en la
interferencia con la capacidad de los aminoécidos para conectarse unos con otros
(Alvarez-Ordofiez, et al., 2013).

3. Disminucion de las actividades enzimaticas, es decir, deterioro de
varios sistemas enzimaticos, incluidos aquellos involucrados en la produccién de
energia y sintesis de componentes estructurales. Una vez que el antimicrobiano
cruza la membrana celular, puede interactuar con las enzimas y proteinas causando
un flujo contrario de protones a través de ella, afectando asi a la actividad celular.
Los flavonoides también inhiben enzimas virales importantes, como la transcriptasa
inversa y proteasa, y destruyen algunos protozoarios. Sin embargo, su toxicidad en
células animales es baja (Havsteen, 2002).

Las propiedades de los citricos han sido bien conocidas y utilizadas de manera empirica
para el control de microorganismos, entre otros usos. Los flavonoides ocupan un lugar
importante en éste tipo de estudios, y se ha venido haciendo uso de preparaciones que los
contienen para tratar algunas enfermedades (Cushnie & Lamb, 2005), demostrando en
varias investigaciones un efecto microbicida considerable sobre diferentes tipos de hongos,
cémo Aspergillus niger y Fusarium oxysporium (Ghani, et al., 2008), bacterias (Cushnie &
Lamb, 2011; Sandoval-Montemayor, et al., 2012), e inclusive virus (Ozcelik, Kartal, &
Orhan, 2011).

Actualmente, existe una tendencia a evitar los conservadores quimicos en alimentos, lo

que provoca un creciente interés en los compuestos naturales que muestran actividad

Doctorado en Ciencias En Ingenieria Quimica 42



VI. MARCO TEORICO

microbicida (Angioni, et al., 2003) y ayudan a extender la vida de anaquel de los productos
alimenticios (Knorr, et al., 2011). Se busca también que la obtencion de extractos con
agentes microbicidas a partir de fuentes biolégicas se haga a bajo costo, de manera inocua y
con técnicas que puedan ser ejecutadas en corto tiempo (Papetti, 2012), lo que abre un
nuevo campo de estudio en la investigacion de la extraccion, purificacion y caracterizacion
de extractos obtenidos dentro de la industria de alimentos (Damidn-Reyna, Gonzélez-
Hernandez, & Chavez-Parga, 2016).

Dado el gran nimero de compuestos presentes en los microbicidas extraidos de plantas,
incluidos los aceites esenciales, puede ser que no esté actuando s6lo uno, sino varios
mecanismos potenciales simultaneamente durante el tiempo de contacto con el
microorganismo. Los dos efectos principales que han sido identificados son primero la
formacidn de poros en la membrana bacteriana a concentraciones del extracto por debajo de
la concentracibn minima inhibitoria (MIC), generando una fuga de los componentes
intracelulares en el periodo inicial de contacto, sin causar un decrecimiento en la poblacién
bacteriana, s6lo en su actividad. Este efecto se puede revertir en condiciones adecuadas de
cultivo después de un corto periodo de exposicion. Cuando las bacterias son expuestas a
concentraciones por encima de la MIC, ocurre el segundo efecto, que consiste en un cambio
quimico irreversible en la membrana, ya sea por la modificacion de los grupos carboxilo en
los acidos grasos presentes en la membrana o la reaccion de los polisacaridos y
carbohidratos de la membrana celular. Este efecto también se observa al exponer a la
bacteria a la MIC del extracto por un periodo mas prolongado, reduciendo la poblacién
bacteriana (Alvarez-Ordofiez, et al., 2013).

A pesar que los microbicidas naturales estan ganado interés como alternativa al uso en
tratamientos de conservacion fisicos y quimicos, aln existen varias restricciones, cdmo su
efectividad microbicida, aceptacién por el consumidor y costo de la aplicacion de éstos
agentes que requieren una investigacién mas intensa (Zhang, Jiang, Qian, Shang, & Duan,
2014).

Algunos de los principales temas de estudio son el desarrollo de resistencia a los
microbicidas por parte de los microorganismo patdgenos, la incorporacién homogénea de
los compuestos en matrices de alimentos, la extraccion a gran escala de fuentes naturales

sin perder su funcionalidad, y la autorizacidbn de su uso por parte de las agencias
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reguladoras. Muchos de éstos microbicidas de origen natural son clasificados cdémo
“generalmente reconocidos como seguros” (GRAS) para usar en el procesamiento de
alimentos, pero su uso en otras lineas comerciales (farmacéutica, cosmética, etc.) involucra
una aprobacion regulatoria diferente. Los microbicidas naturales representan un area de
oportunidad para la seguridad y conservacion de los alimentos, pero ain es necesaria méas
investigacion para optimizar su uso (Juneja, Dwivedi, & Yan, 2012; Sarkar & Shetty,
2014).

Los microbicidas utilizados para inhibir el crecimiento de microorganismos en
alimentos y bebidas durante su procesado deben ser seleccionados cuidadosamente para no
afectar las propiedades organolépticas. La actividad microbicida de algunos extractos de
plantas, incluidos los citricos (Sandoval-Montemayor, et al., 2012), han permitido
disminuir el crecimiento o causar la muerte de los microorganismo, incrementando asi la
calidad y duracién de la seguridad de los alimentos. Algunas de sus ventajas son que un
mismo extracto puede ser utilizado para diferentes propositos o contribuir con los
tratamientos comunmente utilizados, generando la base para el desarrollo de nuevas
alternativas, mas efectivas, menos caras y con menos efectos colaterales que los
antibioticos comerciales (Palacios-Espinosa, Escobedo-Hinojosa, & Romero, 2011).

Los citricos se encuentran entre las principales fuentes dietéticas de compuestos
bioactivos (Vikram, Jayaprakasha, Jesudhasan, Pillai, & Patil, 2010). Un grupo de
polifenoles con propiedades microbicidas presente en los citricos son los flavonoides
(Ozgelik, Kartal, & Orhan, 2011). En particular, los compuestos fendlicos y flavonoides
(Barreca, et al., 2013) han atraido la atencién de la comunidad cientifica debido a una
conexion bien establecida entre el consumo de flavonoides y la prevencion de
padecimientos (Abeysinghe, et al., 2007). Estos compuestos han mostrado efecto
antibacterial a concentraciones diluidas, con la ruptura de la membrana como mecanismo
de accion (Heggers, et al., 2002), alterando la estructura macromolecular de las membranas
bacterianas, afectando los grupos carboxilicos de los &cido grasos en la membrana
(Alvarez-Ordofiez, et al., 2013). La obtencion casi a diario de nueva evidencia de éstos
compuestos interfiriendo con varios factores de virulencia en bacterias patdgenas, incluidas

enzimas, toxinas y receptores de sefiales, abre la posibilidad de utilizarlos en terapias contra
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infecciones o incluso el desarrollo de nuevos medicamentos (Cushnie & Lamb, 2011;
Quiros, Ayala, Olivas, & Gonzalez, 2014).

Algunos metaboltos secundarios de especies tales como C. aurantifolia, C. sinensis, C.
paradisii, C. reticulata y C. limetta, las cuales son cultivadas en México asi como en varias
partes del mundo, han presentado actividad bactericida, ayudando a combatir algunas
infecciones causadas por patdgenos en humanos (Cushnie & Lamb, 2011; Ozgelik, Kartal,
& Orhan, 2011; Vikram, Jayaprakasha, Jesudhasan, Pillai, & Patil, 2010). Son
particularmente (tiles como antivirales en herpes, influenza, etc. (Ozgelik, Kartal, & Orhan,
2011), antifungi (Wu, et al., 2013), y antibacteriales (Martinez-Flores, Gonzalez-Gallego,
Culebras, & Tufion, 2012; VVollmerhausen, Ramos, Thi, Dzung, & Brauner, 2013).

Los extractos de citricos han mostrado efecto bactericida (Oikeh, Omoregie,
Oviasogie, & Oriakhi, 2016), con valores reportados de concentracién minima bactericida
(MBC) para aceite esencial de C. sinensis en L. monocytogenes MTCC-657 >1000 pL /
mL, E. coli MTCC-40 >1000 pL / mL, P. aeruginosa MTCC-4676 >1000 pL / mL, y S.
aureus MTCC-87 >1000 pL / mL (Debbarma, Kishore, Nayak, Kannuchamy, & Gudipati,
2013), el cudl es aun bajo comparado con lo reportado para extractos de té verde en S.
aureus ATCC 25923 0.156 mg / mL, L. monocytogenes ZM58 >10 mg/mL, E. coli O157:
H7 1.25 mg / mL (Klan¢nik, Piskernik, JerSek, & Mozina, 2010). Los extractos de
pericarpio de C. reticulata han mostrado un amplio espectro antibacterial, mostrando un
efecto més fuerte contra bacterias gram-positivas que contra gram-negativas. La bacteria
mas susceptible a éstos extractos fue S. aureus CCTCC AB9105 (MIC 100 mg/mL). La
hesperidina mostro efectos de inhibicion similares a los extractos, mientras que tangeretina
y nobiletina muestran baja actividad microbicida (Yi, Yu, Liang, & Zeng, 2008).

Varias publicaciones recientes reportan la presencia regular de actividad antibacterial de
los flavonoides aislados (Herborne & Williams, 2000); con MIC para hesperidina contra E.
coli CCTCC AB94014 de 800 pg / mL, y contra S. aureus CCTCC AB9105 de 200 ug /
mL (Yi, Yu, Liang, & Zeng, 2008); para naringina contra E. coli ATCC 35218 de 4 pg /
mL, contra P. aeruginosa ATCC 10145 de 2 ug / mL, y contra S. aureus ATCC 25923 de
16 pg / mL; para nobiletina contra E. coli CCTCC AB94014 de 1600 pg / mL, y contra S.
aureus CCTCC AB9105 de 1600 pg / mL (Yi, Yu, Liang, & Zeng, 2008); para quercitina
contra E. coli ATCC 35218 de 4 g / mL, contra P. aeruginosa ATCC 10145 de 4 pg / mL,
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y contra S. aureus ATCC 25923 de 2 ug / mL; para tangeretina contra E. coli CCTCC
AB94014 de 1600 pg / mL, y contra S. aureus CCTCC AB9105 de 1600 pg / mL (Yi, Yu,
Liang, & Zeng, 2008); para acido galico contra E. coli ATCC 35218 de 4 pg / mL, contra
P. aeruginosa ATCC 10145 de 2 pg / mL, contra S. aureus ATCC 25923 de 16 pg / mL
(Ozgelik, Kartal, & Orhan, 2011), los cuales son similares a la inhibicion bacteriana de
extractos de semilla de uva con MIC contra S. aureus ATCC 25923 de 1.25 mg / mL,
contra L . monocytogenes ZM58 >10 mg / mL, contra E. coli O157: H7 de 2.5 mg / mL
(Klan¢nik, Piskernik, JerSek, & Mozina, 2010). Esto ha impulsado el desarrollo de
extractos comerciales de citricos, con un buen desempefio bactericida y MIC de 20-80 ppm
contra S. enterica CECT 4300 (Alvarez-Ordofiez, et al., 2013). Aln asi, algunos
compuestos citricos no inhiben ciertas bacterias tales como L. monocytogenes 01/155 y
99/287, P. aeruginosa ATCC27853, S. aureus ATCC29213, y E. coli O157: H7, quienes
no mostraron inhibicién a concentraciones de hasta 0.25 mM de naringina (Celiz, Diaz, &
Audisio, 2011).

Por lo tanto, la investigacion de los compuestos fendlicos y flavonoides en frutas
citricas y su aplicacion como microbicidas es muy atractiva. La extraccion y analisis de
compuestos fendlicos y flavonoides a partir de céascara, jugo y semilla de citricos ha sido
reportada recientemente (Damian-Reyna, Gonzalez-Hernandez, & Chavez-Parga, 2016).
Sin embargo, pocos estudios han analizado y comparado simultaneamente la composicion

de fenoles y flavonoides en bagazo, jugo y semilla para contribuir a su uso racional.
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VI.  METODOLOGIA

6.1 Acondicionamiento de materia prima
Buscando que éste proyecto esté orientado hacia la innovacion, se eligen los
citricos, disponibles en el estado de Michoacén, C. limetta y C. reticulata, que no han sido
tan extensamente estudiados. Los frutos se adquirieron en la ciudad de Morelia,
provenientes de los estados de Michoacan y Estado de México, durante las estaciones
invernales de 2013 y 2014. Se midieron las distintas dimensiones de las frutas (Figura 5).

Semillas

Exocarpo
Mesocarpo

Endocarpo
D: |Ds

Eje central

Figura 5. Secciones de un fruto citrico. D;: diametro polo a polo total; D,: diametro
ecuatorial total; D;: diametro polar del endocarpo; D4: diametro ecuatorial del
endocarpo.

Se pesa el fruto completo, se mide su diametro de polo a polo (D;) y ecuatorial (D>).
Se corta la fruta como se muestra en la Figura 5, a fin de medir el tamafio del endocarpo

(D3 y Dy) asi como el del eje central. Para obtener los pesos de cada capa de la fruta, se
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retiran manualmente capa por capa y se pesan en balanza analitica. Se registra también el
namero de gajos y semillas.

Para obtener el jugo, las frutas se partien a la mitad y se exprimen con un
exprimidor de citricos marca Taurus modelo TC725, el disefio del exprimidor permite una
presencia baja de los aceites de la cascara en el jugo resultante. El bagazo y las semillas se
separan a mano.

Se calcula el rendimiento en ml de jugo por gramo de fruta. También se miden los
solidos totales disueltos (TSS) expresados en °Brix, y se determina la acidez del jugo (pH)
y acidez titulable (Bartholomew and Sinclair, 1943), como indicadores del estado de
madurez del fruto. El indice de madurez (IM) se calcula de la siguiente forma:

°Brix

IM=——>% _ (Ec. 2)

acidez titulable

Del material atrapado en la canastilla del extractor, se separan las semillas y se
pesan. Se apartan también las cascaras sobrantes de la obtencién del jugo (bagazo:
exocarpo + mesocarpo).

Los 3 materiales (jugo, semilla y bagazo) se secan en horno a una temperatura de 40
°C durante 48 horas, pesando los materiales cada 24 horas. Terminado éste tiempo, se
muelen en licuadora durante 30 segundos. Se determina la humedad de los materiales
secando una muestra por triplicado en horno a 105 °C hasta peso constante (Wang et al.,
2016). Los resultados se expresan como porcentaje de pérdida de peso de las muestras
durante el secado.

Los materiales se lavan con acetona (Meyer, México) en proporcion 1:1 (gr de
material: ml de acetona) en un matraz. La mezcla se agita durante 30 minutos a 200 rpm, a
temperatura ambiente para después filtrarlo a vacio. Se repite la operacion con hexano (J.T.
Baker, México) en proporcion 1:4 (gr de material: ml de hexano). Una vez realizada la
filtracion, se pasa a un horno a 60 °C durante 3 horas, a fin de evaporar los restos de los

solventes de lavado.

6.2 Obtencion de extractos
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Para la extraccion de los compuestos fendlicos y flavonoides, se utilizan 4 ml de
metanol (J.T. Baker, México) por cada gramo de material, agitando la mezcla durante 30
minutos a 200 rpm (de Rijke et al., 2006) a temperatura ambiente. La mezcla se filtra a

vacio y los extractos obtenidos se guardan en refrigeracion a 4 °C hasta posteriores analisis.

6.3 Analisis de los extractos

6.3.1 Contenido de fenoles totales (TPC)

El contenido de fenoles totales (TPC) de los extractos metandlicos se determina
utilizando el reactivo de Folin-Ciocalteu (Hycel, México), con acido galico (Golden Bell,
México) como estandar, en concentraciones de 0 a 0.1 mg/mL. Al final de la reaccion se
mide la absorbancia a 750 nm (Vinson et al., 2001). Una alicuota de extracto de 0.1 mL se
diluye con 0.4 mL de agua desionizada y la solucion obtenida se mezcla con 2.25 mL de
solucién acuosa de Folin-Ciocalteau al 10% y 2.25 mL de solucion de carbonato de sodio
(Golden Bell, México) (0.20 mg por mL). Después de 2 horas de incubacion, la absorbancia
se mide a 750 nm contra un blanco de metanol (J.T. Baker, México), utilizando un
espectrofotometro (Jenway, mod. 7305). TPC se expresa como mg de equivalentes de acido
galico (GAE) por gramo de peso seco (DW). El ensayo se replica por triplicado y el valor

numerico se reporta como el promedio + desviacion estandar (SD) para las tres réplicas.

6.3.2 Contenidos de flavonoides totales (TFC)

El contenido de flavonoides totales (TFC) se analiza con una modificacion al método
descrito por Abeysinghe et al. (2007). Brevemente, 1.5 mL de metanol se afiaden a 0.1 mL
de extracto diluido. Después, 0.1 mL de solucién acuosa de cloruro de aluminio (Golden
Bell, México) (6.804 g /50 ml de agua destilada) se agrega y la solucién resultante se diluye
con agua desionizada hasta un volumen final de 5 mL. La mezcla se agita, y se deja reposar
durante 30 minutos antes de medir la absorbancia a 510 nm. EI TFC de los extractos se
compara con una curva de calibracion para soluciones de quercitina (Aldrich, USA) de 0 a
0.1 mg /mL, y los resultados se expresan como mg de equivalentes de quercitina (QE) por
gramos de peso seco (DW). EIl ensayo se repite por triplicado y el valor numérico se
reporta como el promedio * desviacion estdndar, SD para las tres réplicas.
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6.3.3 Contenido de hesperidina y acido ascorbico

El analisis cuantitativo de hesperidina y &cido ascorbico se realizan en un HPLC Varian
LC920 equipado con una columna Varian C18 25 cm x 4.6 mm D.I., y un detector de
arreglo de diodos. Las fase mdviles estan formadas por KH,PO, 20 mM, &cido fosforico
acuoso al 0.1% y 1% metanol, para determinar &cido ascérbico; y 33% de metanol y 67%
de agua para determinar hesperidina, monitoreados a longitudes de onda de 215 y 283 nm,
respectivamente. Para confirmar la linealidad y reproducibilidad de la cuantificacién de los
compuestos, las muestras se analizan por triplicado, y las curvas de calibracion se
construyen con los promedios de las &reas de los picos. Los contenidos de hesperidina (HD)
y acido ascorbico (AA) se expresan en mg por gramo de peso seco, DW. El ensayo se
repite por triplicado y el valor numérico se reporta como el promedio + desviacion

estandar, SD para las tres réplicas.

6.4 Evaluacion bactericida

6.4.1 Efecto de la concentracion y madurez.

Se evalla la capacidad bactericida de los extractos obtenidos mediante la prueba de
inhibicion de formacion de unidades formadoras de colonias (UFC) (Andrews, 2001). Los
organismos de prueba que se utilizan son Staphylococcus aureus ATCC 29213 y
Escherichia coli ATCC 25922. Se evallan los extractos, a las concentraciones de 50 y 800
pg/mL, obtenidos de jugo, semilla y bagazo. Se prueban también 2 niveles de indice de
madurez en cada fruta. El conteo de UFC se realiza después de 48 horas de incubacién a 37
°C. El porcentaje de reduccion (inhibicion) se selecciona como respuesta en un disefio de

experimentos 2°.

6.4.2 Determinacion de MIC y MBC

La determinacién de la MIC y MBC se ejecuta por el método de dilucion en caldo
(Andrews, 2001), en concentraciones de 2 a 40 mg por mL. 5 pL de suspension bacteriana
a 0.5 Mc Farland (1.5x10® UFC /mL) se colocan en medio apropiado (caldo cetrimida para
P. aeruginosa, caldo Muller-Hinton para las otras bacterias) en una microplaca esteril
96x300 pL vy el volumen se completa con el extracto diluido en el caldo de cultivo a la

concentracion de prueba. Se dejan pozos de control con caldo de cultivo, dilucién del
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extracto y suspension bacteriana. La microplaca se incuba por 24 horas a 37 °C. La MIC es
la concentracion mas baja a la cual no se observa viabilidad en el pozo después de la
incubacion (Klan¢nik et al., 2010). Para determinar la MBC, 20 pL de los pozos donde no
se observa crecimiento se transfieren a una caja de petri con agar solido (agar pseudomona
para P. aeruginosa, agar Muller-Hinton para las otras bacterias) y se incuba a 37 °C durante
24 horas. La MBC es la concentracion mas baja a la que no se observa crecimiento de UFC
después de la incubacion. El control positivo son los pozos con la suspension bacteriana en
caldo. EI control negativo son los pozos con el caldo de cultivo y la solucién de extracto.
Todas las determinaciones de MIC y MBC se hacen por triplicado.

6.4.3 Organismos de Prueba

Se utilizan como microorganismos de prueba Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, obtenidos de la coleccion interna del Laboratorio de
Bioquimica del Instituto Tecnoldgico de Morelia, Michoacan; y Escherichia coli ATCC
15597, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Pseudomonas aeruginosa ATCC 10145,
Salmonella enterica ATCC 14028 and Staphylococcus aureus ATCC 6538 obtenidos de la
coleccion interna del Laboratorio de Tecnologias Emergentes del Centro de Investigacion
en Alimentacion y Desarrollo de Hermosillo, Sonora.

6.5 Analisis estadistico

Tres replicas y al menos tres experimentos independientes son realizados. Los datos se
presentan como el promedio + desviacion estdndar (SD). Los anélisis estadisticos son
realizados utilizando STATGRAPHICS Centurion version XVI.I (Statpoint Technologies,
Inc., Warrenton, VA). Las diferencias entre los grupos son detectadas mediante ANOVA y
prueba de comparaciéon multiple de Duncan. Se consideran los valores P menores a 0.05
cdémo estadisticamente significativos. El efecto de la concentracion, en pg/mL, e indice de

madurez sobre el porcentaje de inhibicidn se ajust6 al modelo:

%Inhibicion = ag + a;*IM + a,*Concentracion + az;*IM*Concentracion (Ec. 33)
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Los coeficientes de correlacion entre el efecto bactericida y la concentracion e IM se

calculan con los coeficientes de correlacién de Pearson.

Doctorado en Ciencias En Ingenieria Quimica 52



IX. RESULTADOS Y DISCUSION

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Fruta utilizada

Se eligieron dos niveles de madurez para cada fruta, utilizando el maximo y el minimo
de un total de 10 lotes muestreados para cada fruta durante las dos temporadas de
produccion. C. limetta tuvo un rango mas amplio de IM, lo que se refleja también en la
diferencia de sus dimensiones en ambos niveles de madurez (Tabla 8). Se puede observar
que la cantidad de jugo se incrementa a medida que la fruta va madurando, asi como el

crecimiento de las semillas.

Tabla 8. Frutas utilizadas en éste estudio.

IM Diametro Altura Peso (g) Bagazo (%) Jugo (%) Semilla
(cm) (cm) (%)

C. limetta 17.7 5.83+0.31° 5.73+0.32° 92.33#9.06° 52.79+5.40*° 39.51+6.15*° 1.93+0.37°
9.9 5.03+0.46° 4.97+0.35° 64.79+10.81° 60.48+11.32° 35.0240.24* 1.18+0.64°

C.reticulata 9.5 6.23+0.21° 5.13+0.21° 109.54+17.22* 26.74+15.92® 52.57+0.24° 2.83+0.75°
6.3 6.07£0.40° 5.00+0.36° 107.32+7.81° 28.69+19.13*° 49.530.24*° 2.06+0.49°

Cada valor es el promedio de 3 réplicas + desviacién estandar. Los diferentes superindices entre filas indican
diferencias significativas entre muestras (p < 0.05).

7.2 Efecto de la madurez en TPC, TFC, hesperidina y acido ascorbico

Se encontrd un contenido importante de fenoles y flavonoides en toda la fruta, para
ambos citricos (Tabla 9), lo cual se esperaba, por ser una caracteristica tipica de los citricos.
Su contenido es similar al encontrado en otras especies de citricos. Se observd una
presencia mayor en C. reticulata que en C. limetta, tanto en fenoles totales como en
flavonoides totales. Las semillas de ambas frutas fueron los menos ricas tanto en fenoles
como en flavonoides totales. Se observa una diferencia en el contenido de fenoles y
flavonoides dependiendo del estado de madurez, la més evidente es en las semillas de

ambas especies, donde la concentracion practicamente se duplica al madurar la fruta.

Tabla 9. Contenidos de TPC, TFC, hesperidina y acido ascorbico.

M TPC TFC HD AA
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(mg GAE /g DW) (mg QE /gDW  (mg/g DW) (mg/g DW)

C. limetta
Bagazo  17.7 23.09+2.57° 1.69+0.02°%" 0.62+0.07° 3.22+0.28°
9.9 20.38+0.97%° 1.58+0.01° 0.40+0.02° 3.13+0.41°
Jugo 17.7 786+73.58 mg/L®  63.24+3.66 mg/L® 27.3+6.73 mg/L"‘112+12 mg/L*"

9.9 7252914 mg/L°  45.91+1.00mg/L° 8.6+1.64 mg/L* 222+16 mg/L®

Semilla ~ 17.7 5.63x0.19%" 0.34+0.02%" 0.04+0.01° 1.01£0.01°
9.9 2.59+0.95° 0.23+0.01° 0.02+0.00° 0.96+0.07°
C. reticulata
Bagazo 9.5 39.97+1.259 1.93+0.01° 0.98+0.04' 3.4620.20°
6.3 34.95+0.11" 1.89+0.01" 0.97+0.01' 3.83+0.37°
Jugo 9.5 1,470£96.50 mg/L® 145.24+0.53 mg/L*" 21.7+3.16 mg/L" 153+14 mg/L"

6.3 1,513+37.06 mg/L® 81.72+5.18 mg/L® 17.7+1.94 mg/L° 168+17 mg/L®
Semilla 9.5 7.46+0.95 0.54+0.04°° 0.09+0.03*  1.06+0.08

6.3 6.85+0.95° 0.50+0.02°° 0.08 +£0.01° 1.04 £ 0.06°

Cada valor es el promedio de 3 réplicas + desviacion estandar. Los diferentes superindices entre filas indican
diferencias significativas entre muestras (p < 0.05).

Los TPC mas altos se encontraron en bagazo, seguido de jugo y finalmente las
semillas independientemente del estado de madurez para ambas frutas (Figura 6). Los
cambios de TPC en bagazo, jugo y semilla mostraron una tendencia similar en los niveles
de maduracion probados. El bagazo mostrd niveles elevados de TPC para ambas frutas. Se
registré un aumento de alrededor del 13.3% y 14.4% de TPC en el bagazo durante la
maduracion (20.38 £ 0.97 a 23.09 + 2.57 y 34.95 + 0.11 a 39.97 + 1.25 mg GAE/ g DW)
para C. limetta y C. reticulata, respectivamente. EI TPC en jugo se incrementd 16.62% y
0.90% durante la maduracion (10.98 + 0.14 a 12.80 + 1.20 y 17.15 + 0.42 2 17.30 £ 1.14
mg GAE/ g DW). EI TPC en semilla se increment6 de 2.59 £ 0.95a5.63+ 0.19y de 6.85
0.95 a 7.46 £ 0.95 mg GAE/ g DW. No se encontrd una diferencia significativa entre la
semilla de diferente madurez a p>0.05. Estas variaciones podrian deberse a la diferencias

entre cultivos, origen, condiciones de crecimiento y proceso de extraccion. Los compuestos
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fendlicos son los metabolitos secundarios que han sido correlacionados estrechamente con
la actividad antioxidante en varias frutas, vegetales y granos (Abeysinghe et al., 2007). La
presencia de altos TPC en el bagazo y jugo de C. limetta and C. reticulata confirman su
valor nutricional y la presencia de compuestos fendlicos en sus semillas las convierte en

una fuente atractiva para aplicaciones posteriores.
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Figura 6. TPC en C. limetta y C. reticulata.

Los TFC mas altos se encontraron en bagazo, seguido de jugo y finalmente las
semillas independientemente del estado de madurez para ambas frutas (Figura 7). Los
cambios de TFC en bagazo, jugo y semilla mostraron una tendencia similar durante la
maduracién. El bagazo mostr6 niveles elevados de TFC para ambas frutas. Se registré un
aumento de alrededor del 7.11% y 2.23% de TFC en el bagazo durante la maduracion
(1579.03 + 12.85 2 1691.33 + 22.83 y 1892.63 + 6.89 a 1934.89 + 7.58 ug QE/ g DW) para
C. limetta y C. reticulata, respectivamente. EI TFC en jugo se incrementd 48.33% y
84.62% durante la maduracion (694.70 + 15.19 to 1030.44 + 59.58 and 1709.78 * 6.23 to
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1892.63 £+ 6.89 ug QE/ g DW). El TFC en semilla se increment6 de 230.74 + 14.56 a
344.76 + 1559 y 499.65 + 18.61 a 535.15 * 40.96 ug QE/ g DW. No se encontrd una
diferencia significativa entre la semilla de diferente madurez a p>0.05. Estas variaciones
podrian deberse a la diferencias entre cultivos, origen, condiciones de crecimiento y
proceso de extraccién. Los compuestos fendlicos como los flavonoides pueden inhibir
radicales libres y atrapar especies de oxigeno reactivas (ROS) y por lo tanto, proveen un
medio efectivo para prevenir y tratar padecimientos promovidos por los radicales libres
(Ramful et al., 2010). La presencia de altos TFC en C. limetta and C. reticulata las define
como una fuente significativa de antioxidantes con potenciales aplicaciones profilacticas y

en el desarrollo de alimentos funcionales.
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Figura 7. TFC en C. limetta y C. reticulata.

La presencia de hesperidina fue evidentemente diferente entre bagazo, jugo y
semilla y estuvo influenciado por la maduracion (Figura 8). En general, el valor mas alto de

hesperidina fue registrado en bagazo, seguido por jugo y semilla. Sin embargo, la variacién
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fue méas grande en C. limetta durante la maduracion. Grandes cantidades de hesperidina
fueron identificadas no sélo en bagazo, sino también en jugo y semilla, lo que concuerda
con niveles reportados previamente para C. reticulata (Ramful et al., 2010; Sun et al., 2010;
Wang et al., 2016). La concentracién de hesperidina en bagazo de C. limetta y C. reticulata
se incrementd durante la maduracién de 397.37 + 20.01 a 617.21 + 70.73 y de 966.49 +
14.68 a 978.89 + 43.46 pug / g DW, respectivamente. De forma similar, la cantidad de
hesperidina en jugo se incrementd de 129.45 + 24.81 a 444.97 + 109.57 y de 200.69 +
22.01 a 255.54 + 37.21 pg / g DW, respectivamente. La hesperidina se acumulé en las
semillas de C. limetta y C. reticulata durante la maduracion, y sus cantidades se
incrementaron 90.25% y 14.46%, respectivamente.
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Figura 8. Contenido de hesperidina en C. limetta y C. reticulata.

Los contenidos de acido ascdrbico mas altos se encontraron en bagazo, seguido de
jugo y finalmente las semillas independientemente del estado de madurez para ambas frutas
(Figura 9). EI contenido de &cido ascorbico en el bagazo de C. limetta y C. reticulata
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disminuyo levemente durante la maduracion de 3.13 +0.41a3.02 £0.22 yde 3.83 +0.37 a
3.46 + 0.20 mg / g DW para C. limetta y C. reticulata, respectivamente. Durante la
maduracion, el contenido de acido ascérbico en jugo disminuyé de 1.96 + 0.20 a 1.39 +
0.10 y de 3.47 £ 0.31 a 1.30 + 0.08 mg / g DW. EI &cido ascOrbico disminuy6 de las
semillas de C. limetta y C. reticulata con la maduracion, y su cantidad se redujo en un
20.80% y 27.31%, respectivamente. COmo el acido ascérbico es un nutriente esencial para
prevenir escorbuto, cancer, padecimientos cardiovasculares y del sistema nervioso, parecen

ser una fuente benéfica e importante de éste compuesto.
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Figura 9. Contenido de 4acido ascorbico en C. limetta and C. reticulata.

Las concentraciones de metabolitos encontradas en los jugos de C. reticulata
concuerdan con los reportados previamente (Abad-Garcia et al., 2014; Kelebek and Selli,
2014); también las cantidades encontradas en semilla (Moulehi et al., 2012).

7.3 Inhibicion bacteriana
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7.3.1 MIC y MBC

La prueba de susceptibilidad antibacterial de los extractos contra algunas cepas
bacterianas gram-positivas y gram-negativas se muestra en la Tabla 10. La inhibicion de
crecimiento observada vrié de un microorganismo a otro y de un extracto a otro. Las cepas
gram-positivas mostraron valores de MIC y MBC maés altos que las gram-negativas. Los
extractos que mostraron efecto bactericida mayor fueron los obtenidos de bagazo para
ambas frutas, con MIC de hasta 3 mg /mL y MBC de 4 mg /mL, lo que concuerda con los
vlaores reportados de para aceite esencial de C. sinensis (Debbarma et al., 2013), éste
efecto se puede deber al incremento de compuestos fendlicos y flavonoides durante la
maduracion de la fruta. S. aureus fue el microorganismo de prueba que mostré mayor
resistencia a los extractos, con MIC por encima de 31 mg / mL y MBC mayores a 40 mg /
mL para la mayoria de las pruebas. L. monocytogenes tuvo MIC desde 18 mg/mL y MBC
desde 13 mg/mL. E. coli mostr6 MIC desde 13 mg/mL y MBC desde 22 mg/mL. P.
aureginosa registr6 MIC desde 3 mg/mL y MBC desde 4 mg/mL. S. enterica registr6 MIC
desde 9 mg/mL y MBC desde 13 mg/mL. Los extractos de C. reticulata mostraron un
efecto inhibitorio mayor que los de C. limetta, pero aun por debajo del reportado para
extractos de té verde (Klan¢nik, Piskernik, JerSek, & Mozina, 2010). La inhibicion
bacterial mas baja fué en los extractos de semilla para ambas frutas, con valores de MIC
mayores a 36 mg /mL, pero aun por debajo de los obtenidos con extractos de semilla de uva
(Klan¢nik, Piskernik, JerSek, & Mozina, 2010). Auln asi, los extractos mostraron mejores
actividades antibaceriales que los compuestos citricos aislados tales como quercitina, acido
galico (Ozgelik, Kartal, & Orhan, 2011), y naringina (Celiz, Diaz, & Audisio, 2011); siendo
aun mejores que el desempefio mostrado por algunos extractos comerciales de frutas
(Alvarez-Ordofiez, et al., 2013).

Tabla 10. MIC y MBC de los extractos, mg/mL

Gram positiva Gram negativa

Listeria

monocytogene  Staphylococcu  Escherichia Pseudomona Salmonella
S S aureus coli aureginosa entérica

M MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC

MIC MBC

C. limetta
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Bagazo 17.7 18 22 31 40 13 22 3 4
9.9 9 13 31 40 13 22 3 4
Jugo 17.7 40 >40 >40 >40 36 40 31 40
9.9 40 >40 >40 >40 >40 >40 36 40
Semilla 17.7  >40 >40 >40 >40 >40 >40 36 40
9.9 >40 >40 >40 >40 >40 >40 36 40
C. reticulata
Bagazo 9.5 22 31 40 >40 31 40 3 4
6.3 22 31 40 >40 31 40 9 13
Jugo 9.5 27 31 40 >40 31 40 13 22
6.3 31 40 40 >40 36 40 31 40
Semilla 9.5 >40 >40 >40 >40 >40 >40 36 40

>40  >40 >40  >40 >40  >40 >40  >40

13

9
31
36
36
40

18
18
27
31
40
>40

22
13
40
40
40
>40

22
22
31
40
>40
>40

MIC, concentracion minima inhibitoria; MBC, concentracion minima bactericida. Cada valor es el promedio

de 3 réplicas con desviacion estandar <10%.

7.3.2 Influencia de la madurez en la actividad antibacteriana

El efecto bactericida de los extractos de bagazo, jugo y semilla de C. limetta durante su
maduracién fue ensayado en E. coli (Figura 10) y S. aureus (Figura 11), los cuales
inhibieron efectivamente el crecimiento bacteriano dependiendo de la dosis; se observaron

variaciones entre las diferentes partes de la fruta y su madurez.
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Figura 10. Efecto bactericida de C. limetta en E. coli.
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Figura 11. Efecto bactericida de C. limetta en S. aureus.
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El bagazo de C. reticulata presento el efecto mas fuerte con una inhibicién del 99.7%
en E. coli (Figura 12) y 98.6 % en S. aureus (Figura 13), a 800 pg /mL. Es interesante notar
que éste extracto mostrd los mas altos niveles en la mayoria de los compuestos analizados;
sin embargo, es posible asumir que la interaccion de varios compuestos puede estar

inhibiendo el crecimiento de los microorganismos.

100
90
80
70
c 60 C.reticulata Bagazo IM 9.5
é =@-C.reticulata Bagazo IM 6.3
=2 50
= C.reticulata Jugo IM 9.5
S 40 + 1 =fi—C.reticulata Jugo IM 6.3
30 T C.reticulata Semilla IM 9.5
20 =—C.reticulata Semilla IM 6.3
10
0
50 250 450 650 850
C, pg/ml

Figura 12. Efecto bactericida de C. reticulata en E. coli.
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Figura 13. Efecto bactericida de C. reticulata en S. aureus.

El indice de madurez y la concentracion del extracto, asi como su interaccion,

mostraron un efecto significativo en la inhibicién de crecimiento en ambas bacterias.

Las ecuaciones de regresion se muestran en la Tabla 11, junto con sus coeficientes de
correlacion. Los modelos de regresion explican del 75.94 al 98.46% de la variabilidad en el
porcentaje de inhibicion en ambas bacterias de prueba. Como se esperaba, el incremento
del efecto bactericida es directamente proporcional a la madurez de la fruta, en ambas
bacterias, probablemente como resultado del incremento de TPC y TFC. S. aureus fué mas
resistente a los extractos probados, mostrando inhibiciones hasta 20% menores que E. coli

para todos los extractos.
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Tabla 11. Coeficientes de regresion para la inhibicion de crecimiento bacteriano.

Coeficientes C. limetta C. reticulata

Bagazo Jugo Semilla  Bagazo Jugo Semilla
E. coli
ao 2.854 4.191 0.376 13.514 -0.770 4.092
a1 0.155 -0.199  0.00795 -0.277 0.0874 0.203
az 0.0948 0.0103 0.00874 0.139 0.104 0.0200
as 0.000479 0.00404 0.00194 -0.00397 0.00227 0.00262
R 93.39% 96.92% 9154% 95.77% 98.46% 75.94%
S. aureus
ao 1.256 -1.543  -3.146  37.966 16.039 -3.798
ar 0.799 0.139 0.130 -1.826 -0.827 0.0577
az 0.118 0.0308 0.00235 0.0882 0.0939 0.0171
as -0.000955 0.00145 0.00132 0.00148 -0.00208 0.00278
R 96.62% 92.08% 86.54% 88.70% 87.83% 92.28%

VIII. CONCLUSIONES

- Bagazo, jugo y semilla de C. reticulata y C. limetta cultivadas en México contienen
compuestos fendlicos y flavonoides. Su contenido se incrementa a medida que la
maduracion aumenta.

- Los extractos obtenidos muestran efecto microbicida en los microorganismos de
estudio bajo condiciones in vitro. El efecto aumenta al elevarse la maduracion de la fruta.
Los extractos de C. reticulata tienen un mayor efecto bactericida que los obtenidos de C.
limetta, en los microorganismos de prueba. Consecuentemente, la inhibicion esta
relacionada directamente con el contenido de compuestos fendlicos y flavonoides.

- Nuestros descubrimiento sugieren que C. reticulata y C. limetta, especialmente sus
bagazos, son buenas fuentes de compuestos antioxidantes y antibacteriales. Los resultados
de las especies citricas analizadas en éste estudio pueden motivar a utilizarlos méas

ampliamente en las industrias farmacéutica y de alimentos.
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