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RESUMEN

Los desechos que se tienen de la obtencién de jugos
son principalmente cascara y bagazo, sin embargo son una
buena fuente de compuestos fenélicos, mayoritariamente de
flavonoides. El objetivo de este trabajo fue extraer y cuan-
tificar el contenido fendlico de la cascara de lima, asi como
su actividad antioxidante. Esto se determiné evaluando
el mejor sistema de extraccion de compuestos fendlicos y
flavonoides, teniendo como variables: tipo de solvente (me-
tanol, acetona y hexano) y tamano de particula (tamiz 20 (T1)
y 50 (T2)). La determinacién de la actividad antioxidante se
realizé mediante dos métodos ABTS™ y DPPHe, comparando
la efectividad entre ellos. El mejor modelo de extraccion
de los compuestos fendlicos y flavonoides fue utilizando
metanol como solvente y un tamano de particula pequeno
(300 um). El valor mas alto de actividad antioxidante (91,69
%) se obtuvo con el método ABTS™, en los extractos con
metanol y acetona, sin diferencias entre los tamices utiliza-
dos. La cascara de lima tiene 8,79 mg EAG/g ms 'y 14,325 mg
quercetina/g ms. La utilizacion de cascara de lima representa
una alternativa para el aprovechamiento de biocompuestos,
que son considerados como sustitutos de los antioxidantes
sintéticos existentes.
Palabras clave: flavonoides, cascara de lima, actividad anti-
oxidante.

ABSTRACT

The wastes produced in juices manufacturing are
mainly peel and bagasse, however, this by-products are a
good source of phenolic compounds, most of flavonoids. The
aim of this study was to extract and quantify the phenolic
content of lime peel and their antioxidant activity. This is
determined evaluating the best system of extraction of
phenolic compounds, having as variables: type of solvent
(methanol, acetone and hexane) and particle size (sieve 20
(T1) and 50 (T2)). The antioxidant activity determination was
performed by two methods ABTS™* and DPPHe, comparing
the effectiveness. The best model of extraction of flavonoids
and phenolic compounds was using methanol as solvent and
a small particle size (sieve 20). The highest antioxidant activ-
ity (91.69%) was obtained with the ABTS* method, in meth-
anol and acetone extracts, no differences were observed
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between the sieves used. The lime peel contains 8.79 mg
EAG/g DW and 14.325 mg quercetin/g DW. The use of lime
peel represents an alternative to the use of biocomposites,
which are considered as replacements for existing synthetic
antioxidants.

Keywords: flavonoids, lime peel, antioxidant activity.

INTRODUCCION

Una de las ramas de la industria alimenticia que tiene
mayor impacto es el procesamiento de frutos citricos, ya que
son las que tienen una mayor produccién y consumo a nivel
mundial de jugosy néctares (Marin et al., 2007). La mayor par-
te de la industrializaciéon y aprovechamiento de los citricos
implica la extraccion del jugo, que representa mas del 60 %
de la produccién total de éstos (Ramos, 2003). Los desechos
que se tienen de la obtencién de jugos son principalmente
cascara y bagazo, que representan aproximadamente el 50
% de la masa total del fruto original (Marin et al., 2007). A
partir de ellos se pueden obtener harinas, pectina, aceites
esenciales, pigmentos y productos citricos especiales; asi
como también compuestos bioactivos que tienen efectos
benéficos sobre la salud, asi como la fibra y los polifenoles,
en especial los flavonoides (Girard y Mazza, 1998).

Los flavonoides mas representativos en los citricos son
las flavononas en forma glicosada (hesperidina y naringina) y
las flavonas (diosmina y rutina) en su forma polimetoxilada
(sinensetina, nobiletina y tangerina) (Bocco et al., 1998;
Kawaii et al., 2000). La concentracién de estos compuestos es
mas alta en la fruta inmadura de tamano pequeio que en la
madura (Braddock, 1999).

La extraccién de los diferentes flavonoides se realiza a
partir del material fresco o incluso seco, siempre y cuando no
se altere su composicion. Se utilizan inicialmente solventes
no polares o ligeramente polares para separar las clorofilas,
gomas y agliconas de flavonoides altamente metoxilados.
Los flavonoides que poseen un gran numero de grupos
hidroxilos insustituidos o aztcares, son considerados polares,
por lo que son ligeramente solubles en disolventes polares,
como el metanol, etanol, acetona, DMSO o agua. El filtrado
final se concentra y todo el disolvente se remueve (Oyvind y
Kenneth, 2006). Para la extraccién, el disolvente se elige en
funcion del tipo de flavonoide necesario. Flavonoides menos
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polares (isoflavonas, flavanonas, flavonas y flavonoles, meti-
lados) se extraen con cloroformo, diclorometano, éter dietili-
co o acetato de etilo, mientras que los flavonoides glicésidos
y agliconas, mas polares, se extraen con alcoholes o mezclas
de alcohol-agua. Los glicésidos aumentan su solubilidad
en agua y soluciones alcohdlicas acuosas. Por otra parte, el
tamano de particula también es importante a considerar; en
un estudio preliminar sobre la extracciéon de hesperidina y
naringina a partir de cascaras de naranja (Khan et al., 1998) se
determind que el tamano de particula en el material vegetal
generd el mayor rendimiento en la obtencion de flavonoides,
siendo 2 cm? el tamaino 6ptimo.

La identificacion, cuantificacion y extraccién de los fla-
vonoides ha despertado un gran interés, debido a que se ha
reportado que poseen propiedades benéficas para la salud,
tales como actividades anticancerigenas, antiinflamatorias,
antivirales, antialérgicas, proteccion contra enfermedades
del corazén y propiedades antioxidantes (Carrol et al., 1999;
Maeda-Yamamoto et al., 1999; Kang et al., 2006; Huet, 1982;
Benavente-Garcia et al., 1997; Shahidi, 1997 ).

Aunque la cdscara de citricos representa una buena
fuente de estos compuestos, en muchos casos son desper-
diciados, por lo que en esta investigacion se busca evaluar
diferentes tratamientos para la extraccion de los compuestos
fendlicos contenidos en la cascara de lima y determinar su
actividad como antioxidante natural.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de Harina de la Cascara de Lima

Para obtener la cascara, a la lima se le extrajo el jugo
con la ayuda de un extractor y posteriormente se removié la
pulpa. La céscara se secé empleando un secador de tunel a
una temperatura de 40 °C. Una vez deshidratada, se molié
empleando un molino de martillos y se tamizé para separar
por tamano de particula, utilizando los tamices de 20 (T1) y
50 (T2), con lo que se obtuvieron tamanos entre 300 y 850
pm (Rodriguez et al., 2006).

Extraccion de Compuestos Fendlicos Utilizan-

do Tres Solventes Diferentes

Se pesaron 3 g de harina de céscara de lima y se di-
solvieron en 20 mL del solvente: metanol (M), acetona (A) y
hexano (H), respectivamente. Se homogenizé y se sometié a
sonicacion durante 30 min. Pasado este tiempo se centrifugo
a4000 rpm durante 15 min a 4 °C. Posteriormente, se recupe-
ré el sobrenadante y al precipitado se le realizé un segundo
lavado siguiendo el mismo procedimiento anterior (Del Toro-
Sanchezetal., 2011).

Determinacion de Fenoles Totales

Para la determinacion de fenoles totales, se utilizé el
método de Folin Ciocalteu (Prior et al., 2005; Mullen et al.,
2007). Consiste en una mezcla de acido fosfotungstico y fos-
fomolibdico (color amarillo) que en presencia de un exceso
de este reactivo, los fenoles reducen a los acidos anteriores a

6xidos de tungsteno y molibdeno a color azul. Brevemente,
se tomaron 50 pL de extracto de harina y se agregaron 3 mL
de agua destilada, 250 pL de Folin, 750 uL de Na,CO, al 20
% y 950 pL de agua destilada. Se dejoé reposar media hora y
se determiné la absorbancia a 765 nm. Se realizd una curva
de &cido galico y los resultados se expresaron como equiva-
lentes de 4cido galico por gramo de materia seca (mg EAG/g
ms). Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Determinacion de Flavonoides Totales

La cuantificaciéon de flavonoides se realizé mediante
el método descrito por Maksimovic et al. (2005), utilizando
quercetina como patron, reportando como equivalentes de
quercetina por gramo de materia seca (mg quercetina/g ms).
Se tomaron alicuotas de 0,1 mL de extracto y fueron adicio-
nadas a 1,4 mL de agua desionizada y 0,50 mL del reactivo
de flavonoides (133 mg de tricloruro de aluminio, 400 mg
acetato de sodio en 100 mL de solvente constituido por 140
mL metanol, 50 mL agua y 10 mL acido acético). Después de
30 min a temperatura ambiente, se midié la absorbancia a
415 nm. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Determinacion de la Actividad Antioxidante
ABTS: (2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina)-6 sulfonato
de amonio). Se basa en la capacidad para atrapar radicales
presentes en el medio. El radical catiénico de color verde
azulado ABTS™ se genera por la interaccién del ABTS con
persulfato de potasio. El radical ABTS™" es un compuesto esta-
ble y soluble en metanol. Por lo tanto, se evalla la capacidad
antioxidante de la muestra en funcién de la habilidad para
disminuir la concentracion del radical (Re et al., 1999). Se to-
maron 2,97 mL de radical cationico, se midio la absorbancia a
734 nmy se adicionaron 0,03 mL de muestra. Los resultados
se expresaron en % de inhibicién. En donde:

% de inhibicion = (absorbancia inicial — absorbancia
final) / absorbancia inicial) * 100

DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil). Se basa en la habilidad
para atrapar radicales presentes en el medio. La molécula de
DPPHe se caracteriza por ser un radical libre estable, que en
disolucién metandlica presenta un color violeta intenso con
una fuerte absorcién a 515 nm. Cuando la solucion de DPPHe
se mezcla con una sustancia que puede donar un atomo
de hidrégeno (antioxidante), reduce al radical DPPHe con
la pérdida del color violeta, el cual es estequiométrico con
respecto al nUmero de electrones que capture, tornandose
de violeta a un amarillo palido (Molyneux, 2004). Se tomaron
3,9 mL de radical con 0,1 mL de muestra, se dejaron reposar
media hora y se tomaron lecturas a la absorbancia especifi-
cada. Los resultados fueron reportados en % de inhibicion.

Analisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico multifactorial con
tres repeticiones, se aplico un ANOVA y la prueba de LSD
para observar diferencias significativas y elegir los mejores
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tratamientos utilizando el programa Statgraphics centurién
XV version 15.2.06.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

La extraccion de los componentes fendlicos (flavo-
noides) de material vegetal, incluyendo los métodos y el
tipo de solvente de extraccién, generalmente depende del
tipo de compuesto fendlico y del disolvente. Los resultados
de estudios anteriores demuestran que el rendimiento de la
extracciéon de fenoles y el contenido de flavonoides es mayor
dependiendo de la polaridad del disolvente (Turkmen et al.,
2006; Lapornik et al., 2005), es por eso que se utilizaron me-
tanol como disolvente polar, acetona como medianamente
polar y hexano como disolvente no polar.

Fenoles Totales

En la figura 1 se observa que el tipo de solvente in-
fluye en la cantidad de fenoles extraidos, debido a que los
compuestos fendlicos mayoritarios en cascara de citricos son
flavonoides mas polares y estructuras glicosidicas mas solu-
bles en solventes polares y menos solubles en compuestos
organicos no polares, como acetona y hexano (Bocco et al.,
1998, Kawaii et al., 2000).

El resultado méaximo obtenido para el extracto meta-
nélico fue de 8,79 mg EAG/ g ms con el T1, mientras que con
el T2 se obtiene aproximadamente 20 % menos, siendo los
demas extractos no significativos. Estos resultados pueden
deberse a que, entre mas pequeno sea el tamafo de parti-
cula, éste tiene mayor area de transferencia a los solventes y
por consiguiente, mayor rendimiento de extracto. Estudios
en cascara de lima llevados a cabo por Kuljarachanan et
al. (2009) en Tailandia, a través de la extraccién con agua-
acetona (1:1 v/v) durante 15 horas a 30 °C, reportaron un
contenido fendlico de 8,11 mg/ g ms, resultados muy simi-
lares a los nuestros. Escobar et al. (2010) obtuvieron 6,62 g
EAG/ g ms por lo que es 1,3 veces menor a los resultados de
nuestra investigacion. Esta diferencia cuantitativa varia entre
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Figura 1. Contenido de fenoles en cascara de lima utilizan-
do diferentes extracciones. Letras iguales indican que no
hay diferencia estadistica significativa.

Figure 1. Phenolic content in lime peel using different ex-
tractions. Identical letters indicate no statistically significant
differences.
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diferentes 6rganosy en diferentes poblaciones de una misma
planta, explicado por la regulacién de la expresién génicay la
interaccion con factores ambientales (clima, altitud, nutricidon
y practicas agricolas) (Winkel-Shirley, 2002).

Por otra parte, la cantidad de polifenoles obtenidos
en cascaras de otros citricos es muy variable. Gorinstein
et al. (2001) estudiaron las cascaras del limén (1,9 mg/qg),
naranja (1,79 mg/g) y pomelo (1,55 mg/g). Sin embargo,
en otras investigaciones se obtienen contenidos fendlicos
diferentes dependiendo la variedad del fruto. Por ejemplo,
la naranja agria (7,85 mg/g) y la naranja valencia (2,5 mg/g),
varian considerablemente. Lo mismo sucede con el limén
mexicano (5,73 mg/g) y limon real (3,58 mg/qg) (Escobar et al.,
2010). La cantidad obtenida en la céscara de lima es mayor
comparandola con los citricos mencionados anteriormente,
lo que hace mas atractiva la utilizaciéon de este desecho para
la obtencién de biocompuestos.

Flavonoides Totales

El contenido de flavonoides de las muestras analiza-
das se muestran en la figura 2. Para los extractos con hexano
fue nula la cuantificacion. Por otra parte, los extractos me-
tanolicos fueron 68 % mayor que los acetoénicos. En estos
mismos extractos se tiene que el T2 es aproximadamente 40
% menor que el T1, siendo este ultimo el mejor. Por lo que se
comprueba que entre mas pequeio es el tamaino de particu-
la mejor serd la extraccion.

La mayor cantidad de flavonoides cuantificados
en las muestras (extractos metandlicos) fue de 14,32 mg
quercetina/g ms. Esta cantidad es elevada y segun Coll et al.
(1998), los flavonoides estan presentes principalmente en la
cascara y bagazo que, en la pulpa; en general, se considera
que los flavonoides mayoritarios son hesperidina (Aprox. 10
%) y naringina (Aprox. 80 %). En estudios de Escobar et al.
(2010) obtienen 0,17 y 1,32 mg/g respectivamente, en extrac-
tos metandlicos de la cascara de este mismo fruto. Aunque en
nuestro estudio no se cuantificaron de forma independiente
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Figura 2. Contenido de flavonoides en cascara de lima.
Letras iguales indican que no hay diferencia estadistica
significativa.

Figure 2. Flavonoid content in lime peel. Identical letters
indicate no statistically significant differences.
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hesperidina y naringina, el porcentaje de ambos en la cascara
de lima es de aproxidamente 90 % y por lo tanto, se puede
especular que es mayor la cantidad de flavonoides totales en
esta investigacion que los obtenidos por los de Escobar et al.
(2010).

Las condiciones de extraccidon que mostraron la ma-
yor cantidad de flavonoides fueron iguales a las obtenidas en
fenoles totales. Esto tiene relacion pues los flavonoides estan
quimicamente clasificados dentro de los compuestos fenoli-
cos. Marcano y Hasegawa (1991) sefialaron que las agliconas
de los flavonoides altamente hidroxiladas son solubles en
alcohol (etanol, metanol y n-butanol), mientras que las poco
hidroxiladas lo son en solventes como éter etilico, acetato de
etilo y acetona, esto confirma la presencia de compuestos
fendlicos polares en cascara de citricos.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante es un pardmetro que de-
termina qué tanto el compuesto antioxidante evita que su
sustrato se oxide. En la figura 3 se muestran los valores para
los diferentes extractos de la cascara de lima, empleando los
radicales DPPHe y ABTS™. Los valores obtenidos indican hasta
un 91,69 %y 81,5 % de inhibicion para los radicales ABTS™" y
DPPHe, respectivamente. Resultados similares se reportaron
por Muthiah et al. (2012) que ademas fueron superiores a los
obtenidos en cascara de naranja agria y limén, pero menores
que la cascara de pomelo (KunduSen et al., 2010). Sin embar-
go, esta elevada capacidad antioxidante es importante para
la salud porque puede prevenir enfermedades como el can-
cer y otras enfermedades degenerativas, asi como algunas
actividades bioldgicas (antiinflamatoria, antidiabética, etc.).

Los extractos con mayor contenido fendlico resulta-
ron ser los de mayor actividad inhibidora del radical DPPHe,
lo que demuestra que dicha actividad bioldgica se atribuye
a los compuestos fenélicos obtenidos en la fraccién en me-
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Figura 3. Comparacion del porcentaje de inhibicién de ABTS y
DPPH de la céscara de lima utilizando diferentes tratamientos de
extraccion. Letras iguales indican que no hay diferencia estadistica
significativa (letras mayusculas y minusculas son para los trata-
mientos de ABTS y DPPH respectivamente).

Figure 3. Comparison of ABTS and DPPH inhibition percent from
lime peel using different extraction treatments. Identical letters
indicate no statistically significant differences (capital letters and
small letters are for ABTS and DPPH treatments respectively).

tanol; sin embargo, la actividad inhibitoria del radical ABTS™
tuvo un comportamiento similar para los extractos con
metanol y acetona, debido a la interaccion del radical con
los compuestos extraidos. Por otro lado, el ABTS™ es soluble
en solventes acuosos y organicos, lo cual lo hace un método
apto para determinar la capacidad antioxidante hidrofilica
y lipofilica de extractos y fluidos biolégicos (Schlesier et al.,
2002; Prior et al., 2005), por ello se le ha llamado en ocasiones
capacidad antioxidante total. No obstante algunos compues-
tos antioxidantes pueden causar interferencias si poseen un
espectro de absorcién similar al del DPPHe, como es el caso
de los carotenoides (Prior et al., 2005).

Los datos obtenidos muestran valores inferiores de
porcentaje de inhibiciéon en el método DPPHe con respecto al
ABTS™, esto debido a la baja selectividad del ABTS™, que reac-
ciona con cualquier compuesto aromatico hidroxilado, inde-
pendientemente de su potencial antioxidante real (Roginsky
y Lissi, 2005). Por otro lado, la capacidad antioxidante de los
extractos de frutos citricos se debe a la presencia de acidos
fendlicos, flavonoides y otro tipo de compuestos fendlicos,
como se reporta generalmente en la literatura (Bocco et al.,
1998; Kawaii et al., 2000; Escobar et al., 2010; Rodriguez et al.,
2006). Por lo tanto, se debe tener en cuenta que el DPPHe es
mas selectivo que el ABTS™y, a diferencia de este ultimo, no
reacciona con los flavonoides carentes de grupos hidroxilo en
el anillo B, ni con 4cidos aromaticos que contengan un solo
grupo hidroxilo (Roginsky y Lissi, 2005). Es por ello que existe
tanta variacién en las mediciones de capacidad antioxidante.
Se han encontrado diferentes investigaciones donde varian
tanto las cantidades de reactivos y de las muestras, como del
tipo de manejo y medicién de las mismas. Por tanto, resulta
complicada la comparacién de los resultados obtenidos de
estas mediciones con otras investigaciones.

CONCLUSION

La cascara de lima, considerada un desecho, es una
importante fuente de compuestos fenélicos y ademas posee
una alta actividad antioxidante. Empleando metanol como
solvente y un tamafo de particula pequefio (aproximada-
mente 300 um), se obtienen las condiciones 6ptimas de
extraccion de fenoles y flavonoides, asi como de su actividad
antioxidante. Sin embargo, se esperan mas estudios sobre la
composicién, propiedades y obtencidn de compuestos de
la cascara de lima que permitan su amplia utilizacién en la
industria alimentaria y/o farmacéutica.
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