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Los habitos alimenticios de los consumidores estan cambiando debido a una
mejor comprension de los efectos saludables de los alimentos, ya que desde la
antigiiedad se ha registrado el uso de productos naturales de plantas y alimentos
como medicamentos, pues los constituyentes claves se utilizaban en forma de
extractos, polvos, pociones y aceites. Sin embargo, se basaron en la combinacion
de compuestos muy complejos e incrustados en la matriz, en lugar de compuestos
puros e individuales. Hoy en dia, los componentes puros de estos compuestos son
productos identificados predominantemente como metabolitos secundarios de las
plantas y estos compuestos llamados fitoquimicos son los principales compuestos
bioactivos presentes en frutas y verduras y les han atribuido estos efectos benéficos.

Las frutas citricas y los productos derivados tienen ademas de nutrientes, altas
concentraciones de estos compuestos bioactivos que mantienen la salud humana, ya que
el aumento en su consumo se ha asociado con disminucion en la incidencia de diabetes,
enfermedades cardiovasculares, cancer, Alzehimer, ademas de beneficiar la salud 6sea.
Laingesta diaria de naranja minimamente procesada aumenta los niveles de hesperetina
en plasma. Los citricos han recibido en las Gltimas décadas, mucha atencién debido a
sus propiedades antioxidantes por lo que se ha incrementado su consumo. Entre estos
citricos, las naranjas son una buena fuente de compuestos bioactivos, como la vitamina
C, carotenoides y flavanonas, cuyo consumo aumenta los niveles de vitamina C en
plasma y reduce los marcadores de estrés oxidativo en humanos.

Se ha encontrado que los residuos agroindustriales son una buena fuente de
compuestos bioactivos, que se pueden extraer y aislar para una mayor utilizaciéon
en las industrias alimentarias, cosméticas y farmacéuticas. El procesamiento de
frutas y verduras produce altas cantidades de subproductos tales como cascaras,
semillas, pulpa residual, piezas enteras desechadas, entre otros, que son ricos en
compuestos fitoquimicos como compuestos fenolicos, fibra dietética, vitamina C,
tocoferoles y minerales que pueden ser utilizados como fuentes de bajo costo para
la obtencion de ingredientes funcionales, por lo que la recuperacion y reciclaje
de estos subproductos podria ser econémicamente atractivo para las industrias.
En la actualidad, los productores y la industria alimentaria requieren de formas
innovadoras de utilizar estos desechos como subproductos para una mayor
explotacion en la produccion de aditivos o suplementos con alto valor nutricional y
funcional, asi como métodos emergentes para la obtencion y purificacion de estos
fitoquimicos. Este libro aborda varios estudios que se han realizado en México por
diferentes grupos de investigacion, sobre el uso de subproductos agroindustriales de
citricos producidos en el pais, desde una perspectiva de aprovechamiento integral
con el fin de contribuir a la valorizacion de los citricos.

Dr: Juan Francisco Castafion Rodriguez
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Capitulo |

Aprovechamiento de la naranja en Tamaulipas

y tendencias de usos alternativos de sus

subproductos'
®
Dr: Juan Francisco Cataiién Rodriguez”
Dr: fosé Alberto Ramirez de Lein
LN. Maricela Guadalupe Soto-Gomez
Resumen

La naranja (Citrus sinensis. L. Obeck) es uno de los citricos mas populares en México,
siendo Tamaulipas el segundo productor a nivel nacional; la principal variedad es
la Valencia por su contenido de jugo y aztcares. Sin embargo, en los tltimos afnos
los citricultores han tenido que enfrentarse a los nuevos cambios comerciales, para
seguir siendo competitivos dentro del mercado nacional e internacional. Aunado a
ello, el problema de eliminacion de los subproductos de naranja ha estimulado un
interés significativo en desarrollar formas mas responsables de tratarlos, idealmente
con el beneficio de obtener productos de alto valor agregado y con un enfoque
ambiental mas responsable. Es necesaria la valorizacion de la naranja para su
aprovechamiento integral dada su composicion rica en azucares solubles, celulosa,
hemicelulosa, pectinay aceites esenciales, que pueden formar base de varios procesos
industriales, cuyas estrategias para la utilizacion de los residuos generados durante
la extraccion de jugo incluye: extraccion de aceites esenciales, pectina, produccién
de enzimas, bioetanol, metano, acidos organicos, proteina unicelular, antioxidantes
naturales, prebioticos, fibra dietética. Por tanto, el objetivo del presente capitulo es
dar a conocer el procesamiento de la naranja desde la producciéon primaria hasta
el procesamiento industrial, dando énfasis a las alternativas de uso que se le estan
dando a los subproductos generados en las industrias desde una perspectiva de
sistemas alimentarios sostenibles.

Palabras clave: naranja, subproductos, compuestos bioactivos, aprovechamiento
integral.

' Todos los autores se encuentran adscritos a la Universidad Auténoma de Tamaulipas, Unidad Académica de

Trabajo Social y Ciencias para el Desarrollo Humano

2 Autor para correspondencia: jfcastanon@docentes.uat.edu.mx
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Generalidades de la naranja

Las frutas en citricos cultivados tienden a ser redondeadas, ya sea completamente
esféricas. El fruto maduro consta de varios carpelos o gajos faciles de separar que
contienen una pulpa de color entre el anaranjado y el rojo, jugosa y suculenta. Posee
varias semillas y numerosos células jugosas cubiertas por un exocarpo coriaceo o
cascara de color anaranjado cuyo interior es blanco, con numerosas glandulas que
contienen aceites esenciales (SIAP, 2016). Esta fruta citrica esta segmentada en dos
secciones: cascara y pulpa (Figura 1).

Cuticula externa (cascara)

l Albedo

Pared Central

Vesiculas de Jugo

F igura 1. Estructura macroscépica de la naranja (Gitrus sinensis)

La cascara consiste de flavedo y albedo. El flavedo o exocarpo es la parte mas
externa de la fruta, contiene glandulas sebaceas que producen aceites esenciales
y pigmentos. Estd compuesto principalmente de celulosa pero también contiene
otros compuestos, como aceites esenciales, ceras de parafina, y triterpenoides,
acidos grasos, pigmentos (carotenoides, clorofila, flavonoides), compuestos amargos
(D-limoneno) y enzimas. Cuando el fruto estd maduro, las células del flavedo
contienen carotenoides (principalmente xantofilas) dentro de los cromoplastos,
que en una ctapa de desarrollo anterior, contienen clorofila. Esta progresion
controlada hormonalmente en el desarrollo es responsable del cambio de color de
la fruta del verde al anaranjado al madurar. La region interna del flavedo es rica
en cuerpos multicelulares con formas esféricas o piriformes, que estan llenos de
aceites esenciales. El albedo se encuentra al lado del flavedo y es la parte interna
de la cascara que comtinmente se elimina antes de comer y es rica en pectina. El
endocarpio esta separado en secciones que cominmente se llaman segmentos y
en ¢l estan inmersas las semillas que pueden variar de 1 a 10 por fruto. La pulpa
jugosa que rellena los segmentos se conoce como saco de jugo o vesiculas. El jugo de



naranja es uno de los principales productos comercializados en todo el mundo, y el
jugo de fruta, el mas consumido. El aroma del jugo de naranja recién exprimido se
ha atribuido a aldehidos (principalmente acetaldehido, hexanal, octanal y decanal),
ésteres (especialmente butanoato de etilo) y terpenos (como mirceno, a-pineno,
limoneno), ademas de algunos alcoholes y cetonas (Bittar et al., 2015).

Entre las principales variedades cultivadas en México destacan la Valencia,
Navel-Lane-Late y Navelina, siendo la naranja Valencia o Valenciana la principal
ya que es jugosa y dulce y por ello muy orientada a la produccion de jugo, resaltando
la parte externa o cascara, la parte interna compuesta de material fibroso cuyos
saculos contienen el jugo.

Compuestos bioactivos presentes en las naranjas

Del Toroetal., (2015) realizaron unarevision de los principales compuestos bioactivos
presentes en los citricos tanto en la cascara como en el jugo, los cuales de acuerdo
a su importancia biologica son: los carotenos, aceites esenciales y flavonoides, estos
compuestos estan presentes en diversas proporciones dependiendo del citrico, de su
madurez y zona de cultivo. En este trabajo se compila una serie de resultados de
diversos estudios realizados en citricos que van desde la extraccion, caracterizacion
y evaluacion de la actividad antioxidante. Por otro lado, Ledesma-Escobar y de
Castro (2014) muestran el estado de explotacion de residuos provenientes de la
industria citricola mediante discusion de la forma en que se realiza el muestreo y
acondicionamiento de las muestras, mostrando sus deficiencias y dando soluciones
para ello, los disefios experimentales para la optimizacion de los pasos del proceso
analitico y propuestas de nuevos disefios, muestran las ventajas y desventajas de
diferentes métodos para la extraccion de alto y bajo precio de los citricos y la
degradacion potencial que pueden sufrir, enfatizando las deficiencias de los equipos
analiticos convencionales utilizados para la identificacién y cuantificaciéon de los
compuestos objetivo y proponen equipos analiticos de vanguardia y la forma en
que deben procesarse los datos proporcionados, concluyendo que hay una gran
variabilidad en todos los aspectos antes mencionados por lo que abren una puerta
a la explotacion integral de los residuos de citricos y estudios de intervencion a
través de la evolucion del perfil de metabolitos durante el crecimiento, maduracion
y almacenamiento de citricos.

Los principales compuestos presentes en los citricos se muestran en el
Cuadro 2, destacando su contenido en nutrimentos y compuestos bioactivos. Esta
composicion es afectada por variosfactores tales comolas condiciones de crecimiento,
madurez, portainjertos, variedad y el clima. Especificamente la naranja (Citrus
sinensis L. Osbeck) contiene una variedad de fitoquimicos que contribuyen al sabor
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y propiedades generales de la fruta. Estas sustancias, presentes en el jugo, incluyen
azlcares como sacarosa, fructosa y glucosa; acidos organicos (principalmente
acidos citricos, malico e isocitrico); carotenoides tales como xantofilas y carotenos;
vitaminas C, A, B1, B6 y B3; compuestos de sabor y aroma, que incluyen varios
ésteres, alcoholes, cetonas, lactonas e hidrocarburos volatiles, y polifenoles como
flavonoides y acidos hidroxicinamicos (Pérez-Cacho y Rouseff, 2008).

Cuadro 1. Principales compuestos presentes en citricos

Compuestos principales

Ejemplos

Lipidos Acido oleico, linoleico, linolenico, palmitico, estearico, glice-
rol y fitoterol

Azlcares Glucosa, fructosa, sacarosa

Acidos Citrico, malico, tartarico, benzoico, oxalico y succinico

Clarbohidratos insolubles

Celulosa, hemicelulosa, pectina

Enzimas

Pectinesterasa, fosfatasa, peroxidasa

Flavonoides

Hesperidina, naringina

Principios amargos

Limonina, isolimonina

Aceite de la cascara

d-limoneno

Constituyentes volatiles

Alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, hidrocarburos y acidos

Pigmentos Carotenos, xantofilas
Vitaminas Acido ascorbico, vitaminas del complejo B, carotenoides
Minerales Calcio, potasio

Las naranjas y las mandarinas acumulan carotenoides como violaxantina, luteina,
zeaxantina, [3-criptoxantina, a-caroteno y [3-caroteno segun lo reportado por Kato
et al., (2004) y de Moraes et al., (2013); sin embargo, otros carotenos presentes en la
naranja de acuerdo al estudio de Agocs et al., (2007) son: el neocromo, voiolaxantina
+ furanoide, 3-citraurina, luteoxantina, criptocromo, a-criptoxantina y &-caroteno,
cuyas concentraciones varian en la pulpa y la cascara. En la fibra de naranja los
principales grupos de compuestos fendlicos son flavanones (nariturina, hesperidina,
poncirina y naringina), flavones (diosmina y neodiosmina) y acidos hidroxicinamicos
(acido caféico, acido ferdlico y acido cumarico) (Fernandez et al., 2009).

Rapisarda et al., (1999) evaluaron la efectividad antioxidante del jugo fresco
de cinco variedades de naranjas, concluyendo que la eficiencia antioxidante de
los jugos de naranja quiza son atribuidos en una parte significativa al contenido
de fenoles totales, mientras que el 4cido ascérbico parece jugar un rol menor, la
actividad antioxidante se relaciona no solamente con las caracteristicas estructurales



de fitoquimicos contenidos en ellos, sino también a su capacidad de interactuar con
biomembranas y finalmente en los jugos pigmentados, su eficiencia antioxidante
parece ser ampliamente influenciada por su nivel de antocianinas, por tanto,
recomiendan que el consumo de jugo de naranja aporta fenoles antioxidantes que
proveen proteccion adicional de la oxidacion i vivo de biomoléculas celulares.

Los problemas de los subproductos generados podrian ser superados
asignando grandes cantidades de este producto en sectores comerciales diferentes
de la tradicional industria alimentaria tales como los nutracéuticos, para obtener
productos con alto valor agregado. En particular la naranja ha despertado gran
interés debido a su efectos benéficos potenciales sobre la salud humana, tales como
actividad anti-diabética e hipocolesterolemica (Titta et al., 2010).

Taxonomia y variedades

El arbol de naranja o naranjo es un arbol de la familia de las rutaceas; llega a
medir hasta 10 m de altura, con la copa redondeada. Presenta tallos ligeramente
espinosos, hojas coriaceas, elipticas, agudas y con el peciolo provisto de alas
estrechas, ademas de flores de color blanco muy perfumadas, con cinco pétalos y
numerosos estambres, llamadas flores de azahar, que son utilizadas en infusiones
por sus cualidades tranquilizantes.

Para el establecimiento de la plantacion se deben sembrar arboles injertados,
libres de plagas y enfermedades, con una buena unién del patrén y el injerto, de
copa vigorosa, formada por 3 a 4 ramas bien distribuidas y una buena formacion del
sistema radicular. Se pueden sembrar en cualquier época del afio, la mas adecuada es
al inicio de la temporada de lluvias. Para su crecimiento necesita suelos permeables
y poco calizos, con un pH de 5.5-6.0. La temperatura 6ptima para su desarrollo
es de 20-25°C y necesita una precipitaciéon media anual de 1 200 a 2 000 mm, no
toleran las heladas, ya que tanto las flores, los frutos y las hojas pueden desaparecer
totalmente. La especie necesita de una buena cantidad de lluvia, alrededor de mil
doscientos milimetros al afo, requiere un ambiente hiimedo en el suelo, asi como
mucha luz para los procesos de floracion y fructificacion. Las flores y los frutos se
producen sobre todo en la parte exterior de la copa del arbol (SIAP, 2016).

Cosecha

La cosecha del fruto se tiene que realizar con mucho cuidado para evitar que las
naranjas se golpeen o sufran heridas que afecten su calidad y conservacion. Se
recomienda el uso de equipo adecuado. Hay que tener una escalera de tijera, un
saco de cosecha, preferentemente de lona y unas tijeras de podar. La fruta cosechada
no debe dejarse expuesta al sol, hay que colocarla sobre un manto seco para
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evitar que entre en contacto con la humedad del suelo. Para su comercializacion
se recomienda hacer uso de bolsas de tejido abierto que permitan la circulacion
del aire (Campo Tamaulipas, 2017). Durante la época de cosecha esta actividad
genera hasta un millén de jornales al ano, lo que genera una derrama econémica
significativa para Tamaulipas.

Produccién nacional y estatal de naranjas

Brasil, China, Unién Europea, Estados Unidos y México son los principales
productores de naranja a nivel mundial con una participaciéon del 72.10%, resultando
destacable Brasil con 16.70 millones de toneladas; de las cuales, 5.50 millones fueron
destinadas al consumo interno; al procesamiento, 11.10 millones (concentrado a
65°Brix) y 20 mil toneladas, para exportacion en fresco (USDA, 2016).

El seguimiento de los precios para la naranja Valencia se realizé en 21
ciudades mexicanas, siendo la mayor parte de la cosecha que se comercializé en
los principales mercados nacionales provenientes de los estados de Baja California,
Guerrero, Jalisco, Nuevo Leén, Quintana Roo, Sonora, Veracruz, Yucatin y
Tamaulipas. Los precios establecidos por kilogramo de naranja a lo largo de todo
el aflo variaron como se muestra en el Cuadro 1, donde se reportan los precios
mas bajos y mas altos; el precio promedio al productor fue de $3.39/kg y esas
cotizaciones demostraron diferencias en ocasiones hasta de $4 pesos, con respecto a
los precios al consumidor fue vendido en promedio en $12.39/kg.

El precio al productor ($1.49 a $6.19/kg) se refiere al precio medio rural
ponderado reportado en los Avances de Siembras y Cosechas de las Delegaciones
estatales de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion (SAGARPA, 2017), el precio al mayoreo se refiere al precio promedio
frecuente de venta y oscildé durante todo el afio de $3.30 a $14.20/kg, el precio al
consumidor se refiere al precio promedio registrado en los distintos puntos de venta
al menudeo y vari6 a lo largo de todo el afo siendo enero donde se observo el
precio mas bajo ($6.45/kg) y en noviembre el precio mas alto ($20.74); el margen de
comercializacion oscil6 entre $4.21 a $18.30/kg observandose una tendencia que a
medida que iba pasando el afio, este margen iba incrementando.



Cuadro 2. Margenes de comercializacion de naranja Valencia durante

Entidades Productoras de la Reptblica Mexicana

el ano 2017 en

Mes

Entidades
productoras

Precio al
productor
(S/kg)

Precio al
mayoreo (S/

kg)

Precio al
consumidor

(S/kg)

Margen de
comercializa-
cion (S/kg)

Enero

Nuevo Leoén,
Sonora, Tabasco.
Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan

$1.49 - $4.07

$4.00 - $14.16

$6.45 - $13.17

$4.44 - §11.68

Febrero

Baja California,
Jalisco, Nuevo Leén,
Quintana Roo,
Sonora, Tabasco,
Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan

$1.83 - $5.06

$4.46 - 813.58

$7.46 - $12.99

$4.46 - §9.27

Marzo

Baja California,
Guerrero, Jalisco,
Nuevo Leon,
Sonora, Tabasco,
Veracruz y Yucatan

$1.81 -$6.19

$4.80 - $12.27

§7.46 - $12.99

$4.46 - $8.87

Abril

Baja California,
Guerrero, Jalisco,
Nuevo Leoén,
Sonora, Veracruz y
Yucatan

$1.80 - $4.60

$5.00 - $11.20

§7.48 - $13.13

$4.35 - $10.45

Mayo

Baja California

Sur, Guerrero,
Jalisco, Nuevo Leén,
Quintana Roo,
Sonora, Tamaulipas
y Veracruz

$2.29 - $5.99

$5.00 - $11.52

$8.40 - $15.80

$4.55 - $12.01

Junio

Guerrero, Jalisco,
Nuevo Leoén,
Quintana Roo,
Sonora, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan

$2.76 - $3.96

$5.00 - 811.52

$8.22 - 815.83

$5.39 - $12.42

Julio

Baja California,
Guerrero, Jalisco,
Nuevo Leon,
Quintana Roo,
Sonora, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan

$2.03 - $4.04

$5.20 - $11.00

$8.23 - $15.50

$5.16 - $12.22

Agosto

Guerrero, Jalisco,
Sonora, Tamaulipas,
Veracruz y Yucatan

$1.49 - $4.09

$4.80 - $11.00

$8.35-$17.70

$6.35 - $14.27
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Mes Entidades Precio al Precio al Precio al Margen de
productoras productor | mayoreo (S/ | consumidor | comercializa-
(S/kg) kg) (S/kg) cion (S/kg)
Septiembre | Guerrero, Jalisco, $2.02 - $5.38 | $4.17 - $12.50 | $8.36 - $18.53 | $5.25 - §15.42
Quintana Roo,
Sonora, Veracruz y
Yucatan
Octubre | ]Jalisco, Sonora, $2.00 - $3.38 1 $3.30 - $14.20 | $8.19 - $18.51 |$5.68 - $16.00
Tabasco, Veracruz y
Yucatan
Noviembre | Guerrero, Jalisco, $2.35 - $5.65 1$3.90 - $13.62 | $8.16 - $20.74 | $4.21 - $18.30
Sonora, Veracruz y
Yucatan

La citricultura es una actividad de gran importancia econémica y social en México
que actualmente esta consolidado como el quinto productor mundial de naranja,
con un volumen promedio de mas de cuatro millones de toneladas y la superficie
establecida para el cultivo de citricos es de cerca de 550 mil hectareas. La naranja
ocupa el primer lugar de produccion de citricos en el pais con un 63%, le sigue el
lim6n mexicano y el limén persa con un 23% vy el porcentaje restante se distribuye
entre la toronja, mandarina y tangerina (SAGARPA, 2017).

El valor de producciéon de naranja en México se estima en mas de seis mil
millones de pesos, con un consumo anual per capita de 37.1 kilogramos y aporta el
22.5% del volumen de frutas que son producidas en el pais. Referente al estimado
de la producciéon 2016, al mes de septiembre, esta se ubica en tres millones 547 mil
toneladas, lo que significa un crecimiento de 9.1%, en relacién al mismo periodo
del afo previo (SAGARPA, 2017).

Durante el afio 2015 se produjeron mas de cuatro millones de toneladas de
naranja, superior al promedio de los tltimos 10 afios. En lo que se refiere a comercio
exterior, las exportaciones de naranja en ese mismo ano, totalizaron mas de 17.7
millones de doélares, con un volumen superior a las 49 mil toneladas comercializadas
en Estados Unidos, Canada, Reino Unido y Japoén, entre otras naciones. Ademas,
se explora abrir mercados potenciales en Alemania, Rusia, Francia, Arabia
Saudita y Hong Kong (SAGARPA, 2017). En los altimos 10 afnos, la Tasa Media
de Crecimiento Anual de las exportaciones fue del 15.7%, al evolucionar de 4.1
millones de délares a 17.7 obtenidos en 2015.

De acuerdo al reporte emitido en 2017 por el Servicio de Informacién
Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) reporta en el ciclo perenne para el grupo de frutales
476 mil toneladas, siendo la naranja la que encabeza la lista con una produccion de
3 281 mil toneladas. Las principales entidades productoras de naranja con Veracruz,



que aporta el 44% del volumen nacional; Tamaulipas, con un 14%, y San Luis Potosi,
con un 8%, estados que conjuntan el 67% del total cosechado en el pais.

La citricultura en Tamaulipas de acuerdo a la Secretaria de Desarrollo Rural
(2017) es una actividad que genera mas de 600 mil empleos anuales inicamente
por concepto de pisca de naranja, asi lo acreditan mas de 600 mil empleos anuales
unicamente por concepto de pisca de naranja, con mas de 40 mil hectareas
establecidas con cultivos de citricos pertenecientes a los municipios de la Zona
Centro de Tamaulipas. Siendo la citricultura en Tamaulipas el segundo lugar
nacional en la produccién de naranja y el primer lugar nacional en calidad de este
fruto. Sin embargo, entre los grandes retos que se tienen para seguir fortaleciendo
este sector, es la transformacion del producto, para poderle dar valor agregado al
lavar, cepillar y encerar la fruta.
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Figura 2. Produccién (+) y rendimiento () de naranja cosechada en Tamaulipas desde 2000-2015

Los municipios de Hidalgo, Llera, Victoria, Giiémez y Padilla principalmente,
ademas de Casas y Mainero con menor produccién, son los principales productores
de la Zona Centro de Tamaulipas, regiones que lograron ubicar al estado en el
segundo lugar a nivel nacional en la cosecha de citricos, con una producciéon
programada de 932 mil 750 toneladas en una superficie plantada de 47 mil
648 hectareas (Figura 3). La naranja cultivada en Tamaulipas es mas dulce que
cualquiera que se cultiva en el pais. Siendo el municipio de Padilla, el principal
productor en el estado y segundo a nivel nacional.
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Figura 3. Principales municipios de Tamaulipas productores de naranja

En el Cuadro 3, se muestran los avances de siembra y cosecha del cultivo perenne
de la naranja de riego y temporal en el estado de Tamaulipas, durante el afio 2017.
Los meses de mayor disponibilidad de naranja son de noviembre a abril, con un
pico de produccién entre los meses de febrero y abril. La superficie sembrada en
ese ano fue de 37 004 hectareas, la superficie cosechada en enero fue de 559 Ha
y terminando el afo fueron 28 729 Ha. La producciéon y rendimiento mostraron
una tendencia en aumento durante todo el afio ya que de comenzar el ano con una
produccion de 13 190 Ton, finaliz6 con 667 319 Ton, observandose un crecimiento
hasta del 51% el rendimiento promedio fue de 23.5 Ton/Ha y este parametro se
mantuvo casi constante durante todo el afio en un rango de 23.054-24.752 Ton/
Ha, por lo que Tamaulipas logroé posicionarse de nuevo como segundo lugar a nivel
nacional (STAP, 2017).



Cuadro 3. Produccion de naranja en Tamaulipas durante el 2017

Mes Superficie Superficie Producciéon | Rendimiento
sembrada (Ha) | cosechada (Ha) (Ton) (Ton/Ha)
Enero 37.004 559 13 190 23.596
Febrero 37.004 4 566 97 854 21.430
Marzo 37.004 7657 177 019 23.118
Abril 37.004 10 113 245173 24.243
Mayo 37.004 14 706 363 986 24.752
Junio 37.004 21 404 520 168 24.302
Julio 37.004 22 355 541 229 24.211
Agosto 37.004 25031 589 343 23.545
Septiembre 37.004 25 597 598 284 23.374
Octubre 37.004 28 342 653 384 23.054
Noviembre 37.004 28 729 667 319 23.228
Diciembre Datos no
reportados

Fuente: Elaborado por el Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP), con informacioén de las

Delegaciones de la SAGARPA.

Desarrollo de nuevos productos

Se ha evaluado la formulacién de nuevos productos a partir del jugo y del
aprovechamiento de todo el fruto utilizando tecnologias convencionales vy
emergentes, algunos de estos productos son:

Andrade et al., (2016) evaluaron la co-cristalizacién del zumo de naranja
agria, modificando la proporcion de jugo adicionado, pH y sélidos solubles del
zumo, obteniendo co-cristales que constituyen una alternativa prometedora como
fuente importante de compuestos bioactivos como la vitamina C.

Un extracto obtenido a partir de una mezcla de cascara, pulpa y semillas
obtenido por secado por aspersion fue estudiado para evaluar el contenido de
polifenoles, propiedades antioxidantes y la inhibicién de metaloproteinasas
sobreexpresadas en enfermedades metabodlicas. El estudio revel6 que los
flavonoides presentes en el citrico son inestables en ambientes gastricos y el
extracto microencapsulado mostr6é una incompleta disolucion en fluidos biologicos
simulados. Los microsistemas gastrorresistentes preparados conservaron el
contenido de polifenoles, prolongaron la duracién y eficiencia de la actividad
antioxidante del extracto manteniendo sus efectos inhibitorios sobre las
metaloproteinasas (Lauro et al., 2015).
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Parala aplicacion de la fibra de naranja en productos alimenticios, es necesario
evaluar la composicion, propiedades funcionales y la reologia de la fibra tal como lo
demostraron Lundberg et al., (2014), lo que permitira a los fabricantes estar mejor
informados en el disefio y fabricacion de estos productos. Algunas aplicaciones de la
fibra de naranja son en la elaboracion de helados utilizandola como reemplazador
de grasa (de Moraes et al., 2013), en yogurt evaluando sus propiedades viscoelasticas
(Sendra et al., 2010) y propiedades reoldgicas (Garcia et al., 2006).

Restrepo et al., (2011) evaluaron la viabilidad de desarrollar un producto
con caracteristicas funcionales a partir de cortezas de naranja, por incorporacién
de vitaminas D y E, utilizando la ingenieria de matrices a través de la técnica de
impregnacion a vacio. Las cortezas de naranja fueron desamargadas e impregnadas
a vacio con soluciones de sacarosa de 45°Brix, lo que permitié obtener productos
saludables con valor agregado.

Restrepo et al., (2012) evaluaron la viabilidad de desarrollar cortezas de
naranja tipo snack fortificadas con potasio, sodio y vitaminas Bl, B6 y B9 por
medio de la técnica de impregnacion a vacio como mecanismo de incorporacion
de la disolucion; los resultados de la caracterizacion fisicoquimica no presentaron
diferencias estadisticamente significativas por efecto del tratamiento de
impregnacion en los parametros actividad de agua y pH, pero si en los parametros
de porcentaje de humedad, °Brix y contenido de aztcares, con lo cual demostraron
que las cortezas de naranja pueden ser aprovechadas en el desarrollo de productos
con valor agregado usando ingenieria de matrices.

Productos de naranja
Las frutas citricas antes eran comercializadas y consumidas exclusivamente como
frutas frescas, aun en paises donde no se produjeran citricos. Esto fue posible debido
a su extraordinaria estabilidad postcosecha lo que facilita el comercio internacional
y el hecho de que la mayoria de las variedades de citricos pueden permanecer por
un largo tiempo en el arbol después de la maduracion sin deteriorarse. A medida
que la superficie cultivada y el tamano de los cultivos aumentaron constantemente,
la industrializacién de los citricos se convirtié en una necesidad.

Las industrias de pequefia escala para la produccion de confituras, jaleas
y mermeladas, ademas de la extracciéon de aceites esenciales, la industrializacion
a gran escala comenzo6 con el establecimiento de fabricas de jugos a principios
del siglo XX, con el desarrollo del enlatado, extraccién continua de jugos,
pasteurizacion, refrigeraciéon, congelaciéon, procesos de concentracion,
procesamiento y almacenamiento aséptico condujeron a la producciéon de jugos
congelados concentrados como uno de los productos citricos mas populares



durante muchos afios. Por tanto, el consumo cada vez mayor de productos citricos
procesados particularmente el jugo de naranja impuls6 el desarrollo de grandes
plantas de procesamiento de citricos, como un sector importante de la industria
alimentaria, ya que aproximadamente el 25% de la producciéon mundial total de
citricos se procesa industrialmente.

La industria de procesamiento de citricos se ha enfocado durante muchos
anos en la produccién de jugos y aceites esenciales; se ha estimado que el 33% de
los citricos cosechados en el mundo se utiliza en la produccion de jugos (Lohrasbi
et al., 2010). El proceso de elaboracion de jugo de naranja a partir de fruta fresca,
consiste basicamente en seleccionar, lavar y exprimir las naranjas para extraer el
jugo. Seguidamente se filtra para separar las semillas y sélidos en suspension y por
ultimo se pasteuriza y llena en envases de vidrio, plastico, hojalata o carton, segiin
el nivel tecnoldgico que se tenga.

Los productos citricos procesados y particularmente de jugo de naranja
concentrado congelado impulsé el desarrollo de grandes plantas de procesamiento
de citricos, como un sector importante de la industria alimentaria. Al mismo tiempo,
los refrescos a base de citricos como las limonadas y las naranjas se convirtieron en el
tipo principal de bebidas con sabor a frutas embotelladas. Durante muchos afios, la
fabricacion de segmentos de citricos enlatados adquirié una importancia considerable
en China (naranjas Satsuma) e Israel (pomelo). En la actualidad, aproximadamente
el 25% de la produccién mundial total de citricos se procesa industrialmente.

Subproductos de la naranja

El problema al que se enfrentan los residuos agroindustriales es que no existe
una clara conciencia ambiental para su manejo, ademas de que falta capacidad
tecnolbgica y recursos econdomicos para darles un destino final, asi como una
legislacion especifica para promover la gestion de este tipo de residuos, que asegure
un buen manejo desde su generacion hasta su disposicion final. Atn en nuestros
dias, esta problematica prevalece a nivel mundial.

El cultivo de citricos es uno de los mas abundantes en el mundo y su fase
industrial, en su cadena productiva, comprende productos como jugos, concentrados,
néctares, purés, pastas, pulpas, jaleas y mermeladas. Los subproductos en la industria
de jugos, constituidos por cascaras (flavedo y albedo), semillas, membranas y
vesiculas de jugo, representan aproximadamente el 50% del peso de la fruta entera
original. La cascara de naranja constituye entre 60-65%, tejidos internos 30-35% vy
semillas 0-10% (Rojas et al., 2008).

Los residuos de cascaras de naranja derivados de la obtencion de jugo son
frecuentemente vertidos en un terreno adyacente a los sitios de produccion o
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directamente en un vertedero. En algunas areas, esto resulta en grandes extensiones
de tierra que contienen cantidades considerables de desechos putrefactos que
presentan un riesgo significativo para los cursos de agua locales y conducen a la
produccién incontrolada de gases de efecto invernadero (Siles et al., 2010).

Por consiguiente, la eliminaciéon de las cascaras frescas de naranja se
esta convirtiendo en un problema importante para muchas fabricas, ya que
este desperdicio ademds de causar contaminacién se esta desperdiciando un
material valioso para procesos posteriores de biorefineria. Bajo esa vision de un
aprovechamiento integral Siles et al., (2016) evaluaron la viabilidad de la combustién
de los residuos de céascaras de naranja a través de un analisis de la composicion
de gases emitidos y temperatura de llama para estudiar las condiciones mas
adecuadas para la biometanizacion de estos residuos bajo diferentes condiciones de
temperatura y después de remover los aceites esenciales, ademas de determinar la
relacion de mezclado mas adecuada para el co-compostaje de estos residuos con la
fraccion organica de desechos solidos municipales utilizando digestion anaerobia.

Cascara

La corteza de naranja constituye aproximadamente del 40-50% del fruto,
subproducto que podria aprovecharse para el desarrollo de alimentos con valor
agregado, dada su composicion quimica, como se muestra en el Guadro 4, rica en
celulosa, hemicelulosa y lignina, ademas de pectina cuyas concentraciones varian
entre 12.1-42.5 dependiendo de la parte del fruto.

Cuadro 4. Composicion de subproductos de naranja (% en peso seco)

Subpro- | Cenizas | Azucar | Grasa | Pro- | Pectina | Lignina | Celulosa | Hemi- | Referencias
ducto teina celulosa

Cascara 2.6 9.6 4.0 9.1 23.0 7.5 37.1 11.0 Marin et al.,
de naranja (2007).
Pulpade 2.6 6.0 1.5 6.6 |[12.1 7.5 24.5 7.6 Mamma et
naranja al., (2008)
Cascara 3.5 16.9 1.95 16.5 42.5 0.84 9.21 10.50 Rivas et al.,
de naranja (2008).
Fibrade |4.52 9.25 [4.43 ]8.97 |NR NR NR NR Fernandez et
naranja al., (2009).
Cascara 3.03 8.7 1.81 |[8.50 |NR NR NR NR De Moraes
de naranja etal, (2013).
Fibrade [2.65 7.36 1.05 |8.15 [42.25 |NR 15.95 10.06 | Lundberg et
naranja al., (2014).

NR. No reportado



Sin embargo, hasta ahora las aplicaciones directas de la utilizacion de la cascara
de naranja incluyen su uso como alimento para ganado y fertilizante organico
obtenido mediante compostaje; estas son las aplicaciones mas simples para su
implementacion, ya que se requiere poca infraestructura o inversién, mientras
que no se aprovechan los compuestos de alto valor presentes en este residuo y no
aumentan el valor material de este residuo (Siles et al., 2010).

Entre los compuestos de alto valor en términos de potencial econémico que
pueden ser extraidos de la cascara de naranja se encuentran los aceites esenciales
y pectina. La cascara de naranja contiene mas de 5 kg de aceite por 1000 kg de
naranjas y aproximadamente el 90% de este es D-limoneno. Los aceites esenciales son
empleados en la industria alimentaria como saborizantes ademas de otras aplicaciones
en la industria quimica, cosméticos y productos domésticos (Siles et al., 2010).

Fibra

La fibra dietética de frutos citricos es una fuente alternativa a los cereales de alta
calidad debido a su relacion de fibra dietética soluble y compuestos bioactivos
asociados (flavonoides, polifenoles, carotenoides y vitamina C) con propiedades
antioxidantes, las cuales proveen quiza efectos adicionales como promotores de la
salud (Marin etal., 2007). Las propiedades funcionales de la fibra dietética incluyen el
volumen aparente, hidratacion, propiedades hidrocoloidales y reologicas, las cuales
contribuyen a la aplicacién en el diseiio y formulacién durante la manufactura de
los productos alimentarios (Goémez-Ordonies et al., 2010). De Moraes et al., (2013)
caracterizaron la fibra de naranja y su aplicaciéon como reemplazador de grasa en
helados, encontrando que las fibras mostraron una alta capacidad de retencion de
agua y aceite, asimismo un alto contenido de compuestos fenolicos y carotenoides,
lo que condujo a la reduccion de un 70% de grasa en el helado sin causar cambios
significativos en los atributos de estos productos tales como el color, olor y textura.
Grigelmo y Martin (1999) realizaron la caracterizacion de la fibra dietética
proveniente después de la extraccion del jugo de 3 variedades de naranja (Valencia,
Nabel y Salustiana), concluyendo de acuerdo a sus resultados varias aplicaciones
potenciales tales como: agente de opacidad en bebidas, espesante y agente gelificante,
asi como aglutinante, texturizador y como ingrediente a granel bajo en calorias.
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Cuadro 5. Composicion de fibra dietética de la naranja

Fibra insoluble | Fibra soluble | Fibra dietética total Referencias
225£03 11.3+0.3 36.9+0.3 Grigelmo y Martin (1999)
54.0 £ 0.23 10.28 £ 0.30 64.3 + 0.30 Figuerola et al., (2005)
48.2 £ 1.6 156+ 1.5 63.7 £ 0.06 De Moraes et al., (2013)
49.53 £ 0.83 13.62 £ 0.12 63.24 + 1.43 Wang et al., (2015)

En el estudio de Fernandez et al., (2009) se evalu6 la estabilidad de un polvo alto
en fibra dietética a partir de naranja demostrando que este producto es estable
basado en sus propiedades quimicas, microbioldgicas y fisicoquimicas con altas
cantidades de fibra dietética y polifenoles. Este es un polvo muy higroscopico que
puede ser protegido por material de empaque hasta por 6 meses, después de este
tiempo, algunas propiedades funcionales muestran cambios que reducen la calidad
del producto, siendo el mejor empaque al vacio y en condiciones de oscuridad
durante su almacenamiento.

Aplicaciones biotecnolégicas

Subproductos y residuos provenientes de diferentes agroindustrias, conteniendo
cantidades importantes de celulosa, hemicelulosa, lignina y pectina, son sustratos
atractivos parala produccion de enzimas de aplicacion industrial, principalmente de
aquellas que son inducibles, entre las que destacan: las celulasas, las hemicelulasas,
las xilanasas y las pectinasas, las cuales marcaron una época en la historia de la
biotecnologia (Saval, 2012).

El principal problema ambiental asociado con la cascara de naranja es su
alto contenido de carbohidratos fermentables que aceleran su degradaciéon cuando
no es cuidadosamente manejada (Lin et al., 2014). Por tanto, a través de procesos
fermentativos, la conversién de lignocelulosa (celulosa, hemicelulosa y lignina)
presente en los subproductos de naranja, constituye componentes organicos mas
grandes después de la extraccion de productos de mayor valor. En el Cuadro 6 se
muestran trabajos de investigaciéon donde se han utilizado los subproductos de la
naranja como sustratos para la obtencion de productos de alto valor con el fin de

maximizar el valor de estos subproductos.



Cuadro 6. Aprovechamiento de subproductos de naranja para el desarrollo de productos

mediante vias fermentativas

Sustrato Productos Cepa Nivel Referencias
Pellets de pulpa de | Pectinasa Tubercularia vulgaris | Laboratorio | Fonseca y Said
naranja (1994).
Céscara de naranja | Pectina liasa y Penicillium viridica- | Laboratorio | Silva et al.,

poligalacturonasa | tum RFC3 (2002).
Cascara de naranja | Pectinasa Aspergillus niger Laboratorio |Dhillon et al.,
(2004).
Cascara de naran- | Dextrano y Leuconostoc mesen- | Laboratorio | Rodriguez y Han-
ja, cascara de pifia | fructosa leroides sen (2007).
y cachaza de cana
papelera
Residuos de Bioplaguicida Trichoderma har- Piloto Lépez et al.,
citricos y lodos Zianum (2010).
resultantes de la
. L, 1-78
industrializacién
de citricos
Céscara de naranja | Pectinasas Bacillus spp. Laboratorio | Arellano et al.,
(2015).
Mesocarpo de Endopoligalactu- | Kluyveromyces Laboratorio |Serrat et al.,
naranja ronasa marsianus CCEBI (2016).
2011

A partir de la cascara de naranja, pina y cachaza de cana papelera utilizadas como
sustratos por la cepa Leuconostoc mesenteroides se produjo dextrano y fructosa por via
fermentativa a nivel laboratorio, concluyendo que la dextrosa obtenida es grado
técnico y puede ser utilizada como espesante en la industria de alimentos o como
floculante para el tratamiento de aguas residuales (Rodriguez y Hansen, 2007).

La céascara de naranja ha demostrado ser una buena fuente parala produccion
de bioetanol de segunda generacion, para ello primero se somete a un pretratamiento,
un proceso de hidrolisis acida o enzimatica y la subsecuente fermentacién por
levaduras, principalmente Saccharomyces cerevisiae (Wilkins et al., 2007).

Lopez et al., (2010) obtuvieron a nivel piloto, un bioplaguicida utilizado para
el control de Fusarium oxysporum en plantaciones de melén utilizando residuos de
citricos y lodos resultantes de la industrializacion de citricos, con la cepa Trichoderma
harzianum 1-78. La cascara de naranja también es utilizada para la produccion de
pectinasas que son un grupo heterogéneo de enzimas relacionadas (pectinesterasas,
enzimas despolimerizantes y protopectinasa). Estas enzimas son utilizadas en la
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extraccion de jugos de frutas y su clarificacion, limpieza del algodon, desgomado
de fibras vegetales, tratamiento de aguas residuales, extraccion de aceites vegetales,
té y fermentaciones de café, blanqueo de papel, alimentacion de aves de corral, en
bebidas alcohodlicas (Jayani et al., 2005).

Tendencias para el aprovechamiento integral de la na-
ranja

Enlos tltimos anos se ha podido observar una tendencia ala baja en la produccion de
algunos bienes primarios y los procesos para anadir valor agregado a estos productos
son escasos. Lo anterior muestra la necesidad de impulsar apoyos estratégicos para
potencializar el aprovechamiento 6ptimo de las ventajas competitivas del rubro.

Para mejorar la citricultura nacional se requiere hacerla mas empresarial,
aumentando el rendimiento por unidad de superficie y disminuyendo los costos
por tonelada de fruta producida; esto permitira competir mas ventajosamente en
el mercado internacional, principalmente con Brasil y Florida. Ademas, un mancjo
mas eficiente alarga la vida productiva de las huertas, al mantener los arboles sanos
y vigorosos por mas tiempo. Asimismo incrementar el consumo interno de los
citricos a nivel regional, estatal, nacional, ya sea como fruta fresca o como fruta
procesada en todas sus variantes (INIFAP, 1995).

Algunas estrategias establecidas por SAGARPA, 2017) para maximizar el
desarrollo productivo nacional son: implementar un programa de mejoramiento de
infraestructura y equipamiento agricola basico y especializado, producir y propagar
material vegetativo certificado, implementar una estrategia de comercializacion
nacional asi como una campana para incentivar el consumo, implementar una
campainanacional de proteccion fitosanitaria y manejo integral de cultivo y consolidar
esquemas de capitalizacion al productor para impulsar su acceso al financiamiento.

A nivel internacional, el consumo de citricos procesados en los paises
industrializados esta cediendo y los consumidores estan prefiriendo productos en
fresco, debido alas tendencias por comer sano y sin aziicar anadida. Parametros como
la calidad, apariencia, sabor y frescura son los que determinan su éxito comercial;
mientras que en los paises en vias de desarrollo que mejoran su ingreso per capita,
existe una tendencia a comprar mas productos procesados (Gao et al., 2011).

Uno de los principales retos en el desarrollo de productos alimentarios es
el aprovechamiento integral de todos los productos y subproductos que se puedan
obtener de las diferentes materias primas agroalimentarias bajo la perspectiva de
Sistema Alimentario Sostenible, por lo que en el caso de la naranja, se generan
cascaras y remanentes residuales asociados de membranas resultantes de la extraccion
de jugo que representan un problema significativo de eliminacion, especialmente en



aquellas regiones donde el cultivo de naranja es muy importante como en el caso de
Tamaulipas donde estos subproductos representan recursos potencialmente valiosos
que pueden aprovecharse de manera integral para el desarrollo de productos de
alto valor. Entre los usos que habitualmente se le dan a estos subproductos son:
su utilizaciéon como sustrato para producir alimentos para animales, fertilizantes,
etanol, metano, enzimas industriales y proteinas de células individuales, ademas de
la obtencién de compuestos bioactivos, aceites esenciales y pectina.

Bajo un esquema de utilizacion integral de los productos y subproductos de
la naranja, se tom6 como referencia la propuesta realizada por Siles et al., (2010)
desde una perspectiva de aprovechamiento integral, en la cual se propone realizar
los diferentes procesos que se muestran en la Figura 4.
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Figura 4. Representacion esquematica del aprovechamiento integral de la naranja (Adaptada de Siles et al., 2010)

Mediante el esquema propuesto para el aprovechamiento integral del jugo y los
subproductos de la naranja, se obtienen principalmente aceites esenciales de la
cascara cuyos componentes principales son limoneno, hesperidina, naringerina
antes de la extraccion del jugo y posterior a la extraccion del jugo el material sobrante
se deshidrata para la obtencién de pectinas y ambos productos son de alto valor
agregado. Sin embargo, en las jugueras comerciales o lugares donde se produce jugo
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parasu venta en fresco tales como puestos, cafeterias, restaurantes, estos residuos son
desechados directamente a la basura. En algunos casos pasan recolectores que se los
llevan para la alimentacion del ganado y/ o su uso como compostas, porlo que siguen
constituyendo al menos en la zona centro de Tamaulipas, un importante residuo.
En este esquema se muestran alternativas del uso de la biomasa que queda después
de la extraccion del jugo, la cual esta compuesta, ademas de pectina, de material
lignocelulésico, que es una excelente fuente de aztcares como hexosas y pentosas
que son sustratos que pueden ser utilizados para el crecimiento de microorganismos
capaces de generar otros productos de alto valor a través de procesos fermentativos
como bioetanol, metano, enzimas de interés industrial, proteina unicelular, entre
otros. Y el material residual que es la lignina, podria ser utilizada como fuente de
polifenoles que son compuestos bioactivos con importantes propiedades biologicas,
lacasas o como fuente de energia.

A pesar de que la citricultura en México cuenta con una produccion
competitiva a nivel internacional, especificamente en Tamaulipas es importante
considerar la producciéon de naranja desde una perspectiva de sistema alimentario
sostenible, lo que representa incrementar el rendimiento por unidad de superficie,
disminuir los costos por tonelada de fruta producida, realizar un manejo postcosecha
adecuado con el fin de reducir pérdidas y establecer parametros altos de calidad
para poder mejorar las perspectivas de mercado y acceder a ellos y por supuesto
Incentivar a un mayor consumo de este citrico a nivel regional, estatal, nacional
ya sea fresco o procesado aprovechando los avances que hay con respecto a su
aprovechamiento integral que contribuird no solo al desarrollo econémico de los
agricultores, sino también, al valor nutritivo que esta fruta aporta gracias a todos
los nutrimentos y compuestos bioactivos presentes en ella.
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Capitulo 1

Aprovechamiento de los residuos de la
industrializacion de limoén persa para la

extraccion de flavonoides bioactivos

Dra. Anaberta Cardador Marti*
Dr: jfosé Daniel Padilla de la Rosa®

Resumen

El limén persa (Citrus latifolia) es un fruto que carece de semillas, su cultivo se ha
incrementado en las dltimas décadas, crece en areas tropicales y subtropicales.
El principal uso industrial del limén y otros citricos es la obtencién de jugo y
aceites esenciales. Los subproductos de las industrias procesadoras de jugo de
citricos son aproximadamente el 50% del fruto con un contenido de humedad de
aproximadamente 80%. Los usos dados a los residuos de citricos por la industria
incluyen la utilizacién de la cascara para elaborar aceites esenciales, pectina y bases
para bebidas mientras que la pulpa es usada para preparar mermelada; el bagazo
y la semilla son usados para preparar aceites y alimento para ganado. Los aceites
esenciales y extractos obtenidos a partir de cascara y semillas de citricos contienen
compuestos activos cuyas propiedades incluyen actividades antiinflamatorias,
anticancerigenas, antioxidantes, anti-obesidad, entre otras. Los residuos de la
industria de los citricos son una fuente atractiva para la obtenciéon de compuestos
con propiedades activas y potencial aplicacion en diversas industrias como la
alimentaria, cosmética y farmacéutica.

Palabras clave: residuos de citricos, aceites esenciales, flavonoides, antioxidantes.
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El limon persa

Limén Persa o Takiti Lime, Persian Lime o Bearss Lime (Citrus latifolia Tan.), es un
fruto que carece de semillas por ser un triploide. Se considera como un hibrido
desarrollado entre Citrus aurantifolia y algtn otro Citrus. Se desarrolla en areas
tropicales y subtropicales. El limén ocupa dentro de los citricos el segundo lugar
en importancia, tanto por su consumo en fresco como por su uso industrial. Se
considera que el origen del limén persa es el continente asiatico, de donde fue
introducido por los 4rabes al norte de Africa y a Europa, principalmente a Espaiia.
Con la colonizacién espanola, el limén fue traido a México donde ahora ocupa un
lugar importante en la citricultura nacional.

Actualmente, el limon se ubica dentro del grupo de las principales frutas
producidas en México, ocupando el quinto lugar mundial en lo que se refiere a
superficies cosechadas, cuarto lugar en importancia de volimenes de produccion,
sexto sitio en cuanto al valor de su produccion, y quinto por lo que a volimenes
exportados se refiere.

Para México, la citricultura es una actividad de gran importancia dentro de
la fruticultura nacional y se destina aproximadamente medio millon de hectareas
para este proposito, las cuales se distribuyen en 23 estados con clima tropical y sub-
tropical de la republica mexicana. Los estados de mayor importancia en produccién
son Veracruz, con el 42% y San Luis Potosi y Tamaulipas, que suman mas del 53%
de la superficie sembrada y cosechada (INFOASERCA, 2010).

Produccion y cultivo de limoén persa

En México, la produccion de limén esta destinada principalmente a dos variedades:
el limoén persa o sin semilla, y el limén mexicano o con semilla. Cifras del Servicio
de Informaciéon Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) informan que Veracruz (717 014
toneladas); Michoacan (619612 t),y Oaxaca (263 448 t) se ubicaron como los mayores
productores de limén durante 2016, colocando a México a nivel internacional en

segundo lugar de produccion. La produccion nacional obtenida en ese periodo fue
de 2 439 477 toneladas de limén, 4.9% por arriba de lo alcanzado en 2015.

Industrializacion de los citricos

El principal uso industrial del limén y otros citricos es la obtencion de jugo y aceites
esenciales. En México existe un nimero considerable de industrias que producen
aceite de limoén y que llegan a procesar como minimo 500 toneladas diarias del
fruto fresco, aproximadamente un 45% de jugo, siendo el resto pulpa y cascara.
Los usos dados al limén por la industria incluyen la utilizacién de la cascara para
elaborar aceites esenciales, pectina y bases para bebidas. La pulpa es usada para



preparar mermelada; el bagazo y la semilla son usados para preparar aceites y
alimento para ganado; de la fruta fresca se extrae jugo pasteurizado, concentrado,
helado y deshidratado; y con los subproductos del jugo se pueden derivar vinagre,
alcohol y acido citrico usados por la industria farmacéutica.

Los subproductos de las industrias procesadoras de jugo de citricos
son aproximadamente el 50% del fruto con un contenido de humedad de
aproximadamente 80%. Por ejemplo, en Espana en 2011, se produjeron
aproximadamente 500 mil toneladas de desechos citricos, derivados de la obtencion
de jugo de naranja (Alvarez et al., 2018). El incremento en la industrializacion y el
consecuente deterioro del medio ambiente, se hacen patentes en las regiones donde
se lleva a cabo el procesamiento para la obtenciéon de bienes de consumo, como
el caso de la industrializacion del limén, por lo que se deben encontrar soluciones
con el fin de que los desechos no sean dafiinos y encontrar el equilibrio entre
productividad y sustentabilidad, dando un valor agregado a los residuos finales.

Usos de los subproductos de la produccion de jugos
de citricos

En el Cuadro 1 se describen algunos de los usos propuestos para aprovechar los
residuos de la produccion de jugo de citricos.

Cuadro 1. Diferentes productos obtenidos a partir de los residuos de citricos

Tipo de producto Referencias

Pectina (Pasandide et al., 2017, Pourbafrani et al., 2010)

Pectinasas (Ahmed et al., 2016)

Bioetanol (Boluda-Aguilar y Lopez-Gémez 2013, Alvarez et al., 2018, Choi

etal., 2013, John et al., 2017, Lohrasbi et al., 2010, Pourbafrani et
al., 2010, Taghizadeh-Alisaraei et al., 2017, Wilkins et al., 2007)

Boukroufa, Boutekedjiret, y Chemat 2017)

Carotenoides

Aceites esenciales Bustamante et al., 2016)
Céliz, Diaz, y Daz 2018, Wang et al., 2018)
Pigmentos Kantifedaki et al., 2018)

(
(
(
(
Metano (Lotito et al., 2018, Su, Tan, y Xu, 2016)
(
(
(

Hesperetin

Patsalou et al., 2017)
Tripodo et al., 2004)
Lohrasbi et al., 2010)

Acido succinico

Alimento animal

Limoneno

La cascara y las semillas son los residuos primarios de la obtencién de aceites
esenciales. Las cascaras son fuente de pectinas, aceites y limoneno y pueden utilizarse
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como alimento para ganado. Las semillas son ricas en acidos grasos insaturados,
aunque estos no son obtenidos comercialmente. Adicionalmente, las semillas pueden
utilizarse para obtener triterpenoides, compuestos con un sabor extremadamente
amargo pero que pueden tener diversas actividades biolégicas (Breksa et al., 2009).

Uno de los primeros usos que se dio a los residuos de citricos fue la produccion de
pectina. La pectina es una familia de heteropolisacaridos que se encuentran en la pared
celular de las plantas, constituyen hasta un 3% de la pared celular. El principal polimero
de la pectina consiste en unidades de acido D-galacturénico unidas por enlaces a (1=
4), los grupos acidos a lo largo de la cadena estan esterificadas con metoxilo o acetilo.

La cascara de Citrus medica ha sido utilizada para obtener pectina con un
rendimiento de 5.94%, mediante una extracciéon acuosa (Pasandide et al., 2017).
Este rendimiento fue superior al obtenido por Pourbafrani et al., (2010), con s6lo
34 kg de pectina por tonelada de cascara de naranja (3.4%).

Adicional a la pectina, también se han utilizado los residuos de citricos para
obtener pectinasas. La fermentacion sumergida de cascara de naranja por Aspergillus
nager; produjo 117.1 £ 3.4 pM/mL de pectinasa después de 5 dias de fermentacion.
Esto hace que la produccion de pectinasa a partir de una materia prima barata, sea
rentable para su aplicacion industrial (Ahmed et al., 2016).

Uno de los usos propuestos para los residuos de citricos es la obtencion
de bio-combustibles, con el fin de reducir el uso de combustibles fosiles y por lo
tanto las emisiones de gases de invernadero. En este sentido, Alvarez et al., (2018),
propusieron utilizar un proceso de pir6lisis para obtener bioetanol. Posterior a la
aplicacion de pirdlisis, obtuvieron un liquido cuya composicion incluyé alcoholes,
aldehidos, acidos carboxilicos, furanos y fenoles, resultantes de las pectinas,
hemicelulosa, celulosa y lignina contenidas en los subproductos de naranja.

Por otra parte Boluda-Aguilar y Lopez-Gomez (2013) utilizaron expansion
por vapor e hidrolisis enzimatica como pretratamiento de residuos del limén (Citrus
limon L.) para producir bioetanol, acido galacturénico y otros subproductos como
d-limoneno y pellets de pulpa. El tratamiento de explosiéon por vapor combinado
con hidroélisis enzimatica logré un rendimiento de 60 L de etanol por cada 1 000
kg de residuos de limoén en peso fresco. Un proceso similar de expansion e hidrolisis
se aplico sobre cascara de mandarina para producir bioetanol por fermentacion en
medio liquido por Saccharomyces cerevisiae. El rendimiento obtenido fue de 39.8 g de
etanol por litro de medio de cultivo (Choti et al., 2013).

John et al., (2017) utilizaron una hidrolisis acida acoplada con expansion
sobre la cascara de lima dulce, obteniendo una producciéon de bioetanol de 18%.
Procesos similares, utilizando acido sulftrico para la hidrolisis de los carbohidratos
de la cascara de citricos, han sido desarrollados por Pourbafrani et al., (2010).



Adicional a la produccién de biocombustibles, los residuos de citricos
han sido utilizados para obtener otros productos como carotenos a partir de
cascara de naranja (Boukroufa, Boutekedjiret, y Chemat, 2017), hesperetina de
Citrus aurantium (Céliz, Diaz, y Daz, 2018), acido succinico (Patsalou et al., 2017),
limoneno (Lohrasbi et al., 2010) y otros productos utilizados para la alimentacién
animal como pellets (Tripodo et al., 2004).

Como se ha mencionado anteriormente, los usos de los residuos de citricos
cada vez son mas diversos, dando valor agregado a un subproducto y resolviendo
un problema de contaminacién ambiental.

Lasaplicaciones de los residuos de citricos han ido un paso mas alla, abarcando
la salud humana. En el Cuadro 2 se describen algunos de los procesos relacionados
con salud en los que se han evaluado compuestos obtenidos de residuos citricos.

Cuadro 2. Aplicaciones en salud de productos obtenidos a partir de los residuos del

procesamiento industrial de citricos

Tipo de producto | Aplicacién Referencias
Aceite esencial Antiinflamatorio (Maurya et al., 2018)
Anti cancer (Nair et al., 2017)
Antioxidante (Ndayishimiye y Chun, 2017; Ndayishimi-

ye, Lim y Chun, 2018)
(Ndayishimiye, Lim, y Chun 2018)

Antimicrobiano
Limonoides Antienvejecimiento | (Minamisawa et al., 2017)
Flavonoides Antilipogénico (Nakajima et al., 2016)
Polisacaridos Inmunomoduladores | (Shin, Park, y Shin, 2018)

El potencial anticancerigeno del aceite esencial obtenido de la cascara de diversos
citricos ha sido evaluado. Extractos y aceites esenciales de Citrus medica, C. sinensis, C.
maxima, C. limon y C. reliculata, se aplicaron en diversos ensayos para medir su potencial
inhibitorio de lineas celulares cancerigenas. El extracto acuoso de C. reticulata,
indujo arresto del ciclo celular de células asciticas de linfoma de Dalton seguido por
condensacion nuclear, ruptura de membrana, formacion de cuerpos apoptoticos, dafio
del ADN vy finalmente apoptosis (Nair et al., 2017). La actividad anticancerigena ha
sido atribuida a polimetoxiflavonas o limonoides presentes en la cascara de los citricos.

El aceite esencial de la cascara de C. limeta, al ser evaluado en un ensayo
de macréfagos mostré inhibicion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-6,
IL-103); al ser ensayados i vivo, en el modelo de irritacion de oreja de ratén con
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato, se observé la inhibiciéon de citocinas
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proinflamatorias y el dano histolégico en la oreja, indicando el potencial
antiinflamatorio del aceite esencial (Maurya et al., 2018).

El potencial antioxidante de extractos de residuos de citricos ha mostrado
estar presente. Los carotenoides extraidos de la cascara de Yizu ichandrin, inhibieron
de manera efectiva a los radicales libres sal diamoénica del acido 2,20-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonico) (ABTS), y 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH)
(Ndayishimiye, Lim, y Chun, 2018; Ndayishimiye y Chun, 2017). Los carotenoides
y aceite esencial de este fruto también han mostrado inhibicion del crecimiento de
bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Salmonella tiphymurium), asi como de Gram
positivas tal como Bacillus cereus y Staphylococcus aureus (Ndayishimiye, Lim, y Chun, 2018).

Generalmente, los extractos de residuos de citricos se utilizan crudos.
Nakajima et al., (2016) disenaron un proceso en el que los extractos se fermentan
para obtener un extracto rico en agliconas de flavanonas. Estas agliconas han
mostrado una mejor biodisponibilidad asi como incremento en las actividades
biologicas como la capacidad para atrapar al radical libre DPPH. Otra actividad
biol6gica importante mostrada por estas agliconas es la capacidad para inhibir la
absorcion de lipidos por adipocitos, dicha propiedad se demostré utilizando pre-
adipocitos de raton 3T3-L1. Por lo tanto, las agliconas hesperitina y naringenina,
tienen potencial para tratar obesidad.

Los extractos de Citrus unshiu cuentan con numerosas propiedades
biolbgicas, tales como anti cancer, antiadipogénicos y atimicrobianos. Estas
propiedades se han relacionado no solo con los flavonoides, sino también con
polisacaridos. Un polisacarido aislado de la cascara de C. unshiu conteniendo seis
diferentes tipos de glucosidos (2-metilfucosa, 2-metilxilosa, apiosa, acido acerico,
acido 3-deoxy-D-lixoheptulosarico, y acido 3-deoxi-D-manno-2-octulosonico)
inhibi6 la produccion de citocinas proinflamatorias en macrofagos, tales como
IL-6, TNF-a y NO, esto hace que el polisacarido de C. unshiu sea un prometedor
inmunomodulador (Shin, Park, y Shin, 2018).

Las semillas de Citrus junos contienen numerosos limonoides, cuyas agliconas
han mostrado potencial para retardar el envejecimiento. Al ser probados en
ratones con alteraciones en el metabolismo de lipidos, el periodo de vida de los
ratones se vi6 extendido entre un 10 y 12%. Adicionalmente, se observé una
disminucién en los procesos inflamatorios del tejido nervioso central. Otro efecto
observado en los ratones, fue la modificacion de la flora intestinal, probablemente
asociada a la produccién de acidos grasos de cadena corta derivados de los
flavonoides (Minamisawa et al., 2017).

El potencial para obtener compuestos activos de los residuos citricos, se ha
mostrado en los Gltimos anos para varias enfermedades y continian apareciendo



reportes de nuevas aplicaciones (Ashraf et al., 2017; Céliz, Diaz, y Daz, 2018;
Fayek et al., 2017, Castro-Vazquez et al., 2016). La cascara de varios frutos
citricos [mandarina (Citrus reticulata Blanco cv. Egyptian), naranja dulce (C. sinensis
(L.) Osbeck cv. Olinda Valencia), toronja (C. paradist Macfad. cv. Duncan) y lima
(C. aurantiifolia Swingle cv. Mexican)] se utilizo para preparar extractos acuosos,
etanolicos y hexanicos, evaluados en ratones con hipercolesterolemia inducida.
A los ratones se les midieron la glucosa sanguinea, triacilglicéridos y colesterol
total. Los tres tipos de extractos de toronja mostraron una disminuciéon de los
parametros sanguineos de los ratones, pero el mas efectivo fue el etandlico con
un porcentaje de reduccién de triacilglicéridos, colesterol y glucosa de hasta un
80% (Fayek et al., 2017; Manners, 2007; Ortuno et al., 2009). La capacidad
anti-diabética e hipocolesterolémica de los residuos de citricos, se atribuye a
la presencia del flavonoide nobiletin y otros flavonoides como la hesperetina y
naringina (Abeysinghe et al., 2007; Céliz, Diaz, y Daz, 2018; Imada et al., 2008).

Los flavonoides

Los flavonoides son pigmentos naturales en su mayoria hidrosolubles presentes en
el citoplasma y las vacuolas de la célula vegetal que protegen al organismo del
dano producido por agentes oxidantes como los rayos ultravioleta y la poluciéon
ambiental. Los flavonoides confieren los colores de diversas flores y frutos y su
nombre viene del latin “flavus”, que significa “amarillo”, ya que los primeros que
se lograron aislar eran de este color. Se han identificado mas de 5 000 flavonoides
diferentes y se estima que el valor medio de ingesta es de aproximadamente 23 mg/

dia, considerando a la quercetina como el predominante con un valor medio de 16
mg/dia (Benavente-Garcia et al., 1997; Chang, 1990; Martinez-I'l6rez et al., 2002).

Estructura quimica de los flavonoides

Laestructura delos flavonoides se basa en que son compuestos de bajo peso molecular
que comparten un esqueleto coman de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por
dos anillos de fenilos ligados a través de un anillo de pirano heterociclico (Figura
1). La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades
redox de sus grupos hidroxifenodlicos y de la relacion estructural entre las diferentes
partes de la estructura quimica, la cual permite diversos patrones de sustitucion en
el anillo central de pirano.
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Figura 1. Estructura basica de los flavonoides

Propiedades de los flavonoides
Propiedades anticancerigenas
La genisteina bloquea el desarrollo de tumores al prevenir la formacion de
nuevos vasos impidiendo con ello la llegada del oxigeno y nutrientes a las células
neotumorales, a su vez modula la reaccion de los estrégenos ligandose a sus
receptores con lo que disminuye el riesgo de cancer de mama (Martinez-Florez
et al., 2002). Se ha encontrado que todas las prenilchalconas y prenilflavanonas
que han sido evaluadas provenientes del lapulo y cerveza son inductoras de las
quinonas reductasas que podrian tener un papel preventivo en la progresion de los
hepatomas (Miranda et al., 2000). El xantohumol ha sido caracterizado por ser un
agente quimiopreventivo en estudios i vilro, mientras que la 8-prenilnaringenina
tiene la propiedad de ser el fitoestrogeno mas potente conocido, lo cual sugiere
que los prenilflavonoides de la flor de lapulo puedan ser agentes en la prevencion
del cancer y la osteoporosis (Stevens y Page, 2004), asi como el isoxantohumol y
la también prenilflavanona 8-prenilnaringenina, que son potentes inhibidores de
la activaciéon metabdlica de la quinolina heterociclica 2-amino-3-metilimidazo
[4,5-f] (IQ) y podrian tener un potencial importante para actuar como agentes
quimiopreventivos en contra de cancer inducido por aminas heterociclicas activadas
por CYP1A?2 (Miranda et al., 2000). Por otra parte, se han identificado diversos
mecanismos de flavonas e isoflavonas en la prevencion del cancer debido a su accién
antiproliferativa, prevencion de la oxidacion y regulacion del sistema inmune.
Investigaciones futuras requeriran la clarificaciéon de la naturaleza del
impacto y las interacciones entre éstos constituyentes bioactivos y otros compuestos
dietarios. Se ha identificado que la quercetina inhibe el crecimiento de células
cancerigenas en el tracto gastrointestinal aunado a que bloquea la progresion
celular (Yoshida et al., 1990). A su vez, el polimetoxiflavonoide, nobiletina, que
se encuentra en los citricos, es un prometedor agente antitumoral debido a la



investigacion i vitro de su absorcion y metabolismo en comparacion con la luteolina
(Murakami et al., 2001; Nair et al., 2017). Las cumarinas 8-geraniloxipsolareno,
5-geraniloxipsolareno y la 5-geraniloxi-7-metoxicumarina fueron identificadas
mediante un analisis espectroscopico por tener propiedades significativas como
inhibidoras del promotor tumoral (TPA) a partir de la cascara de limon (Miyake et

al., 1999; Mahato et al., 2018; Manners, 2007).

Propiedades cardiovasculares

Multiples investigaciones sugieren que los flavonoides contenidos en la cocoa
(epicatequina, catequina y procianidinas) son presuntamente agentes protectores
en contra de enfermedades cardiovasculares ya que aproximadamente el consumo
de 50 g de chocolate oscuro por dia puede reducir en un 10.5% el riesgo de una
enfermedad cardiovascular (Ding et al., 2006). In vitro, los flavonoides inhiben la
oxidacion de la lipoproteina de baja densidad y tienen propiedades antitromboticas
debido a sus propiedades antioxidantes. En un ensayo realizado con quercetina,
kaemferol, miricetina, apigenina y luteolina, se demostr6 que el consumo de
flavonoides presenta una relacion inversa con la incidencia del infarto al miocardio
(Hertog et al., 1993; Mahato et al., 2018; Manners, 2007).

Los flavonoides ejercen una accién relajante del musculo liso del sistema
cardiovascular, lo que conlleva a una disminuciéon de la presion sanguinea
mejorando la circulacion. Por su efecto antioxidante pueden evitar la oxidacion del
colesterol LDL lo que previene la formacion de la placa arterioesclerotica, evitan
la acumulacion excesiva de plaquetas evitando el dafio de los vasos sanguineos y la
coagulacion de la sangre. Debido a las propiedades antioxidantes de los flavonoles
y flavonas contenidas en el té, vegetales, frutas y vino tinto, se ha investigado si
el consumo de estos compuestos en la dieta esta asociado con un menor riesgo
de enfermedad coronaria, sin embargo, los datos experimentales no confirman
estadisticamente una estricta relacion inversa entre el consumo de flavonoides y la
enfermedad coronaria, pero no se excluye la posibilidad de su efecto protector en
hombres (Rimm et al., 1996; Rafiq et al., 2016). La rutina presente en la cascara
de los citricos es utilizada para el tratamiento de la hipertension y las procianidinas
presentes en las uvas tienen uso potencial en isquemias cardiacas (Facin6 et al.,

1996; Mendes-Junior et al., 2013; Olaleye et al., 2014).

Propiedades antiinflamatorias

Los flavonoides se han estudiado para observar sus efectos en la liberacion de
histamina en humanos a partir de diferentes estimulos. Los flavonoides mas estudiados
son flavona, quercetina, taxifolina, chalcona, apigenina, fisetina, rutina, floretina,
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tangeretina, hesperetina y naringina. Ante estimulos como anti-IgE, concanavalina
A entre otros; se obtuvieron diversos niveles de inhibicion dependiendo de la
naturaleza del estimulo y la estructura del flavonoide. Los flavonoles, quercetina
y fisetina, y la flavona, apigenina, presentaron una buena respuesta al inhibir la
liberacion de histamina estimulada por ligandos dependientes IgE, sin embargo,
los derivados de las flavanonas, taxifolina y hesperetina fueron inactivos, asi como
los glicosidos rutina y naringina. Por su parte, los congéneres de cadena abierta,
chalcona y floretina, tuvieron actividad inhibitoria (Garcia-Lafuente et al., 2009;
Middleton Jr y Drzewiecki, 1984).

Un estudio i viwo con hesperidina obtenida de la cascara de la naranja
demuestra su acciéon antiinflamatoria y sus efectos analgésicos significativos
(Galati et al., 1994; Tejada et al., 2017; Homayouni et al., 2018). Por otra parte,
los flavonoides de cadena abierta, chalcona y floretina, han mostrado actividad
antiinflammatoria (Reddy et al., 2017; Chen et al., 2018). Un estudio i viwo con
la flavanona hesperidina obtenida de la cascara de la naranja, demostr6 su accién
antiinflamatoria y efectos analgésicos significativos incluso en casos de inflamacion
cronica (Hughes, Ketheesan, y Haleagrahara, 2017; Haleagrahara et al., 2017).

Propiedades antimicrobianas-antivirales

Diversos estudios han mostrado que los flavonoides provenientes de citricos
tienen actividad antimicrobiana, antifingica y antiviral. Los flavonoides de
cascara de naranja, tienen actividad inhibitoria del crecimiento de Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa. El extracto hexanico de Citrus
sinensis variedad “Valencia”, fue el que mostr6 mayor actividad contra estos
microorganismos (Geraci et al., 2017).

La actividad antibacteriana y antifingica en contra de 20 bacterias y 10
cepas de levaduras fue examinada a partir del extracto etanolico de las semillas
y pulpa de la toronja. Se determiné por espectrometria un contenido de 3.92%
de polifenoles totales y un 0.11% de flavonoides con la presencia de naringina y
hesperidina, presentando el extracto un fuerte efecto antimicrobiano en contra de
Salmonella enteritidis (Cvetnic y Vladimir-Knezevic, 2004).

Estudios i wvitro han revelado que algunos flavonoides extraidos de la
naranja y toronja reducen el crecimiento radial de P digitatum en un medio de
cultivo. La polimetoxiflavona, nobiletina fue el compuesto mas efectivo seguido de
las flavanonas hesperidina y naringina, ya que el crecimiento fungico cien horas
después de su inicio se inhibié en un 75%, 38% y 25% respectivamente, comparado
con el crecimiento correspondiente al control (Ortuno et al., 2006).



El extracto de diclorometano de las hojas de Mpyrica serrata inhiben el
crecimiento de CGladosporium cucumerinum, Bacillus subtilis y Escherichia coli. Los
compuestos en el extracto fueron los siguientes: 2,4-dihidroxi-6-metoxi-3,5-dimetil-
chalcona, 2,4-dihidroxi-6-metoxi-5-metil-chalcona, 2,6-dihidroxi-4-metoxi-3,5
dimetildihidrochalcona, 2-hidroxi-4,6-dimetoxi-3-metildihidrochalcona, y
2,  6-dihidroxi-4-metoxi-3-metildihidrochalcona, asi como las flavanonas
demetoximateucinol y criptostrobina (Gatner et al., 1996).

Quercetina, naringina, hesperetina y catequina fueron estudiados por el efecto
que tienen sobre la infectividad y replicacion del herpes simple tipo 1 (HSV-1), polio-
virus tipo 1, parainfluenza tipo 3 y virus sincicial respiratorio (RSV). La quercetina causé
una reduccion en la infectividad de cada uno de los virus, asi como en su replicacion
intracelular, sin embargo, la hesperetina solo redujo la replicacion, al contrario de la
catequina. Por su parte la naringina no present6 ningun efecto, por lo que se concluye
con este estudio que algunos flavonoides naturales poseen accioén antiviral en contra
de ciertos tipos de virus RNA y DNA (Kaul, Middleton, y Ogra, 1985).

Otros estudios reportan evidencias de la actividad antiviral de los flavonoides
(Zakaryan et al., 2017; Ani y Abel, 2018), especificamente de flavonoides citricos,
no solo por actuar contra los virus, sino también para prevenir danos asociados
a enfermedades virales. Los flavonoides del jugo de naranja administrados a
pacientes, incrementaron la capacidad antioxidante y disminuyeron la inflamacion
y el colesterol sérico ademas de mantener el peso corporal y proteger contra el dao
causado por el virus de la hepatitis C (Gongalves et al., 2017).

El hecho de que hay grandes cantidades de residuos resultantes de la obtencion
de jugos y aceites esenciales de citricos y que estos residuos contienen componentes
con aplicaciones industriales y en salud, llevd a proponer el aprovechamiento de
los residuos de limoén persa para obtener flavonoides. Se utilizaron residuos de la
extraccion del jugo de limoén persa, cascara y semillas, los cuales se molieron en
licuadora. Para la extraccion se utilizé un disefio factorial completo 3x3 con tres
niveles: Relacion solido/solvente (1:2, 1:3, 1:10), porcentaje de acido acético (0.5, 1
y 2%) y tiempo de extraccion (1, 2 y 4 h). Se utilizaron como solventes de extraccion
metanol y etanol, sin embargo, los experimentos se hicieron como bloque para
cada solvente. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Los extractos se
mantuvieron en agitaciéon por dos horas, al cabo de los cuales se filtraron y el filtrado
se guardod a -20 °C hasta su analisis. Las variables de respuesta fueron: contenido de
fenoles totales medidos por el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y Rossi, 1965)
y concentracion de flavonoides analizados por el método de tricloruro de aluminio.

La concentraciéon mas alta de fenoles totales al realizar la extracciéon con
metanol fue de 7.68 mg equivalentes de acido galico por g de residuo en base seca. Este
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rendimiento se obtuvo al aplicar la relacion solido solvente de 1:3, 4 h de extraccion
y un 2% de 4cido acético. Bajo estas mismas condiciones, la concentraciéon de
flavonoides fue de 4.95 mg equivalentes de rutina por g de residuo en base seca. Las
concentraciones de fenoles totales y flavonoides en los extractos realizados con etanol
bajo las mismas condiciones fueron menores (7.02 y 4.0 mg/g respectivamente).

Los resultados de la extracciéon con metanol mostraron que solo la relacién
solido solvente tuvo un efecto significativo sobre la concentracion de fenoles totales.
Los efectos dobles de tiempo de extraccion y relacion solido solvente también fueron
significativos (Figura 2A). En la grafica de superficie de respuesta para fenoles
totales, se observé una tendencia en su punto mas alto al cambiar su pendiente en
forma decreciente obteniendo asi el punto critico en el rango definido de niveles
dando mejores resultados con un tiempo de extraccion largo (4h) y una relacién
solido solvente de 1:4 (Figura 2B).

A C: Volumen solvente
CC

BB

BC

B: Tiempo extraccion
AB

A: Conc. acido acetilico
AA

AC

.+

36 9 12 15

Efecto estandarizado

“[FeEnEgp

6.4 .

50
40

Conc. fenoles totales
I~

30

44 2
10

35 4 Volumen de solvente
Tiempo de extraccion
Figura 2. Efecto de los parametros de extraccién sobre la concentracion de fenoles totales extraidos con metanol
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En cuanto a la concentracion de flavonoides extraidos en metanol, tanto la relacion
solido solvente como el tiempo de extraccion resultaron significativos, asi como los
efectos dobles de relacion solido solvente x relacion solido solvente y relacion sélido
solvente x tiempo de extracciéon (Figura 3A). En cuanto al diagrama de superficie de
respuesta presentada en la Figura 3B, mostr6 que los valores altos de los tres factores
son los que proporcionan la mayor concentracién de flavonoides (relaciéon solido
solvente de 4, tiempo de extraccion 4 h y concentracion de acido acético de 2%).
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Figura 3. Efecto de los parametros de extraccién sobre la concentracién de Flavonoides extraidos con metanol a

partir de los residuos de limén persa. A: Diagrama de Pareto. B: Diagrama de Superficie de Respuesta

Cuando se cambi6 el solvente a etanol, la concentraciéon de fenoles totales se
vio modificada significativamente por la relacion solido solvente y el tiempo de
extraccion. Sin embargo el efecto cuadratico de la relacion soélido solvente tuvo un
efecto negativo sobre fenoles totales (Figura 4A). El grafico de superficie de respuesta
mostré un maximo para la concentracion de fenoles totales. Los factores predichos
para obtener este maximo fueron un tiempo de extraccion de 3 h, concentracion de
acido acético de 2% y una relacion sélido solvente de 3 peso/volumen (Figura 3B).
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Figura 4. Efecto de los parametros de extraccién sobre la concentracién de fenoles totales extraidos con etanol

a partir de los residuos de limén persa. A: Diagrama de Pareto. B. Diagrama de Superficie de Respuesta

En el caso de los flavonoides, el cambio de solvente hizo que la concentracion se viera
fuertemente modificada por la relacion solido solvente (p<0.05), aunque también
el ttempo de extracciéon tuvo un efecto significativo pero menor (Figura 5A). Los
valores 6ptimos predichos en el grafico de superficie de respuesta para obtener una
concentracion maxima de flavonoides fueron un tiempo de extraccion de 2.92 h,
concentracion de acido acético de 2% y una relacion de solido solvente de 1:5.
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Ferreira, Silva, y Nunes (2018) obtuvieron concentraciones mas altas de fenoles totales
hasta de 56 mg/g al realizar extractos acuosos y etanolicos de Citrus reticulata. Por otra
parte, cuando se aplica ultrasonido, el rendimiento de polifenoles se incrementa, tal es
el caso del estudio realizado por Londono-Londoro et al., (2010), en el que obtuvieron,
74.80,66.36y 58.68 mg equivalentes /g paralima, naranjay tangerina, respectivamente.

En la cascara de naranja, mandarina y limén se han determinado
concentraciones de fenoles totales, 178.90, 169.54 y 61.22 mg equivalentes de
acido galico/100 g (Al-Juhaimi, 2014). En general, la concentraciéon de polifenoles
varia dependiendo de la fuente de extraccion, el método empleado, pretratamientos
como ultrasonido, microondas, etcétera (Rafiq et al., 2016).

En general en este estudio, independientemente del tipo de solvente, fueron los
niveles altos los que arrojaron una mejor concentracién de fenoles totales y flavonoides.
En cuanto al solvente, el metanol arrojé mejores resultados de extraccion. Estos resultados
mostraron que los residuos de limén persa son una fuente atractiva de flavonoides, los
cuales tienen multiples aplicaciones tanto a nivel industrial como en salud.
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Resumen

El género Citrus, que pertenece a la familia Ruteaceae, es el género de arboles frutales
mas importante del mundo con una produccién anual de aproximadamente 115.5
millones de toneladas. De toda esta produccion, la lima (Citrus limon) y el limén
(Citrus aurantifolia) se ubican en la tercera posicion con una aportacion de 12.9
millones de toneladas. Diversos estudios se han realizado sobre los compuestos
bioactivos de estos citricos, que los destacan como promotores de la salud, ricos
en compuestos fenodlicos, vitaminas, minerales, fibra dietética, aceites esenciales y
carotenoides. Por suimportancia comercial para el mercado de productos frescos y la
industria alimentaria, se ha evidenciado que las redes productivas generan grandes
cantidades de desechos y subproductos que constituyen una importante fuente de
ingredientes funcionales con potencial para la manufactura de alimentos, productos
farmacologicos y de uso médico, alimentacion animal, agentes antimicrobianos y
mas recientemente en la sintesis de nanoparticulas y produccion de biocombustibles.
En este capitulo se presentan los avances y tendencias de métodos de obtencion y
usos de los compuestos bioactivos obtenidos de Citrus limon y Citrus aurantifolia.

Palabras clave: compuestos bioactivos, aceites esenciales, lima, limén.
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Introduccion

Ademasdelaproducciéndejugo, elaceite esencial es uno delos principales subproductos
del procesamiento de citricos (Vekiari et al., 2002). Este puede describirse como mezcla
de hidrocarburos, compuestos oxigenados y/o residuos no volatiles, incluyendo
terpenos, sesquiterpenos, aldehidos, alcoholes, ésteres y esteroles (Darjazi, 2013). La
produccién mundial de aceite esencial de limas y imones, se ha estimado en 11 000
ton/afo durante la utlima década (Lawrence, 2009). El aceite esencial de limén ha
sido uno de los aceites aromatizantes mas importantes, utilizado ampliamente en todo
tipo de bebidas, refrescos; en productos horneados, como pasteles, relleno de pasteles,
confiteria, caramelos de centro blandos y duros, postres de gelatina y helados; también
se ha empleado en perfumes, aguas de tocador, aguas de colonia y en cosméticos a los
que imparte una nota superior refrescante (Guenther, 1955).

Composicion quimica
Los aceites esenciales son mezclas complejas de compuestos quimicos que pueden ser
clasificados en tres grupos principales: monoterpenos, sesquiterpenos y compuestos
oxigenados. Los pigmentos naturales, principalmente carotenoides y clorofilas,
también estan presentes en los aceites esenciales de citricos (Gamarra et al., 2006).

La composicion quimica de los aceites esenciales de limas y limones presenta
variacion en el tipo y cantidad relativa de los componentes dependiendo la parte de la
planta o fruto del cual ha sido extraido, también tiene influencia el método extraccion
empleado. Gamarra et al., (2006) demostraron que el tiempo de destilaciéon influye
en la calidad del aceite esencial de limoén, indicaron que se puede obtener aceite
esencial de buena calidad dentro de las 10 h del proceso de destilacién al vapor (con
equipo industrial) en condiciones normales, ademas de que la recuperacion del aceite
esencial del condensador a 35°C evita mas reacciones oxidativas y la pérdida de los
terpenos en esta etapa. Por encima de las 10 h de proceso, la presencia de compuestos
carbonilicos en el aceite mas del 3% compromete sus aplicaciones en los alimentos.

Se ha encontrado también que el porcentaje de ingredientes activos en el
aceite esencial de muestras naturales, depende de la distribucién geografica y de las
condiciones ambientales, como la temperatura, la precipitacion, la altitud, las horas
de sol, etcétera (Hossain et al., 2014).

Estudios de composicion quimica por cromatografia de gases-espectrometria
de masas (GC-MS) de aceites esenciales de imon (Citrus aurantifolia), reportaron 5
componentes (92.6% del total analizado) para extraccion por hidrodestilacion de hojas
y semillas (Razzaghi-Abyaneh et al., 2009); mientras que en el de aceite esencial extraido
por hidrodestilacién de cascara de limén, se identificaron 40 componentes (99.2% del
total analizado) (Fouad y Camara, 2017), los resultados se muestran en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Composicion del aceite esencial de limon (Citrus aurantifolia)

Hojas, Hidro-

Cascara, Hidro-

destilacion destilacion
Componente RI' % RI! %
Pineno 542 1.5 - -
a-Thujeno - - 925 0.70
a-Pineno - - 933 3.90
Sabineno 681 1.4 - -
S-Pineno - - 9821 10.20
Mirceno 761 1.8 992 0.60
Telineno 815 2.4 - -
Limoneno 980 85.5 1021 38.5
p-Mentha-2,4(8)-dieno - - 1070 5.70
Terpineno - - 1093 1.30
Linalol - - 1103 3.10
exo-Fenchol - - 1118 0.20
¢is-Oxido de limoneno - - 1136 0.50
trans-Oxido de limoneno - - 1140 0.70
(E)-Miroxide - - 1146 0.50
Borneol - - 1168 0.30
Terpin-4-ol - - 1177 2.70
a-Terpineol - - 1191 5.20
n-Decanal - - 1206 0.30
cis-Carveol - - 1225 0.20
Nerol - - 1234 0.70
Neral - - 1246 2.50
Geranial - - 1261 0.80
Formato de nerilo - - 1276 2.80
Limoneno aldehido - - 1326 0.30
J-Elemeno - - 1336 0.20
Acetato de nerilo - - 1361 3.40
Acetato de geranilo - - 1382 1.20
a-Barbateno - - 1409 0.20
a-cis-Bergamoteno - - 1414 0.30
(E)-Cariofileno - - 1421 1.20
a-trans-Bergamoteno - - 1414 0.30
(E)-f-Farneseno - - 1453 0.50
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Hojas, Hidro-

Cascara, Hidro-

destilacion destilacion
Componente RI' % RI' %
Jf-Santaleno - 1457 0.50
Propanoato de geranilo - 1481 0.40
(7)-dihidro-apofaresal - 1497 0.40
J-Bisaboleno - 1510 4.30
Oxido de cariofileno - 1583 0.70
Epoxido humuleno IT - 1606 0.20
Selin-11-en-4-a-ol - 1653 0.20
epi-f-Bisaboleno - 1666 0.30
epi-a-Bisaboleno - 1682 0.40
Monoterpenos - -| 61.30
Monoterpenos oxidenados - -1 25.90
Sesquiterpenos - - 9.90
Sesquiterpenos oxigenados - - 1.80
Derivados de acidos grasos - - 0.30
Total de componentes identi- 92.6 - 99.2
ficados

IR: Indice de Retencion

Espina y colaboradores (2011), evaluaron la composicién quimica de aceites

esenciales comerciales obtenidos de cascara de frutas frescas por sistema de

extraccion de prensado en frio, logrando identificar 43 componentes en el aceite

esencial de lima, Citrus limon, (96% del total). Por otra parte, Djenane (2015)

determiné la composiciéon quimica del aceite esencial obtenido por hidrodestilacion

de céscaras frescas de lima de Algeria, identificando 9 componentes (93.55% del

total); mientras que Hsounay colaboradores (2017), caracterizaron quimicamente el

aceite esencial obtenido de flores frescas de limas por el método de hidrodestilacion,

encontrando 20 componentes (99.65% de los constituyentes). En todos estos casos

el analisis se efectu6 por cromatografia de gases acoplado a espectrémetro de masas

(GC-MS) y el compendio de resultados se presenta a continuacion en el Cuadro 2.



Cuadro 2. Composicion del aceite esencial de lima (Citrus limon)

Ciscara, Pren- | 1 rodensla: | Hidvo:
sado en frio cién destilacién
Componente RI! % RI? % RP? %
a-Thujeno 927 0.13 - - - -
a-Pineno 936 0.62 935 3.07 939 0.46
Sabineno 975 0.94 - - 975 0.44
JS-Pineno 981 5.2 980| 17.04 980 24.44
Mirceno 990 0.84 990| 2.37 991 0.36
a-Terpineno 1020 0.11 - - - -
p-Cimeno 1028 3.29 - - - -
Limoneno 1033 59.1 1033 51.4 1030 39.74
J-Felandreno 1035 0.19 - - - -
1,8-Cineol 1037 0.14 - - 1033 0.54
(E)-p-Ocimeno 1048 0.14 - - - -
y-Terpineno 1061 9.66 1060| 13.46 - -
cis-Hidrato de sabineno 1074 0.06 - - - -
¢is-Oxido de linalol - - - - 1074 0.53
trans-Oxido de linalol - - - - 1075 0.49
Terpinoleno 1089 0.34 - - - -
Linalol 1102 0.34 - - - -
n-Nonanal 1107 0.1 - - - -
¢is-Oxido de limoneno 1138 0.1 - - - -
cis-p-Mentha-2,8-dien-1-ol 1142 0.11 - - - -
Citronelal 1155 0.69 - - - -
Terpineol-4-ol 1186 0.07 - - 1178 0.26
Mirtenal - - - - 1180 0.43
a-Terpineol 1201 0.36 - - 1189 7.3
trans-Carveol 1225 0.1 - - - -
Nerol - - 1207 1.50 1228 0.99
Geraniol - - 1234 2.43 - -
Citronelol 1235 0.09 - - - -
cis-p-Mentha-1(7),8-dien-2-ol 1243 1.33 - - - -
Carvona 1251 0.06 - - - -
Acetato de linalilo - - - - 1257 3.01
Geranial 1272 2.11 1270 0.43
Perillaldehido 1284 0.05 - - - -

n



Cascara, Pren | 11, QoGeTRla- | Mo
sado en frio cion destilacion
Componente RI! % RI? % RI? %
Indol - - - - 1288 0.45
Timol 1295 0.09 - - - -
Carvacrol 1303 0.21 - - - -
Metil antranilato - - - - 1337 0.66
Acetato de nerilo - - 1365 1.05 1347 1.74
Acetato de geranilo - - - - 1383 3.03
a-cis-Bergamoteno 1418 0.18 - - - -
J-Cariofileno 1428 0.99 - - - -
cis-Thujopseno 1438 2.38 - - - -
(Z)-p-Farneseno 1455 0.12 - - - -
f-Santaleno 1465 0.2 - - - -
Germacreno D 1490 0.17 - - - -
Valenceno 1500 0.82 - - - -
Biciclogermacreno 1502 0.45 - - - -
J-Bisaboleno 1513 3.61 - - - -
Nerolidol - - - - 1534 6.91
Espatulenol 1589 0.24 - - - -
Oxido de cariofileno 1595  0.12 - - - -
a-Bisabolol 1697 0.19 - - - -
Farnesol - - - - 1705 4.28
Nutcatona 1826 0.04 - - - -
Isocariofileno - - -l 1.23 - -
Monoterpenos -| 80.56 - - -| 67.86
Monoterpenos oxigenados - 5.74 - - -] 39.68
Sesquiterpenos - 5.33 - - - -
Sequiterpenos oxigenados - 4.2 - - - -
Componentes nitrogenados - - - - - 1.11
Otros - 0.16 - - - -
Total de componentes -1 95.99 -1 94.55 -1 99.65
identificados

RI': Indice de retencion (Espina et al., 2011).
RI% Indice de retencién (Djenane, 2015).

RI% Indice de retencién (Hsouna et al., 2017).



De acuerdo con los datos mostrados en los Cuadros 1 y 2, se observa que a pesar
de las diferencias evidentes debidas al 6rgano de la planta empleado y al método de
extraccion, el aceite esencial de lima y limoén esta constituido por alrededor del 60%
de monoterpenos, de un 20-30% aproximadamente de monoterpenos oxigenados,
y el resto de sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados y otros componentes. Simas
y colaboradores (2017) evaluaron la composicion quimica, por técnicas GC-MS
y HS-SPME (Headspace-Solid-Phase Microextraction), de aceites esenciales de citricos,
entre ellos lima y limén, obtenidos por hidrodestilacion de cascara (Cuadro 3). Este
estudio permite comparar la composicion quimica del aceite esencial de lima y
limoén obtenido y analizado bajo condiciones y técnicas iguales, se observa, que
el compontente mas abundante es el Limoneno con 53.9% vy 31.1%, seguido
por 12.2% y 10.8% de y-Terpineno, 13.1% y 8.5% de [-Pineno, 2.2% y 9.6%
de Geranial, 3.4% y 1.3% de Sabineno, 1.7% y 7.1% de Neral y 2.7% y 1% de
Mirceno, como constituyentes principales (respectivamente en lima y limén).

El limoneno es el principal constituyente del aceite de limén y podria usarse
como un indice funcional de madurez (Combariza et al., 1994). Ademas, el Citral,
representado por sus isomeros Neral y Geranial, contribuye significativamente a la
calidad del sabor y el aroma del limén, y su concentracion es, con mucho, el factor
mas importante para determinar el valor comercial de un aceite de limén (Gamarra
et al., 2006); por otro lado, las actividades biolégicas y quimicas siempre dependen
de los ingredientes activos en el aceite (AL-Jabri y Hossain, 2014).

Cuadro 3. Composicién del aceite esencial de lima (Citrus limon) y limoén (Citrus

aurantifolia)
Componente RI' |C.limon |C. aurantifolia
% %

a-Thujene 932 0.7 0.1
a-Pineno 939 0.7 0.6
Canfeno 955 0.1 -
Sabineno 978 3.4 1.3
J-Pineno 982 13.1 8.5
Mirceno 992 2.7 1
a-Terpineno 1020 0.5 0.3
r-cimeno 1028 0.3 0.5
Limoneno 1037 53.9 31.1
9-Terpineno 1064 12.2 10.8
Terpinoleno 1090 0.8 0.8
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Componente RI' |C.limon |C. aurantifolia
% %

Linalol 1099 0.3 1.1
Nonanal 1103 0.2 -
Terpin-4-ol 1178 0.5 1.6
a-Terpineol 1190 0.8 1.6
n-Decanal 1204 - 0.9
Nerol 1229 0.2 1.1
Neral 1242 1.7 7.1
Geraniol 1256 0.3 1.8
Geranial 1271 2.2 9.6
#-Elemeno 1340 - 0.5
S-Cariofileno 1420 0.3 2.4
lrans-a-Bergamoteno 1438 0.4 2.1
a-Humuleno 1454 - 0.3
(E)-f-Farneseno 1458 - 0.2
Germacreno D 1481 - 0.8
f-Bisaboleno 1509 0.6 6.8
#-Cardineno 1522 - 0.6
Germacreno B 1557 - 1.8
Toral de compo- - 97.2 95.7
nentes identifi-
cados

IRI: Indice de retencién. Fuente: Simas et al., 2017

Propiedades bioactivas

Actividad antibacteriana

Para prevenir la contaminacién durante la produccion, venta, distribuciéon o para
extender el tiempo de vida de anaquel de los alimentos crudos y/o procesados,
generalmente se deben usar aditivos sintéticos. Sin embargo, existe un fuerte
debate sobre los aspectos de seguridad de estos conservantes quimicos, ya que se
les considera responsables de muchos atributos carcinogénicos y teratogénicos, asi
como de la toxicidad residual (Skandamis et al., 2001). Por tanto, se presta cada vez
mas atencion a los compuestos derivados de plantas y hierbas naturales como una
nueva alternativa para prevenir la proliferaciéon de microorganismos y proteger los
alimentos de la oxidacién (Hsouna et al., 2017).

Teoéricamente se acepta que la actividad antimicrobiana de los aceites
esenciales esta asociada con sus componentes fitoquimicos como los monoterpenos o
sesquiterpenos y sus derivados oxigenados, que son los principales componentes de los
aceites esenciales y que exhiben actividades antimicrobianas potenciales (Cakix, 2004)



con amplia aplicacion en la industria de la condimentacién y conservacion de alimentos.
Sin embargo, por ser una mezcla de varios componentes, no se puede confirmar que su
accion antimicrobiana se deba tinicamente a uno de ellos (Bajpai et al., 2012), de hecho,
la eficacia antimicrobiana de los aceites esenciales vegetales en sistemas i vwo contra
patogenos transmitidos en alimentos, como la carne, se ha investigado pobremente.
Una revisiéon mas amplia sobre los mecanismos de accién antimicrobiana de los aceites
esenciales vegetales se puede encontrar en Rivera et al., (2015).

Especificamente para el aceite esencial de limas y limones, Hsouna etal., (2017)
evaluaron la actividad del aceite esencial de flores de C. limon, con dos componentes
dominantes: limonene (39.74%) and f-Pinene (25.44%), frente a bacterias Gram
+ positivo (B. cereus, E. faecalis, S. aureus, S. epidermis, B. subtilis, L. monocytogenes y M.
luteus) y Gram-negativo (P aeruginosa, E. coli, S. enteritidis y K. pneumoniae). Los valores
de MIC (Minimum Inhibitory Concentrations) mostraron efecto positivo antibacterial
observando que las bacterias Gram-positivas son mas sensibles al aceite investigado,
con un rango de 0.039 a 1.25 mg/ml que las bacterias Gram-negativas en el rango
de 0.625 a 2.5 mg/ml, consistente con otros estudios (Delaquis et al., 2002; Juliano
et al., 2000; Lambert et al., 2001; Smith-Palmer et al., 2001). Ademas, evaluaron el
potencial de conservacion de la carne aplicando el aceite esencial de C. limon contra
L. monocylogenes, observando la inhibicion exitosa del desarrollo de L. monocylogenes
en carne de vacuno picada con una aplicaciéon de 0.06 y 0.312 mg/g de aceite
esencial. Esto puede abrir nuevas y prometedoras oportunidades para la prevencion
de la contaminacién y el crecimiento de bacterias patéogenas, particularmente L.
monocylogenes, durante el almacenamiento de carne picada de ternera a 4°C.

Con respecto a la aplicacion de aceites esenciales de limén y de limas para la
extension de la vida til de productos marinos, también se dispone de datos limitados.
Al respecto, Alfonzo et al., (2017) investigaron los efectos bioconservadores de las
microemulsiones de aceite esencial de limon en las sardinas (Sardina pilchardus) saladas.
Los analisis quimicos sobre sardinas saladas inoculadas con microemulsiones de
aceite esencial obtenido de cascara de C. limon (los monoterpenos cuantitativamente
mas relevantes fueron D-limoneno, f-pineno, j-terpineno y p-cimeno. El a-terpineol,
a-citral, f-citral, acetato de nerilo y 4-terpineol representaron la mayor concentracion
dentro del grupo de monoterpenos oxigenados; los hidrocarburos sesquiterpénicos
también se detectaron pero a baja concentraciéon) mostraron claramente una
persistencia sustancial de varios compuestos organicos volatiles pertenecientes a grupos
de monoterpenos, monoterpenos oxigenados y serquisterpenos derivados del aceite
esencial durante todo el periodo de maduracion (las moléculas mas representadas
fueron limoneno, p-cimeno y f-pineno). Inmediatamente después de la adicion de las
microemulsiones, las concentraciones de todos los grupos microbianos disminuyeron.
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La presencia de enterobacterias, estafilococos y bacterias del acido lactico fue
significativamente menor que la registrada para el ensayo del tratamiento control
durante todo el periodo de monitoreo. Ademas, la adicion de las microemulsiones de
aceite esencial determiné una menor acumulaciéon de histamina en las sardinas en
comparacion con el tratamiento control. Las puntuaciones mas altas de evaluacion
sensorial se registraron para el sabor y la aceptabilidad general de los ensayos
experimentales en presencia de aceite esencial. Los autores concluyen que con base
en el creciente interés hacia los nuevos conservantes de alimentos, el uso de aceites
esenciales de lima para producir pescado salado representa una estrategia valida
para mejorar la seguridad y las caracteristicas sensoriales de las sardinas saladas, lo
que tiene implicaciones econdémicas, ya que la mejora de sabor debido a la adicion
de aceite esencial de lima podria aumentar el consumo de sardinas por parte de
consumidores nuevos y regulares.

De manera similar, Djenane (2015) también evalué el efecto del aceite
esencial de cascara de citricos (Citrus limén y Citrus aurantium) contra Staphylococcus
aureus, inoculada sobre Sardina pilchardus; sus resultados demostraron que el aceite de
Citrus limon tuvo el mayor efecto antibacterial, con un valor MIC de 0.25 a 0.40 pl/
ml, sin embargo al aumentar la dosis a 4 x MIC, el aceite esencial de Citrus aurantium
redujo completamente el crecimiento de S. aureus desde el dia 2 hasta el final del
almacenamiento a 8°C.

Zengin y Baysal, (2014) determinaron la actividad antibacteriana de
los compuestos a-terpineol, linalol, eucaliptol y a-pineno obtenidos a partir de
aceites esenciales, frente a bacterias patogenas formadas durante el deterioro. Las
actividades antibacterianas de estos compuestos se observaron  vitro en cuatro
cepas Gram-negativas y tres Gram-positivas. S. putrefaciens fue la bacteria mas
resistente a todos los componentes probados, mientras que E. coli O157:H7 fue la
cepa mas sensible entre las bacterias probadas. Los experimentos de crecimiento
celular i vitro mostraron que los compuestos probados tenian efectos toxicos en
todas las especies bacterianas con diferente nivel de potencia.

Sandoval et al., (2012), realizaron una extraccién con hexano de los
compuestos presentes enla cascara de limon mexicano (Citrus aurantifolia) encontrando
compuestos que mostraron actividad contra una cepa sensible y tres cepas mono
resistentes (isoniacida, streptomicina o etambutol) de Mycobacterium tuberculosis H, Rv.
En el estudio se encontrd que el acido palmitico y 5,8-dimetoxipsraleno presentaron
la mayor actividad antimicrobial.

Zu et al., (2010) evaluaron la actividad  vitro de diez aceites esenciales
comerciales de diferentes plantas, contra Propionibacterium acnes, aunque los aceites
esenciales de tomillo, canela y rosa exhibieron las mejores actividades antibacteriales, el



aceite esencial de lima también mostré efectos de inhibicién positivos logrando matar
a la bacteria dentro de 30 minutos al igual que el aceite esencial de toronja, mientras
que el aceite esencial de menta no mato a la bacteria, incluso después de 120 minutos.

Socovic et al., (2010) evaluaron la actividad & vitro de diez aceites esenciales
de diferentes plantas contra Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli
O157:H7, Micrococcus flavus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis,
S. epudernudis, S. typhamurium, y Staphylococcus aureus. Algunos de los aceites esenciales
fueron extraidos en laboratorio, mientras que el aceite esencial de Citrus limon fue
de origen comercial y mostr6 tener efectos antibacteriales positivos para todas las
bacterias evaluadas por el método de microdiluciéon; mientras que por el método
de zonas de inhibicién no present6 actividad para P mirabilis y P aeruginosa, pero con
resultados positivos para las demas cepas. Estos autores concluyen que el carvacrol
y timol fueron los dos componentes de aceites esenciales con mayor actividad
antibacterial. Estos resultados concuerdan con lo reportado por de Oliveira et
al., (2015) quienes determinaron el efecto de una combinacién de carvacrol
y 1,8-cineol frente a un cultivo mixto de L. monocytogenes, Aeromonas hydrophila y P
JSluorescens en vegetales minimamente procesados. El carvacrol mostr6 una MIC de
1.25 y 1,8-cineol de 40 pl/ml, mientras que el indice de concentracién inhibidora
fraccional (FIC) de los compuestos combinados fue de 0,25 contra el indculo mixto,
lo que sugiere una interaccion sinérgica.

Contrario a los casos anteriores, AL-Jabri y Hossain (2014) encontraron
poco o nulo efecto de aceites esenciales obtenidos de lima de Turquia y de India
contra cuatro bacterias patogenas (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa 'y Proteus vulgaris) a diferentes concentraciones, lo que demuestra que los
aceites esenciales no siempre tienen efecto antimicrobiano en sistemas i vilro contra
diferentes bacterias patogenas.

Actividad antifungica

Las aflatoxinas son un importante grupo de contaminantes alimentarios producidos
principalmente por algunos miembros de la seccion ‘Flavi’ de Aspergillus en condiciones
favorables de temperatura y humedad relativa. Dado que Aspergillus es un hongo
aflatoxico cosmopolita con conidios transportados por el aire como propagulos
infecciosos, habitualmente contamina alimentos, piensos y productos agricolas como
cacahuates, maiz, pistachos y semillas oleaginosas en todo el mundo (Payne, 1998).
Se ha reportado ampliamente que la contaminacion de los alimentos con aflatoxinas
esta asociada con algunas caracteristicas de las micotoxicosis, como el dano hepatico
principalmente como carcinoma hepatocelular en humanos y varios modelos
animales experimentales (Bhatnagar y Garcia, 2001). Por lo tanto, el consumo de
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alimentos contaminados con aflatoxinas es un problema grave desde el punto de vista
no solo de la salud ptblica, sino también de los problemas econémicos.

Razzaghi-Abyanehetal., (2009) evaluaronla actividad antifingica e inhibicion
de aflatoxinas de 12 aceites esenciales de doce plantas medicinales; demostrando
que el aceite esencial obtenido de hojas de Citrus limon inhibe el crecimiento de
Aspergillus parasiticus y 1la produccion de aflatoxinas al igual que el aceite esencial de
Thymus vulgart, 5 de los aceites esenciales solo presentaron resultados positivos para
una de las evaluaciones y el resto ninguna actividad.

Bosquez-Molina et al., (2010), demostraron el efecto antifingico del aceite
esencial de Citrus aurantifolia contra los hongos C. gloeosporioides y R. stolonifer: Fekrazad
et al., (2015) partieron de la hipétesis de que la fotoactivacion del aceite esencial
de Citrus aurantifolia (comercial), fluconazol e indocianina verde pueden tratar dos
hongos infecciosos mucocutaneos a fin de encontrar terapias alternativas a la terapia
antifingica tradicional. Sus resultados demostraron que el tratamiento que consistio
en suspensiones de Candida albicans o Tricophyton rubrum (106 células/ml) tratadas con
irradiacion de laser infrarrojo, en presencia de indocianina verde, aceite esencial de
limén, con la exposicion secuencial a luz natural y luz de tungsteno, presenté un
99.9% de reduccion en el contenido celular de ambos hongos.

Simas et al., (2017) evaluaron el efecto de cuatro aceites esenciales de
cascara de citricos, entre ellos Citrus limon y Citrus aurantifolia, contra hongos
patbogenos postcosecha de ftrutas: Penicillium digitaum, Trichoderma viride, Botrytis cinerea.
Encontraron, de acuerdo a sus valores de concentraciéon minima inhibitoria (MIC
- Minimum Inhibitory Concentration) una modesta actividad antifingica de todos los
aceites esenciales probados, con los mejores resultados contra B. cinerea. Sin embargo,
de acuerdo a un experimento para evaluar la activiad de los compuestos volatiles
de los citricos, citral y otros componentes quirales puros, el aceite esencial y sus
componentes volatiles demostraron una influencia diferencial sobre el crecimiento
de las tres especies de hongos evaluados. Mientras que todos los aceites inhibieron el
crecimiento de B. cinerea'y ‘I viride, 1o opuesto se observo para P digitatum, en el cual
el crecimiento del hongo fue estimulado. Una prevalencia del efecto inhibitorio fue
observado para los componentes quirales puros cuando se probaron contra B. cinerea
y 1. viride. Sin embargo, con exepcién al citral, (+)-a-pineno y (+)-f-pineno, todos los
componentes volatiles quirales puros estimularon el crecimiento de P digitatum. Lo
anterior, demuestra que los aceites esenciales de especies citricas y sus componentes
pueden inhibir o estimular el crecimeitno fingico en frutas.



Actividad antioxidante
El aceite esencial de lima (Citrus limon) y de limon (Citrus aurantifolia) adicionado a
peliculas a base de gelatina de pescado (Tilapia) y glicerol como agente plastificante
mostro actividad antioxidante, segtin lo reportado por Tounguanchan et al., (2013).
Al respecto, Zengin y Baysal (2014), evaluaron la actividad antioxidantes de tres
constituyentes de estos aceites esenciales y encontraron que a-terpineol tuvo la
actividad mas fuerte, seguido en orden descendiente por linaol y eucaliptol.
Djenane (2015) evaluaron la actividad antioxidante de aceites esenciales
de céscaras de citricos, inoculados sobre Sardina pilchardus almacenada a 8°C, la
presencia de los aceites esenciales extendieron significativamente la estabilidad de
los lipidos, aunque Citrus aurantium mostré6 mayor actividad antioxidante que Cutrus
limon con una relacién inversamente proporcional a la concentracion del aceite
esencial. Concluyd que los aceites esenciales de citricos pueden ser usados como
potentes preservativos naturales que contribuyen a la reduccion de la oxidacion de
lipidos en sardinas.

Actividad citotoxica y anticancerigena

Zu et al., (2010) evaluaron la actividad anticancerigena en sistemas i vitro de diez
aceites esenciales comerciales, entre ellos, aceite esencial de lima (Citrus limon) contra
tres lineas de células humanas cancerigenas (prostata: PC-3; pulmoén: A549 y mama:
MCF-7), el aceite esencial de lima mostr6 resultados positivos, aunque no fue el
de mejor actividad, present6 citotoxicidad en todas las concentraciones evaluadas.
La citotoxicidad de los diez aceites esenciales evaluados fue significativamente mas
fuerte en las células de cancer de prostata que en cancer de mama y pulmoén.

Actividad bioinsecticida

Fouad y da Camara (2017) analizaron los aceites de cascara de Citrus aurantifolia y C.
reliculata cultivados en el noreste de Brasil. La actividad insecticida de los aceites y ambas
formas enantioméricas del constituyente principal limoneno [(R)- (+)-limoneno y (S)-
(-)-limoneno] se evalud frente al gorgojo del maiz (Sitophylus zeamais) en condiciones

MR como control

de laboratorio. Los resultados se compararon con Deltametrina
positivo. El analisis cromatografico de los aceites citricos demostrd que el limoneno
es el constituyente principal, representando el 38.9% del aceite de C. aurantifolia y
el 80.2% del aceite de C. reticulata. El aceite de cascara de C. reticulata demostr6 ser
mas toxico para los adultos de S. zeamais en las pruebas de contacto, ingestion y
fumigacién que el aceite de C. reticulata. Se encontré una diferencia no significativa
entre (R) y (S)-limoneno en las pruebas de contacto y fumigante. Sin embargo, el (R)-

limoneno exhibi6é una mayor toxicidad contra S. zeamais que el (S)-limoneno durante
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el ensayo de ingestion. La Deltametrina®® fue mucho mas téxica en los bioensayos
de contacto e ingestion que los aceites de citricos y las dos formas enantioméricas de
limoneno. El aceite de C. reticulata fue mas repelente que C. aurantiifolia. En la prueba
de repelencia, los adultos de S. zeamais fueron mas susceptibles a (S)-limoneno que
(R)-limoneno. Los resultados de este estudio sugieren que estos aceites citricos y las
dos formas enantioméricas de limoneno tienen efectos toxicos sobre S. zeamais de
diferentes maneras (es decir, a través de la cuticula, el sistema digestivo y el sistema
respiratorio), asi como un efecto conductual (repelencia). Chellappandian et al.,
(2018) incluyeron al aceite esencial de cascara de Citrus aurantifolia en una revision
sobre aceites esenciales de diferentes familias de plantas que poseen actividad en
contra de las larvas y mosquitos adultos del dengue.

Aditivo en biopeliculas

Los plasticos derivados del petroleo representan un grave problema ambiental, porlo
que se deben encontrar soluciones alternativas sostenibles. Las peliculas comestibles
se han utilizado como portadores de aditivos alimentarios, como antioxidantes
o agentes antimicrobianos. El aceite esencial de limén (Citrus aurantifolia) ha
demostrado actuar como un agente antimicrobiano en los sistemas alimentarios que
se puede incorporar a una matriz de pelicula. El aceite esencial de lima (Citrus limon)
y de limon (Citrus aurantifolia) ha sido incorporado a peliculas a base de gelatina de
pescado (Tilapia) y glicerol como agente plastificante (Tounguanchan et al., 2013).

Bosquez-Molina et al., (2010) elaboraron una pelicula para la proteccion
post-cosecha de papaya a base de goma de mesquite adicionada con aceite esencial
de tomillo y limén mexicano (Citrus aurantifolia), los resultados mostraron un 50%
y 40% de reduccién de descomposicion debida a C. glocosporioides v R. stolonifer,
respectivamente, durante el almacenamiento, mientas que la fruta no tratada reveld
100% de descomposicion.

Sanchez-Aldana (2015) evaluaron una pelicula comestible a base de extracto
péctico de bagazo y otra a base de extracto péctico de orujo de limén mexicano
(Citrus aurantifolia) adicionadas con aceite esencial extraido de bagazo, pulpa y
semillas del mismo fruto; sus resultados demostraron que los extractos pécticos de
peliculas comestibles incorporadas con aceite esencial de limén mexicano inhibieron
el crecimiento de las bacterias patogenas (Escherichia coli O157:H7, Salmonella
typhamurium, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes) transmitidas por
los alimentos y pueden ser ttiles en la conservacion de los alimentos para aumentar
la vida atil. Contrario a otros estudios, ellos encontraron que las bacterias Gram
negativas fueron mas sensibles a la pelicula comestible adicionada con aceite
esencial, que las bacterias Gram positivas.



A pesar de que los recubrimientos de quitosano que contienen aceites
esenciales de limon se han reportado como eficaces para controlarla descomposicion
fangica de la fruta a 20°C durante 7 dias, también se ha reportado que su aplicacion
en ciertos productos, como la fresa, afecta directamente las rutas metabolicas y el
perfil de compuestos volatiles en la misma (Perdones et al., 2016). El quitosano puro
promovio6 la formacion de ésteres y dimetil-furfural en muy poco tiempo después
del recubrimiento, mientras que los recubrimientos que contenian aceite esencial
de limén incorporaron terpenos (limoneno, )-terpineno, p-cimeno y a-citral) a
los volatiles de la fruta e incrementaron el proceso fermentativo, modificando
el aroma tipico de la fruta. No se percibi6 sensorialmente ningtn efecto de los
recubrimientos de quitosano, se apreciaron notablemente los cambios inducidos
por el aceite esencial de limon.

Peretto et al., (2014) prepararon peliculas comestibles de puré de fresas
con carvacrol y cinamato de metilo, que utilizaron en conchas de almeja para
proporcionar una liberacién controlada de los vapores sin contacto directo con la
fruta. Las fresas frescas se empacaron en las conchas de almeja y se mantuvieron
a 10°C durante 10 dias con un 90% de humedad relativa. Observaron un retraso
significativo y una reduccioén en la severidad de la descomposicion visible en la fruta
que se empaqueto en las conchas con las peliculas tratadas y las bayas se mantuvieron
mas firmes y de color mas brillante en comparacion con las fresas sin tratar.

La kafirina es una proteina extraida del sorgo que se utiliza ampliamente
en recubrimientos y peliculas alimenticias. Taylor et al., (2015) desarrollaron una
pelicula de kafirina que contenia citral y quercetina como agentes antimicrobianos y
antioxidantes naturales. Estos autores determinaron que las peliculas incorporadas
con citral tenian una fuerte actividad antimicrobiana contra C. jguni, L. monocytogenes
9 Pseudomonas fluorescens. Sin embargo, ambos aceites esenciales impartieron un color
amarillento a las peliculas, y redujeron significativamente la permeabilidad al
oxigeno de la pelicula, la traccion y la velocidad de transmision del vapor de agua.

Micro y nanoparticulas
La nano o microencapsulaciéon de aceites esenciales podria ofrecer posibles
soluciones para resolver los desafios que enfrentan sus aplicaciones en los alimentos.
Pan et al., (2014) estudiaron el timol encapsulado en caseinato sédico y encontraron
que el timol encapsulado era mas efectivo que el timol no encapsulado en la
inhibicién de patégenos alimentarios en la leche, debido a la distribuciéon mejorada
y la solubilidad del EO encapsulado.

Chen et al.,, (2015) coencapsularon eugenol y timol en nanoparticulas de
zeina/caseina que posteriormente se secaron por pulverizacion. Los complejos

81



82

secados por pulverizacion se rehidrataron facilmente y produjeron una dispersion
estable. Los aceites esenciales encapsulados mostraron liberacion controlada en 24
h, con el eugenol encapsulado mostrando una tasa de liberacion mas alta que el
timol. Se observaron efectos bactericidas y bacteriostaticos en el suero de leche para
E. coli O157:H7 y L. monocylogenes Scott A, respectivamente.

Campelo et al., (2018) analizaron la influencia de la maltodextrina con
dextrosa equivalente en las propiedades de reconstitucion, almacenamiento,
liberacion y proteccion del aceite esencial de limon (Citrus aurantifolia). Se estudiaron
las propiedades de reconstitucion y almacenamiento de las microparticulas
(solubilidad, humectabilidad y densidad), cinética de adsorcion de agua, isotermas
de sorcion, propiedades termogravimétricas, liberacion controlada y cinética de
degradacion del aceite esencial de limén encapsulado para medir la calidad de los
materiales encapsulados. Los resultados del estudio indicaron que el grado dextrosa
equivalente (DE) influye en las caracteristicas de reconstitucion, almacenamiento,
liberacion controlada y caracteristicas de degradacion de los compuestos bioactivos
encapsulados. El aumento en el equivalente de dextrosa mejora la solubilidad,
humectabilidad y densidad de las microparticulas, principalmente debido al
tamafio de las moléculas de maltodextrina. La cinética de adsorcion y las curvas
de isotermas de sorcién confirmaron el aumento de la higroscopicidad de las
maltodextrinas con mayores grados de polimerizacion. El tamafo de las cadenas
de maltodextrina influy6 en la liberacion y proteccion del aceite esencial de limon
encapsulado. Finalmente, el grado de polimerizaciéon de la maltodextrina puede
considerarse un parametro que influira en las propiedades fisicoquimicas de los
alimentos microencapsulados.

Misni et al., (2017) encapsularon aceites esenciales de Alpina galangal, Citrus
grandis, Citrus aurantifolia y DEET (Ethyl Butylacetylaminopropionate) en microcapsulas
poliméricas. Las microcapsulas poliméricas se produjeron mediante el método de
precipitacién interfacial que contiene un nucleo en el que el repelente activo esta
implicado por la carboximetilcelulosa. Las microcapsulas se usaron para reducir
la volatilizacion y extender la accion repelente. Las microcapsulas se produjeron
e incorporaron en una lociéon de administracion tépica. Los aceites esenciales y
DEET en forma libre se incorporaron directamente en la locidon que origina
las formulaciones de control. La actividad repelente contra el mosquito Culex
quinquefasciatus se evalud en todas las formulaciones. En condiciones de laboratorio,
las formulaciones que contenian aceites esenciales microencapsulados no
presentaron diferencias significativas en relacion con la duracion del efecto repelente
en comparaciéon con el DEET microencapsulado en una concentracién mayor del
20%. Todas las formulaciones microencapsuladas que contenian aceites esenciales



o DEET presentaron un efecto repelente superior al 98% con una duracién de 4 h.
Las formulaciones que contienen aceite esencial microencapsulado tienen un efecto
repelente al 100% y duran 2 h. El control de formulaciones sin aceites esenciales
y de marcas comerciales que contienen aceite esencial de citronela presentaron un
efecto repelente del 100% en solo 1 h. Los hallazgos preliminares mostraron que
la microencapsulaciéon promovié un aumento en el efecto repelente de los aceites
esenciales y que las formulaciones desarrolladas son mejores alternativas que las
formulaciones que contienen aceites esenciales disponibles en el mercado.

Quimica verde
El limoneno pertenece a un grupo de productos intermedios muy importantes
utilizados en la produccion de productos quimicos finos. Este compuesto
monoterpeno se puede obtener a partir de cascaras de citricos como naranja, lima
o limén que son un desecho (biomasa) de la industria de citricos. Por lo tanto, el
limoneno es un compuesto renovable, facil de conseguir y relativamente barato.
Aissou et al., (2016) analizaron la posibilidad de transformar el limoneno en
una plataforma agroquimica para la produccion de una amplia gama de compuestos
de valor agregado para ingredientes farmacéuticos, cosméticos e ingredientes
alimentarios. Esta molécula también se evalu6 como un solvente alternativo para
la extraccion de varios compuestos bioactivos en comparacion con el n-hexano. El
limoneno se extrajo de los aceites esenciales de las cascaras de citricos mediante
una técnica de extraccion en microondas sin disolventes. El limoneno se transformo
con ¢éxito en productos con interés industrial por oxidacion catalitica utilizando tres
catalizadores de hierro diferentes. La capacidad del limoneno para usarse como un
solvente alternativo se realiz6 usando dos herramientas de simulacién, los parametros
de solubilidad de Hansen (HSP) y el modelo de cribado similar al conductor para
solventes reales (COSMO-RS) y mediante experimentacion. Los resultados indicaron
que el limoneno podria ser un solvente verde prometedor y un componente para la
sustitucion del petréleo en la extraccion o sintesis de compuestos bioactivos.
Wréblewska (2014) presenté estudios preliminares sobre el proceso de
epoxidacion de limoneno sobre catalizadores de tipo zeolita tales como: TS-1 y Ti-
SBA-15. En estos estudios, se usé metanol como disolvente y como agente oxidante se
aplicé una solucién de peréxido de hidrégeno al 60% en peso. Los resultados obtenidos
se compararon y se eligio el catalizador mas activo. Estos estudios también han mostrado
diferentes formas posibles de transformacién del limoneno, no solo en la direccién del
1,2-epoxilimoneno y su diol correspondiente, sino también en la direccién de carveol,
carvona y compuestos de alcohol perilico con muchas aplicaciones. Se propusieron los
posibles mecanismos de formacion de los productos de oxidacion alilica.
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Biocombustibles
La presencia de limoneno en los medios de fermentacion causa un efecto inhibidor
sobre los microorganismos productores de etanol. Este monoterpeno esta presente
como componente principal de cascaras y bagazo de citricos, los datos que se
presentan a continuacion pueden ser aplicados a los residuos obtenidos de otros
citricos como lima y limén, después de la obtencién de aceites esenciales.

Las concentraciones umbral inicial y final de D-limoneno para inhibir
la produccion de etanol por S. cerevisiae se informaron en 0.33% y 0.14% (v/v),
respectivamente (Wilkins et al., 2007). Una concentracién minima inhibitoria de
aceite de cascara de naranja fue reportada en 0.01% (v/v) para la fermentacion
etanolica de cascara de naranja por Pichia kudriavzevi KVMP10 (Koutinas et al.,
2016). Para la bacteria etanogena ymomonas mobilis (a 37°C), se informaron
concentraciones minimas inhibitorias de aceite de céascara de naranja para
la produccién de etanol de 0.05%, 0.10% y 0.20%, después de 24, 48 y 72 h,
respectivamente, y no se observo inhibicion después de 96 h (Wilkins, 2009). Por
otra parte, Mucor indicus, un hongo productor de etanol filamentoso, y Rhizopus sp.,
aislado del tempeh, han mostrado tolerancia al D-limoneno maximo al 2% en
medios semisintéticos bajo condiciones aerébicas y anaerdbicas (Lennartsson et al.,
2012). Los dos zigomicetos son capaces de producir etanol a altas concentraciones
de los compuestos antimicrobianos disponibles en hidrolizados de cascara de
naranja, que son intolerables para casi todos los microorganismos.
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Resumen

En este capitulo se describen las caracteristicas y usos de la pectin metilesterasa
(PME), la cual posee multiples aplicaciones en ciencia y tecnologia de alimentos.
Asimismo, se discute el rol de la PME en la industria de los citricos, dando un
enfoque de su importancia para influir en la estabilidad de los zumos obtenidos a
partir de este tipo de frutos y su relevancia como parametro de la efectividad de los
procesos de pasteurizacion en los mismos. Adicionalmente, se reportan los usos de la
PME mas alla de sus efectos en los zumos, en campos como la modificacién dirigida
de la pectina para su uso como aditivo alimentario, ademas de su acciébn como
coadyuvante en tratamientos del mejoramiento de textura en frutos y vegetales.
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Pectin metilesterasa

La pectin metilesterasa (PME) (E.C. 3.1.1.11), también referida como pectinesterasa,
es una de las enzimas que participa en las modificaciones estructurales de la
pectina. La funcién de la PME es catalizar la hidrélisis de los enlaces metil-éster
en los residuos de acido galacturonico que se encuentran en la region lineal de
la pectina (denominada homogalacturonano), produciendo metanol y grupos
carboxilo libres (Figura 1) (Jolie et al., 2010). Estas enzimas desempefnan diferentes
roles de relevancia en las plantas, algunos de estos en el desarrollo de las mismas
especialmente en el proceso de expansion de las paredes celulares, en la germinacion
de semillas y el crecimiento del tubo de polen, entre otras (Bosch et al., 2005; Miiller
et al., 2013; Pelloux et al., 2007). Asimismo, cumple con un papel relevante en el
reblandecimiento ocurrido durante la maduracion de los frutos (Terefe et al., 2014).
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Figura 1. Esquema de reaccion de la pectin metilesterasa. Fuente: Jolie et al., 2010; Ochoa-Villarreal et al., 2012

Caracteristicas de las pectin metilesterasas

Las PME’s son catalogadas de diferentes maneras con base en sus caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas. Una de estas clasificaciones se refiere a la presencia o
ausencia de una extension en la regiéon N-terminal, la cual comparte similitud con
el dominio inhibidor de la PME (PMEI, Pfam04043, IPR006501). Las PME’s del tipo-I
cuentan con la extension en la region N-terminal y son caracteristicas de plantas
superiores, en tanto, las PME del tipo-II no cuentan con dicha extension y se encuentran
presentes en hongos y bacterias (El-Moneim et al., 2014). Otra importante clasificaciéon
se encuentra en la capacidad de las PME’s para actuar en presencia o ausencia de
cationes, denominandose PME’s independientes de la sal y dependientes de la sal,
respectivamente (Cameron et al., 2003; Savary et al., 2002). Ademas de esto, las PME’s
en vegetales poseen propiedades distintivas, las cuales son resumidas en el Cuadro 1.



Cuadro 1. Caracteristicas de las PME’s de origen vegetal

Propiedad Rango *
pH 6ptimo 6-9
Temperatura 6ptima (°C) 50-70
Peso molecular (kDa) 30 - 50
NaCl (M) 0.1-0.3

*Los valores son representativos de las diferentes fuentes vegetales de PME. Fuente: Laratta y col., 2008; Ozlery col.,

2008; Unal y Sener, 2015; Vasu y col., 2012.

Por otra parte, un importante rasgo de las PME’ es el patron de actividad que
desempenan. De tal modo que se han demostrado diferencias en la manera en que
las PME’s provenientes de plantas y bacterias desesterifican con respecto a las PME’s
de hongos; dado el hecho de que las primeras son capaces de generar bloques de
residuos de acido galacturénico de-metilesterificados (mecanismo de cadena simple)
(Kim et al., 2005; Kim et al., 2013), variando entre estas la longitud de los bloques
generados (Cameron et al., 2011; Remoroza et al., 2015), en tanto, las PME’s
provenientes de hongos realizan la catalisis de modo aleatorio, la cual es descrita por
el mecanismo de cadena multiple (Duvetter et al., 2006; van Alebeek et al., 2003).
No obstante, dependiendo del pH, es posible que las PME’s de plantas presenten un
mecanismo de reaccién mas relacionado al de cadena multiple, al variar el nimero
de hidrolisis por evento catalitico (Cameron et al., 2011; Deneés et al., 2000a).

Determinacion de la actividad pectin metilesterasa
Multiples métodos han sido desarrollados para la determinacion de la actividad
PME, donde los mas empleados basicamente se derivan en dos vertientes. Una de
estas son los métodos que involucra la titulacion de los grupos carboxilo liberados
por la enzima, siendo este uno de los mas estandarizados y reportados para la
determinaciéon de la actividad PME. Durante este ensayo se adiciona una base
(comtinmente NaOH) con el objetivo de mantener constante el pH de la reaccion,
mientras se registra el volumen adicionado de alcali, este proceso es llevado a cabo
con un sistema de titulacion automatica, lo cual incrementa la replicabilidad del
ensayo (Kertesz, 1955; Rouse y Atkins, 1955). Finalmente, la actividad es calculada
mediante la férmula:

(mL NaOH) (molaridad del NaOH) (1000)

Actividad PME (U mL™) =
(tiempo) (mL de muestra)
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Donde una unidad de actividad PME es considerada la cantidad de enzima
requerida para liberar 1 pmol de grupos carboxilo por minuto (de Assis et al.,
2001). Asimismo, es posible determinar la actividad PME mediante el uso de
indicadores de pH, dando seguimiento de igual manera a la reacciéon (Cameron et
al., 1992). Por otra parte, se tiene la opcién de analizar la actividad PME mediante
la cuantificacion del metanol (liberado igualmente por la PME). Donde en esencia,
se hace uso de la enzima alcohol oxidasa para convertir el metanol producido por
la PME en formaldehido, el cual puede luego reaccionar con diversos compuestos,
para asi poder darle un seguimiento espectrofotométrico a la reaccion (Klavons y
Bennett, 1986; Salas-Tovar et al., 2017).

Estrategias de extracciéon y purificacion de la pectin
metilesterasa

El desarrollo de metodologias para la extraccion de la PME ha presentado un
desarrollo significativo y ya sea para su estudio, o bien para el aprovechamiento de
esta enzima en procesos tecnologicos, las estrategias aplicadas para su obtencion
cobran relevancia. Durante la extraccion de la PME, el empleo de soluciones de alta
fuerza 16nica en presencia de un amortiguador es frecuentemente el proceso mas
utilizado, ya que se ha comprobado que en fuentes vegetales esta es una enzima que
se encuentra ionicamente ligada a la pared celular (aunque, es posible encontrar una
fraccion menor no-ligada) (Castro et al., 2008; Castro et al., 2004). Con el prop6sito
de lograr una completa extracciéon de la PME, la solucién amortiguadora (e.g Tris-
HCI) es adicionada con cloruro de sodio en altas concentraciones (~58.4 ¢ L-1) (Ly
Nguyen et al., 2002; Unal y Bellur, 2009). En tanto, el uso del amortiguador surge
de la necesidad de mantener pH del proceso de extracciéon cercano al 6ptimo de la
enzima (7.5 - 8.0), teniendo en cuenta casos de fuentes vegetales que presentan pH
acidos, como la cascara de naranja, la cual puede mostrar un pH tan bajo como
3.64 (Angel Siles Lopez et al., 2010).

El proceso de extraccion comprende una etapa inicial de homogenizacion,
la cual puede realizarse utilizando agua destilada a baja temperatura (4°C),
con el proposito de reducir las pérdidas de actividad. Durante este proceso, se
pretende remover componentes solubles, como algunos pigmentos, proteinas,
pectinas, aztcares, entre otros (Ly-Nguyen et al., 2002; Unal y Sener, 2015). A
continuaciéon, el homogenizado es filtrado o centrifugado, obteniéndose de dicho
proceso un pellet, que luego es combinado con la solucién de extraccion. En esta
etapa, la enzima es liberada mediante la agitaciéon de dicha mezcla, manteniendo
la temperatura constante (4°C). Una vez concluido este proceso, las proteinas en
el extracto crudo son precipitadas a través de una solucion saturada de sulfato de



amonio. Posteriormente, las sales en el extracto son removidas mediante dialisis,
utilizando el mismo amortiguador empleado en la extraccion. Del mismo modo,
se pueden retirar las sales y concentrar el extracto crudo mediante diafiltracion y
ultrafiltracion, respectivamente (Cameron et al., 1998; Savary et al., 2002).

Para proseguir con el proceso de purificacion de la PME, diversas técnicas
cromatograficas han sido reportadas con este objetivo, ejemplos de ellas son: filtracion
en gel, intercambioi6nico, ademas de diferentes técnicas cromatograficas por afinidad
(Cameron y Grohmann, 1996; de Assis et al., 2002; Dixit et al., 2013; Kant y Gupta,
2012; Vasu et al., 2012). Sin embargo, un proceso estandarizado para la obtencion
de PME de alta calidad a través de la cromatografia por afinidad ha sido descrito por
Denes et al., (2000b), del cual es posible obtener PME pura, utilizando la columna
CNBr-Sefarosa 4B-PMEI. Esta columna es preparada utilizando el inhibidor proteico
de la PME purificado a partir de kiwi, que se une en una proporcion estequiométrica
de 1:1 con la enzima. Dicho inhibidor, a su vez es purificado del extracto crudo de
kiwi mediante la columna PME-citrica-Sefarosa. Este método produce una enzima
de alta pureza, dentro de la cual es posible localizar isoenzimas mediante técnicas
electroforéticas y diversas separaciones cromatograficas.

Pectin metilesterasa en citricos

En la mayoria de las especies de citricos se ha identificado la presencia de al
menos 12 isoformas, las cuales varian en sus patrones de expresion, asi como en
sus caracteristicas fisicas y bioquimicas (Ingallinera et al., 2005; Pilnik y Voragen,
1993). De tal modo que la actividad PME puede encontrarse en los distintos tejidos
de diferentes especies de citricos (Cameron et al., 2005), presentando ademas
niveles de actividad muy variables (Cuadro 2). De acuerdo con Cameron et al.,
(1997), se pueden encontrar diversas formas de la PME en diferentes secciones de
la naranja Valencia. Del mismo modo, las multiples formas de la PME presentes en
los tejidos de naranja, son capaces de desestabilizar la turbidez del jugo de naranja
en diferentes proporciones, siendo la fraccion termo-estable de la cascara (albedo y
flavedo) la que provoca la mas rapida clarificacién del zumo (7 dias/4°C).

Dado su efecto en la estabilidad de la turbidez en el jugo de naranja, Cameron
etal., (1998) profundizaron en el estudio de la PME presente en la cascara de naranja.
En el proceso de purificacién descrito por este autor, el sobrenadante obtenido
tras el proceso de didlisis se purificaba mediante cromatografias de intercambio
aniénico y afinidad (Heparina y Concavalina-A). Tras la cromatografia de afinidad
con Heparina es posible elucidar cuatro picos con actividad PME, presentando cada
uno de ellos propiedades distintivas. Entre las isoformas presentes en la cascara
de naranja, una de ellas se caracterizaba por ser termoestable y parcialmente
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independiente de la sal, ademas de ser una proteina N-glicosilada (Cameron et al.,
2005). Igualmente, es posible encontrar tres isoenzimas termolabiles, dentro de las
cuales una poseia el rasgo de ser dependiente de la sal, en tanto otra de ellas mostrd
ser independiente de la sal (Cameron et al., 2003; Savary et al., 2002).

Todas eran capaces de formar bloques de residuos de acido galacturénico
de-metilesterificados, a través de un mecanismo de cadena multiple, con un grado
de procesamiento de alrededor de 10 hidrdlisis por evento catalitico (Cameron et
al., 2008; Cameron et al., 2011). Siendo el mecanismo de accién de las PME’s un
factor relevante, ya que este determina la propiedades funcionales que la pectina

modificada con dicha enzima puede llegar a tener (Luzio y Cameron, 2008).

Cuadro 2. Actividad PME en diferentes tipos de citricos

Especie Variedad Seccion Actividad PME Referencias

C. sinensis (L) Osb. | Tarocco Pulpa 13.88 (Spagna et al., 2003)
Moro Zumo y pulpa [ 14.9 (Ingallinera et al., 2005)
Sanguinello 10.9
Valencia Pulpa 12.12% (Lee et al., 2008)
Valencia - 7.05 (Espachs-Barroso et al.,
Late 2006)
Navel Fruto entero  [47.9 (Nielsen y Christensen, 2002)
Pera-Rio Zumo 4.51* (Do Amaral et al., 2005)

C. paradisi Mact. | -- Fruto entero  |10.9 (Nielsen y Christensen, 2002)
Marsh Pulpa 3.8% (Corredig y Wicker, 2002)
- Segmentos de | 2.64 (Guiavarc'h et al., 2005)

carpelos

C. limon - Fruto entero | 2.8 (Nielsen y Christensen, 2002)
- Pulpa 2.5% (Kuldiloke et al., 2007)

C. aurantium L. - Zumo 0.44* (Aghajanzadeh et al., 2016b)

C. aurantifolia - Fruto entero | 6.6 (Nielsen y Christensen, 2002)

C. reticulata - 8.5

C. bergamia R. - Endocarpio | 0.4* (Laratta et al., 2008)

Los datos con * en la columna de “Actividad PME” son reportados en U mL-1 de zumo o extracto crudo, el resto

de los mismos son representados en U g-1 de fruto fresco.

-- Dato no reportado.

Fuente: elaboracién propia



Importancia de la pectin metilesterasa en la industria
de los citricos

Parala elaboracién de zumos, se llevan a cabo diversos pasos durante la produccion,
que incluyen la limpieza, clasificacion, pelado, extraccion de jugo, filtraciéon y
tratamiento térmico o no térmico (pasteurizacion o esterilizacion), llenado, sellado
y enfriamiento. Mediante el tratamiento térmico se logra la inactivacién de
microorganismosy enzimas, para asi garantizar la seguridad alimentaria y aumentar
la vida de anaquel del jugo (Aghajanzadeh et al., 2016a). Los jugos de frutas y
vegetales son un sistema bifasico coloidal, que consiste en una fase liquida, llamada
“suero” y una fase soélida denominada turbidez (Terefe et al., 2014). Durante la
pasteurizacion de los jugos, la inactivacion de la PME es considerada un parametro
de calidad, ya que la pérdida de la turbidez esta estrechamente ligada a esta enzima.
Ademas, de influir en la estabilidad, la viscosidad, el color, la sensacién en la boca y
el sabor de los jugos (Tiwari et al., 2009).

Cuando la pulpa es molida para la obtencién de jugos, la pectina se
encuentra solubilizada causando un aumento en la viscosidad y en las particulas
de la pulpa dispersa en el jugo. Durante este proceso la PME y otras moléculas
de alto peso molecular (proteinas, hesperidina, celulosa, hemicelulosa y pectina)
son liberadas por la ruptura de las células endocarpiales debido a la extraccion
mecanica del jugo. Mientras tanto otras moléculas de pectina permanecen unidas
a las fibrillas de celulosa por medio de las cadenas laterales de hemicelulosa, por
lo cual se facilita la retencion de agua (Kimball, 1999). La pectina constituye a
una pequena porcion de las moléculas que causan la turbidez en el jugo (~5%)
(Kimball, 1991), sin embargo, juega un papel importante en la estabilidad del
mismo. La estructura de la pectina posee grupos carboxilo, muchos de los cuales
estan esterificados con metanol para formar grupos metoxilo. Estos grupos
metoxilo evitan las reacciones de polimerizacion y gelatinizacion en la pectina.
La desesterificacion de la pectina es provocada por la actividad de la PME, donde
el calcio puede reaccionar facilmente con pectina desmetilada para producir
pectatos insolubles (Fig. 2) (Aghajanzadeh y Ziaiifar, 2018).
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Figura 2. Entrecruzamiento mediado por calcio de moléculas de pectina desesterificadas por PME. Fuente:

Elaboracién propia

El tratamiento térmico es el método mas cominmente utilizado para garantizar la
inactivacion de los microorganismos y las enzimas y de este modo prolongar la vida
de anaquel de los jugos. Generalmente, los jugos con pH alto (> 4.6) son calentados
a temperaturas por encima de 100°C (esterilizacién); mientras que los jugos con
pH bajo (< 4.6) requieren un tratamiento térmico con temperaturas por debajo de
100°C (pasteurizacion) (Terefe et al., 2014). La determinacion de la actividad PME
como indices de la efectividad de la pasteurizaciéon en jugos de citricos es debido
a su elevada resistencia a altas temperaturas, incluso mayor que la de algunos
microorganismos (Polydera et al., 2004).

La inactivacién de los microorganismos y enzimas como la PME ocurre
durante la fase de calentamiento o Come up time (CUT) y la fase de mantenimiento.
Tajchakavit y Ramaswamy (1997), calcularon que el porcentaje de efectividad de la
inactivaciéon de la PME de jugo de naranja en la fase de calentamiento se encuentra
entre 46 y 58% a 70-90°C. No obstante, para lograr una mayor aceptacion de los
consumidores es necesario evitar el sobrecalentamiento del producto, debido a que
puede causar pérdidas en las propiedades organolépticas y nutricionales (Ling et al.,
2015). Asimismo, es posible aplicar tratamientos alternativos para la inactivaciéon



de la PME, algunos ejemplos son el calentamiento 6hmico, microondas, pulsos
eléctricos, altas presiones hidrostaticas y el didoxido de carbono a altas presiones.

Inactivaciondelapectin metilesterasaportratamientos
térmicos

La pasteurizacion térmica convencional consiste en el calentamiento del jugo hasta
que este alcance la temperatura deseada (90-98°C)) manteniéndola por un tiempo
especifico (10-60s), basado en la resistencia térmica de la enzima (Vervoort et al., 201 1).
Aghajanzadeh etal., (2016b), encontraron tres isoformas de la PME en jugo de naranja
agria (Citrus aurantium L.) tratado a 60°C, mientras que a mayores temperaturas (70,
80y 90°C) solo fueron identificadas 2 isoformas. Resultados similares se encontraron
en jugo de limoén (Citrus aurantifolia) donde se encontraron 2 i1soformas de la enzima
bajo las mismas condiciones (Aghajanzadeh et al., 2016a). En general, para que el
tratamiento térmico convencional sea eficiente se requiere un tiempo prolongado de
calentamiento que conduce a un deterioro de la calidad del jugo, afectando el color, el
contenido de vitaminas y las caracteristicas reologicas (Ling et al., 2015).

Otra alternativa es el uso de las microondas, las cuales, en el espectro
electromagnético, se encuentran en el rango de 300 MHz y 300 GHz. Durante la
pasteurizacion mediante microondas, el jugo es colocado entre los electrodos donde
las moléculas polares (como el agua) y los compuestos 16nicos (como las sales) se
reorientan continuamente para alinearse con el campo eléctrico (Aghajanzadeh y
Ziaiifar, 2018). Demirdéven y Baysal (2016), utilizaron un sistema de calentamiento
con microondas (900 W, 2450 MHz) para procesar jugo de naranja Navel, donde
encontraron una reducciéon del 95.36 y 93.04% en la actividad de PME usando
condiciones de tratamiento de 40 mL min-1/83°C y 50 mL min-1/75°C,
respectivamente. En la literatura no se han reportado estudios acerca de la variacion
de la actividad PME durante el almacenamiento de jugos de citricos, sin embargo,
en un estudio realizado en jugo de guayaba se report6 que no se detect6 actividad
PME durante el almacenamiento (Salazar-Gonzalez et al., 2014).

También se ha utilizado el calentamiento 6hmico para la inactivacion de
la PME. Este método consiste en el paso de una corriente eléctrica a través de los
alimentos, los cuales oponen una resistencia eléctrica y esto provoca el aumento de
la temperatura interna de los mismos (Kaur y Singh, 2016). Leizerson y Shimoni
(2005), observaron una reducciéon en la actividad PME del 90-98% durante el
calentamiento 6hmico de zumo de naranja Shamouti (50 Hz, 20 cm distancia entre
electrodos, 8 kV voltaje maximo). Ademas, encontraron que la actividad PME no
se altero significativamente durante el almacenamiento del jugo durante 100 dias,
lo que refleja la inactivacion irreversible de la enzima mediante este tratamiento.
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Igualmente, Demirdéven y Baysal (2014) obtuvieron una reduccion del 96% de la
actividad PME después de un tratamiento de calentamiento 6hmico (69°C, 50 Hz,
42 V-cm-1) de jugo de naranja Navel.

Inactivaciondelapectin metilesterasa portratamientos
no-térmicos

Las principales desventajas de los tratamientos térmicos son la pérdida de las
propiedades nutricionales, organolépticas y sensoriales del jugo. Por lo cual, para
producir jugos con mejor calidad, los investigadores han optado por el empleo de
tratamientos no-térmicos como los campos eléctricos pulsantes, el ultrasonido y las
altas presiones hidrostaticas (Swamy et al., 2018).

Los campos eléctricos pulsantes son una tecnologia eficiente, aplicada en el
procesamiento de diversos alimentos, principalmente en la producciéon de zumos.
En este proceso los jugos se someten a pulsos eléctricos controlados de alto voltaje
(hasta 70 kV -cm-1) por algunos microsegundos, para desactivar microorganismos y
enzimas (Buckow etal., 2011). Debido a los cambios en la estructura conformacional
de las proteinas, la PME se inactiva durante este tratamiento (Samaranayake y Sastry,
2016). Utlizando esta tecnologia, Elez-Martinez et al., (2007) lograron reducir
hasta en un 80% la actividad PME en jugo de naranja Navelina (35 kV cm-1 por 1
500 ps). Asimismo, Agcam y col. (2014) redujeron hasta en un 93.8% la actividad
PME con pulsos eléctricos (25.3 kV -cm-1 por 1 206 ps) y observaron que no habia
deteccion de la actividad durante 180 dias de almacenamiento a 4°C.

Otro de los tratamientos utilizados para la inactivaciéon de la PME es el
ultrasonido. Durante este tratamiento en los jugos se generan micro-burbujas que
estallan violentamente, se forman cuando las ondas sonicas pasan a través de los
liquidos (Swamy et al., 2018). Al aplicar el tratamiento con ultrasonido, Tiwari et al.,
(2009) obtuvieron una reducciéon del 62% en la actividad PME con una frecuencia
de 20 kHz y una potencia acustica de 1.05 W mL-1.

Igualmente, se ha estudiado la inactivacion de la PME con altas presiones
hidrostaticas,donde se han empleado presiones entre 100y 800 MPapara garantizarla
efectividad del tratamiento. Mediante estas presiones se logran alterar las estructuras
secundarias y terciarias de las proteinas, provocando una inestabilidad y pérdida de
la actividad enzimatica (Augusto et al., 2018). Torres et al., (2016), lograron reducir
hasta un 90.05% la actividad PME mediante el uso de este procesamiento, al aplicar
500 MPa de presion durante 15 min a 50°C en jugo de naranja.

Indiscutiblemente, la inactivaciéon de la PME es una necesidad basica en la
industria de los jugos de citricos para mantener su estabilidad y asi lograr una mayor
aceptacion por los consumidores. Debido a esto se presentan una gran variedad



de tratamientos térmicos y no-térmicos, no obstante, los elevados costos de los
tratamientos no-térmicos dificulta que estos sean escalados a la industria de los zumos,
por lo cual la opcién mas viable hasta ahora continta siendo el uso de los tratamientos
térmicos y ocasionalmente una combinacion de los tltimos con los no-térmicos.

Aplicaciones tecnolégicas de la pectin metilesterasa
en la industria alimentaria

Mas alla del alto impacto que la PME cobra en la industria de los citricos, esta es una
enzima capaz de influir en multiples campos de la ciencia y tecnologia de alimentos.
Sus aplicaciones se encuentran estrechamente relacionadas a su capacidad para
modificar las propiedades estructurales de la pectina. Dicho polisacarido encuentra
vastas aplicaciones en la industria alimentaria al ser aplicado como espesante,
estabilizante y gelificante (Buchweitz et al., 2013; Garrido et al., 2015; Gémez et al.,
2013). De tal modo que el rol desempeiiado por la PME se ubica en su mecanismo
especifico de accion, el cual produce bloques de residuos de acido galacturénico de-
metilesterificados (Kim et al., 2005; Kim et al., 2013). Dicho patrén de acciéon ha
demostrado promover el entrecruzamiento de las moléculas de pectina en mayor
proporcion que la hidrolisis aleatoria (caracteristica de bases y PME’s fungicas)
(Slavov et al., 2009). Adicionalmente, se ha demostrado que la reaccién catalizada
por la PME a diferencia de la desesterificaciéon generada por bases, no depolimeriza
la pectina (Hotchkiss et al., 2002), siendo el peso molecular otra caracteristica
estructural relevante en este polisacarido, ya que las cadenas de alto peso molecular
brindan un mayor nimero de sitios de interaccion para la asociacion de moléculas
de pectina (Yoo et al., 2009).

Uno de los principales usos de la pectina en alimentos se encuentra en la
formacion de geles, que posteriormente pueden ser empleados en la formulacion
de jaleas y mermeladas (May, 1990). El proceso de gelificaciéon puede inducirse
en pectinas de bajo metoxilo (grado de esterificacion <50%) a pH acido con la
adicion o no de aztcares, o bien por el entrecruzamiento de las cadenas con calcio
(Figura 2) (Han et al., 2017; Yuliarti et al., 2017). No obstante, es posible generar
la gelificacion de pectinas de alto metoxilo (grado de esterificacion >50%) debido
a la formacion de bloques desesterificados (producidos por la PME), con la adiciéon
de calcio (Cameron et al., 2005). Las pectinas modificadas por catalisis de la PME
poseen un valor agregado en la produccién de jaleas, dado que su gelificaciéon no
requiere la adicién de azucares, favoreciendo la formulaciéon de un producto con
reduccion en el contenido de azicar (Wang et al., 2013).
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Mejoramiento de textura por tratamientos con pectin
metilesterasa

Para evitar la degradacion de las propiedades de los frutos, especificamente textura,
se han propuesto varios procedimientos, entre estos los tratamientos centrados en
la activacion de la PME, la cual puede promover la mejora de la textura de frutas
y verduras mediante la formaciéon de pectinas de bajo metoxilo (Sanjuan et al.,
2005). Considerando que las pectinas son uno de los principales componentes de
las paredes celulares vegetales, el entrecruzamiento de sus cadenas por medio de
1ones divalentes, genera una mayor firmeza en el tejido vegetal (Fig. 2) (Jolie et
al., 2010; Ochoa-Villarreal et al., 2012). Este tipo de tratamiento es cominmente
realizado mediante la activacién de la PME enddgena por métodos de escaldado
a bajas temperaturas por tiempos prolongados (Abu-Ghannam y Crowley, 2006).
No obstante, en casos donde la actividad endégena de esta enzima es demasiado
baja, se opta por la alternativa de la infusién al vacio de una PME exdgena de
alta actividad (eg PME citrica), este tipo de procedimiento ha mostrado buenos
resultados cuando ha sido probado en frutas como fresas y mangos (Duvetter et al.,
2005; Sirjjariyawat et al., 2012).

La participacion de la PME en las modificaciones estructurales de la pectina
presente en frutas y los vegetales la vuelve una enzima importante. En los citricos el
estudio de esta enzima tiene peso especifico debido a las diversas aplicaciones que
posee en la industria alimentaria, principalmente en el mejoramiento de la textura 'y
estabilidad de zumos, ademas de su participacion en la sintesis de pectina empleada
como aditivo alimentario para la gelificaciéon. Al mismo tiempo, cabe destacar
que un importante nimero de estudios relacionados con la PME se enfocan a la
obtenida de naranja, volviendo a este y otros citricos una importante fuente de esta
enzima, al contarse con una importante fuente de datos sobre sus caracteristicas.
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Capitulo V

Uso de la cascara de naranja para la
obtencion de polimetoxiflavonas (PMF), como

compuestos bioactivos antiinflamatorios

Dra. Rocio Margarita Uresti Marin!
M.S.P Melissa Daniela Gonzdlez Hinqjosag
Dra. Frida Carmina Caballero Ri¢'03

Resumen

Los citricos son frutas econémicamente importantes y dentro de ese grupo, las
naranjas son las mas procesadas a nivel industrial, siendo el jugo el principal
producto. El procesamiento de citricos genera enormes cantidades de residuos
organicos cada ano, que representan una preocupacion econémica y ambiental,
para las cuales se requieren estrategias de valorizacion. Los residuos citricos que se
obtienen después de extraer el jugo, constan de cascara (60 - 65%), tejidos internos
(30 - 35%) y semillas (0 - 10%), con altos niveles de aztcares solubles, pectina,
proteinas, hemicelulosas y celulosa. Adicionalmente, pueden extraerse compuestos
bioactivos para ser utilizados como suplementos que permiten disminuir la
incidencia de sintomas o procesos de respuesta inmunitaria, como la inflamacion.

La inflamacién cronica es reconocida como una de las principales causas
subyacentes de diversas enfermedades degenerativas, entre las que se incluyen
las cardiovasculares, la enfermedad de Alzheimer, la diabetes mellitus (DM), y el
cancer (CA). La limitaciéon de las terapias antiinflamatorias actuales es ampliamente
identificada y evidente en los esfuerzos continuos de la industria farmacéutica para
desarrollar medicamentos que se dirigen a pasos especificos en la cascada inflamatoria.
Los productos naturales tienen el potencial de llenar este vacio terapéutico, al abordar
la complejidad de la cascada inflamatoria, lo que reduce los efectos secundarios y las
reacciones compensatorias que requieren tratamiento complementario.

Las polimetoxiflavonas (PMF), son un grupo unico de flavonoides poli-
metilados y han demostrado tener muchos efectos beneficiosos para la salud. La
evidencia cientifica indica que los PMF exhiben diversas actividades biologicas, tales
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como propiedades anticancerigenas, antiinflamatorias, antivirales, antiaterogénicas
y antidiabéticas. La cascara de naranja es rica en PMF. Las PMF exhiben fuertes
efectos antiinflamatorios, tanto a nivel de expresion génica como de actividad
enzimatica. Las PMF se encuentran exclusivamente en las cascaras del género Citrus,
particularmente en las cascaras de naranjas dulces (Citrus sinensis) y mandarinas
(Catrus reticulate). Lia nobiletina y la tangeretina son derivados de las PFM y son
considerados compuestos bioactivos con propiedades antiinflamatorias, porque
podrian suprimir la expresion de mediadores proinflamatorios. Las PMF solas o en
combinacion con otros medicamentos, representan candidatos prometedores para
desarrollar nuevas terapias o mejorar las existentes. La excelente bioactividad y
biodisponibilidad i vitro e in vivo de las PMF esta atrayendo a mas y mas cientificos
nutricionales y medicinales a realizar estudios clinicos para beneficio de los humanos
en la prevencion y el tratamiento de enfermedades.

Palabras clave: Cascara de naranja, polimetoxiflavonas, inflamacion, antiinfla-
matorios.



Introduccion

El término citrico se origin6 de la palabra griega kedros, que denota arboles como el
cedro, el pino y el ciprés. Como el olor de las hojas y frutos de los citricos recuerda
al del cedro, el nombre de citrico se ha aplicado a la cidra, que es uno de los frutos
originales a partir de los cuales todos los demas tipos de citricos se desarrollaron,
la cidra se usa ampliamente en la cocina asiatica, en medicinas tradicionales y
perfumes. Carlos Linneo agrupé todas las especies de citricos que conocia en el
género Citrus. Al fruto de los citricos se les llama en forma general hespérides,
por la manzana dorada que se producia solo en el jardin de Hera y que cuidaban
las ninfas Hespérides, de la mitologia griega. El origen de los citricos es el sudeste
asiatico, incluido el sur de China, el noreste de India y Birmania. Ninguna especie
de citricos es originaria de América. La toronja, en la actualidad asumida como un
hibrido del pomelo con la naranja, se originé en Barbados. Viajeros y misioneros
ayudaron mucho a la propagaciéon de los citricos. Como se supo que las frutas
frescas son el mejor remedio contra el escorbuto, la Armada britanica obligd a los
marineros a tomar jugo de limén diariamente. Se ha documentado que Colén tomo
de las islas Canarias semillas de naranjas, limones y citricos en su segundo viaje
(1483), que desembarcé en Hispaniola (Haiti). La primera mencién de citricos en el
continente de América se encuentra en un manuscrito escrito en 1568, descubierto
en los archivos de Guatemala. Las semillas fueron traidas de Cuba a Veracruz en
1518 (Spiegel y Goldschmidt, 1996).

En los ultimos afios, se ha observado un consumo creciente de frutas y
verduras, debido a que la poblacién tiene mayor conocimiento e interés en los
beneficios para la salud que aportan sus nutrientes y compuestos bioactivos. Los
citricos solo son superados por la uva (mayormente utilizada para vino) en la
superficie plantada y volumen de produccion entre los arboles frutales. Las frutas
citricas se encuentran entre las frutas mas cultivadas en las regiones tropicales
y subtropicales de todo el mundo, con una producciéon mundial de mas de 88
millones de toneladas por ano. La naranja dulce (Citrus sinensis) es la fruta principal,
constituye aproximadamente el 70% de la produccién y el consumo total de citricos.
Otras frutas citricas, como mandarina (Citrus reticulata), toronja (Citrus vitis), lima
(Citrus aurantifolia) y el limoén (Citrus limonum) también se cultivan y consumen en
gran medida. La caracterizaciéon quimica muestra que, aproximadamente el 87%
de los citricos es agua, mientras que el 13% restante consta de varios constituyentes
(10% minerales, 5% aceites esenciales, 3% grasas, 9% proteinas, 11% fibra, 16%
acido citrico, 21% pectinas, 10% glucésidos y 15% pentosanos). La pulpa y el jugo
son las partes comestibles, mientras que las paredes segmentadas, los residuos de la
cascaray las semillas se consideran subproductos del procesamiento. De los s6lidos
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solubles que predomina en las frutas citricas, los carbohidratos simples representan
el 70% en los jugos, mientras que en la pulpa el 40% son carbohidratos simples y
el 50% son polisacaridos (Zema et al., 2018).

El consumo de fibra dietética proveniente de frutas y hortalizas desempeiia
un papel importante en la prevencion, reduccién y tratamiento de enfermedades
cronicas, trastornos gastrointestinales, obesidad, DM, CV y CA; también promueve
funciones fisiologicas, como la reduccién de los triglicéridos y el control de la
glucosa en la sangre. Los subproductos de frutas, hortalizas y granos enteros
son fuentes abundantes de fibras dietéticas y compuestos funcionales (Rafiq et
al., 2018). El acido citrico es el acido organico dominante en los citricos, y el
jugo de limoén tiene la mayor acidez con mas de 48 g/L de acido citrico. El sabor
del jugo se ve afectado principalmente por los azdcares y los acidos organicos,
mientras que los compuestos organicos volatiles estan asociados con el aroma, el
cual se debe principalmente al acido citrico y al acido malico, ademas de algunos
compuestos aromaticos especificos. Los monosacaridos presentes son la glucosa
y la fructosa, con presencia del disacarido sacarosa. La hemicelulosa citrica esta
compuesta de xilano, arabinosa y galactanos, mientras que las sustancias pécticas
basicamente son galacturonanos (Sharma et al., 2017). Las naranjas son las mas
procesadas de todas las frutas citricas, seguidas de los limones y limas, las toronjas
y las mandarinas. Los paises con procesamiento mas alto de naranjas son Brasil,
Estados Unidos, la Union Europea, México y China. Las mandarinas se procesan
principalmente en China, la Unién Europea, Estados Unidos, Argentina y Corea
del Sur, la toronja se cultiva principalmente para el consumo en fresco, y los
principales paises procesadores son Estados Unidos, Sudafrica, Israel, México y
la Unién Europea. Los principales paises que procesan limones son Argentina,
México, Estados Unidos, la Unién Europea y Sudafrica. El principal producto
de la industria de procesamiento de citricos es el jugo, que se utiliza en muchas
bebidas (por e¢jemplo, jugos congelados, concentrados, frescos, etcétera) y le siguen
los aceites esenciales (Figura 1). Sin embargo, son diferentes los productos que se
obtienen de los citricos (Figura 2) (Zema et al., 2018).
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19



120

[ Jugo

.
Jugo natural Vinagre
Vino

Jugos A
Jugo en polvo

Jugos
concentrados | Jugos reconstruidos

Enlatado de mandarina en

— Productos | £&jos, en almibar o gelatina
Producto Principal 4 enlatados
Enlatado de coctel de
frutas
Compota
Mermelada y jalea Gelatina
Mermelada
Productos Conservas en almibar
de azticar . -
Conservas de citricos
- Conservas .
g Dulce de céscara
=]
g - Chenpi (condimento de
s céscara de mandarina)
2
=
Aceites esenciales, Limonenos
Pienso
r Compuestos bioactivos: hesperidina,
Cascara v naringina, sinefrina, polimetoxiflavonas
tangeretina, nobiletina, etc.
Pectina, Fibra dietética
Producto Secundario + Productos fermentados
— -
Aceites
Semillas
= Pienso

F igura 2. Utilizacién de citricos y sus productos (Ye, 2018)

Subproductos de citricos

Laindustrializacion es un importante promotor de la economia de cualquier nacion,
sin embargo, durante el procesamiento de alimentos se obtiene una gran cantidad
de residuos organicos, que son vertidos en el medio ambiente. La btsqueda de un
medio ambiente limpio y sostenible ha estimulado innumerables investigaciones
sobre la utilizaciéon ventajosa de la biomasa residual para diferentes productos.
Del mismo modo, se han buscado diferentes estrategias para utilizar los residuos



organicos como fuentes de compuestos bioactivos, con diferentes aplicaciones
medicinales. La economia considera la reutilizacion y el reciclaje de cualquier tipo
de residuos en procesos biotecnologicos para obtener subproductos y contribuir al
desarrollo de una economia basada en la biotransformacion. La valorizacion de los
residuos organicos abre la puerta al desarrollo de estrategias innovadoras para la
extraccion de compuestos organicos (Cuadro 1) (Pleissner et al., 2016).

Cuadro 1. Residuos organicos y sus aplicaciones (Pleissner et al., 2016)

Residuos organicos Aplicacion

Frutas y vegetales Antioxidantes, flavonoides, fenoles, carotenoides, lipidos,
fitoquimicos, fuente de carbono

Desperdicio animal Carne y derivados, proteinas, enzimas, colageno, gelatina,
fuente de nitrégeno, minerales traza

Productos lacteos Fuentes de carbono y nitrégeno

Residuos de aceite Esteres metilicos de 4cidos grasos, glicerol, acido ertcico

Biomasa celulésica Fitosteroles, polipropileno, 4cido acrilico, isobutanol,

tioéster, ésteres

Lignina Polihidroxialcanoatos, acido adipico

Las industrias de procesamiento de citricos generan enormes cantidades de residuos
organicos de citricos (ROC), que pueden tener un inmenso valor econémico, al
transformarlos en subproductos, para ser fuentes seguras de fibras dietéticas y
compuestos bioactivos. Los ROC consisten en: (1) cascara y pulpa, (2) fruta que no
ha sido procesada porque se daid y/o no se ajust6 a los estandares de calidad y
(3) productos excedentes devueltos. Después de la produccion de jugo de naranja,
los desechos se componen de 60 a 65% p/p de cascaras, 30 a 35% p/p de tejido
interno y el resto de las semillas (Negro et al., 2016). Los ROC tiene un nivel de
pH bajo (3 - 4) y se caracterizan por tener un alto contenido de materia organica
(95% del total de solidos) y un alto contenido de agua (alrededor del 80 - 90%). El
cuadro 2 resume la composicion proximal de los principales ROC, producidos en las
industrias de procesamiento de citricos (Satari y Karimi, 2018).

Cuadro 2. Composicion proximal de algunos de los principales subproductos de los citricos
(% de base seca) (Satari y Karimi, 2018)

Residuos Azucares | Lipidos | Flavonoides | Pectinas | Celulosa | Hemicelulosa

Cascara de limoén 6.52 1.51 12.54 13.00 23.06 8.09
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Residuos Azucares | Lipidos | Flavonoides [ Pectinas | Celulosa | Hemicelulosa
Cascara de na- 9.57 4.00 4.50 23.02 37.08 11.04
ranja dulce

Residuos de 22.9 3.78 - 25.00 22.00 11.09
citricos*

*Mezcla de cascaras de naranja y pomelo, semillas y residuos de hojas después de la extracciéon del jugo.

La composicion de los ROC incluye algunos lipidos, azticares libres (glucosa, fructosa
y sacarosa), acidos organicos, polimeros de carbohidratos (celulosa, hemicelulosa y
pectina),enzimas(pectinesterasa, fosfatasayperoxidasa), flavonoides (polimetoxiflavonas,
aceites esenciales (principalmente limoneno) y pigmentos (Boukroufa et al., 2015).
Los acidos organicos forman aproximadamente el 1% del peso seco. Cabe destacar
que, cuando se obtiene ROC de una fabrica de produccion de jugo, también contiene
semillas de citricos, que se caracterizan por tener un alto contenido de aceite, con un
perfil predominante de acidos grasos C16 y C18 (Anwar et al., 2008). Con respecto a
los impactos negativos de la produccion de una cantidad tan enorme de ROC para
el medio ambiente y también la contribucion de los productos derivados de ROC a
la bioeconomia, la valorizacion de ROC a alimentos, piensos y combustibles es una
necesidad apremiante. En la figura 3 se muestran algunos de los subproductos que
pueden extraerse de los ROC, dandoles valor agregado (Satari y Karami, 2018).
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Figura 3. Esquema de la cadena de procesamiento de residuos de cascara de citricos (Zema et al., 2018)



Las grandes cantidades de subproductos y las caracteristicas peculiares de los
residuos del procesamiento de los citricos implican restricciones considerables
para su manejo, debido a requisitos legales internacionales relacionados con el
cuidado del medio ambiente. Todas las opciones de tratamiento/valorizaciéon
para residuos de cascara de los citricos dependen de un gran ntimero de factores
que afectan la viabilidad econdémica. Actualmente, hay mas conciencia e
investigacion para cambiar las actitudes tradicionales, que consideran los residuos
del procesamiento de los citricos como un desperdicio que debe eliminarse en los
vertederos, en lugar de verlos como un recurso valioso para reutilizarlo (Zema
et al., 2018). Desde el punto de vista econémico, los residuos organicos son un
problema importante, porque el costo de su manejo influye en el precio final del
producto, que aumenta significativamente debido a esa actividad. Enla actualidad,
los productores y la industria alimentaria estan buscando formas innovadoras de
utilizar estos residuos organicos como subproductos para una mayor explotacion

en la produccion de aditivos o suplementos con alto valor nutricional y funcional
(De Ancos et al., 2015).

Compuestos bioactivos presentes en citricos

Los compuestos bioactivos presentes en frutas, hortalizas y granos enteros son
fitoquimicos capaces de modular los procesos metabdlicos y dar como resultado
la promocién de una mejor salud (Gil-Chavez et al., 2013). Exhiben efectos
beneficiosos como la actividad antioxidante, la inhibicion o la induccién de enzimas,
la inhibicion de las actividades de los receptores y la induccion e inhibicion de
la expresion génica (Correia et al., 2012). Abarcan una mezcla extremadamente
heterogénea de sustancias organicas (compuestos polifendlicos, carotenoides,
tocoferoles, fitoesteroles y compuestos organosulfurados), con diferentes estructuras
quimicas (hidréfilas o lipoéfilas), distribuciéon en la naturaleza (especifica para
especies vegetales o ubicua), rango de concentraciones, tanto en los alimentos y en
el cuerpo humano, posible sitio de accion, efectividad contra especies oxidativas y
especificidad y accion biologica (Galanakis, 2017). El potencial de los componentes
bioactivos, dentro de los alimentos, para ejercer sus efectos en el cuerpo, depende
de su liberacion de la matriz, los cambios durante la digestion, la absorcion, el
metabolismo ylabiodistribucién, incluso antes de considerarlos factores relacionados
con la dosis y el huésped; es decir, estos compuestos deben estar biodisponibles
antes de ejercer su bioactividad. Una de las lineas de investigacion innovadoras
ha revelado que los residuos organicos son una fuente importante de fitoquimicos,
que pueden utilizarse como aditivos naturales e ingredientes funcionales en la
formulacion de nuevos alimentos. Por lo tanto, la recuperacion y el reciclaje de
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estos subproductos se vuelven cada vez mas atractivos, econémicamente, para las
industrias de procesamiento de citricos (Bohn et al., 2015).

Lapreparacion de alimentos enriquecidos con compuestos bioactivos requiere
la integracion de diversos aspectos bajo evaluacion. Estos incluyen seleccionar la
fuente apropiada, detectar los compuestos bioactivos, aplicar técnicas de separacion
y recuperacion, realizar evaluaciones toxicologicas y, finalmente, tomar mediciones
de estabilidad, actividad y bioaccesibilidad. En este punto, es importante definir
con cuidado los términos biodisponibilidad, bioaccesibilidad y bioactividad, que
a menudo se usan indistintamente para expresar funciones similares. Es mas
importante conocer la cantidad de compuestos bioactivos biodisponibles. Las
caracteristicas quimicas de los compuestos bioactivos, incluida la solubilidad,
hidrofobicidad, peso molecular y configuracion del 1somero, se encuentran entre
los factores que afectan su bioaccesibilidad y biodisponibilidad (Galanakis, 2017).

La bwdisponibilidad es la porcion de los nutrientes o fitoquimicos digeridos, que
pueden ser absorbidos y metabolizados por vias normales de ingesta y usualmente
se mide utilizando métodos  viwo (Srini, 2001).

La bioaccesibilidad se define como la cantidad de un componente que se libera
de la matriz alimentaria al tracto gastrointestinal (GI) y, por lo tanto, esta disponible
para la absorcion (Heaney, 2001).

Se pueden usar varias metodologias para evaluar la buwaccesibilidad y la
biodispoibilidad de los compuestos bioactivos: 1) Modelos i vitro (digestion con GI
simulada, membranas artificiales, células Caco-2, membranas celulares, etcétera);
i) Modelos ex vivo (6rganos GI en condiciones de laboratorio); iii) Modelos i situ
(perfusion intestinal en animales); y 1v) Modelos i vivo (estudios en animales y
humanos) (Carbonell-Capella, et al., 2014).

La biacitividad es el efecto especifico obtenido por la exposicion a una sustancia
determinada. Incluye la captacion de la misma en los tejidos y la consecuente
respuesta fisiologica (por ejemplo, efecto antioxidante o antiinflamatorio). También
incluye informacion sobre cémo se transportan los compuestos bioactivos y como
llegan al tejido objetivo, cémo interactian con las biomoléculas, el metabolismo y
las caracteristicas de biotransformacion, asi como la generacion de biomarcadores
y las consiguientes respuestas fisiologicas. La medicion de la bioactividad (in vivo, ex
vivo e wn vitro), se basa en los eventos que tienen lugar durante el tiempo en que los
componentes bioactivos interactian con las biomoléculas. Esta interacciéon genera
un metabolito, una senal o una respuesta que debe continuar, modular o amplificar,
hasta que se produzca la respuesta fisiologica sistematica (beneficio para la salud).
Los procedimientos experimentales utilizados para medir la bioactividad deben
ajustarse a cada reclamo de beneficios de salud por separado. El respaldo cientifico



de las afirmaciones de lo que puede hacer un alimento (propiedades saludables o
riesgo reducido de enfermedad) se basa en datos de bioactividad (Galanakis, 2017).

Varios estudios han reconocido a las frutas citricas como remedios
terapéuticos, por ejemplo: naranjas para curar el escorbuto (Magiorkinis et al.,
2011), jugos de naranja, lima y limén como remedios para la prevencién de la
formacion de calculos renales (Pak, 2004), los pomelos como agentes capaces de
disminuir la presion arterial e interferir con los bloqueadores de los canales de calcio,
los flavonoides citricos con propiedades capaces de modular el metabolismo de los
lipidos hepaticos (Cha et al., 2001), el jugo de naranja para prevenir y modular los
procesos inflamatorios (Assis et al., 2013), polifenoles de cascara de kumquat como
agentes antioxidantes eficaces (Sadek et al., 2009), jugo de toronja, que tiene efectos
antigénicos (Alvarez-Gonzales et al., 2010). Existe una creciente aceptaciéon de que
los fenoles, aminoacidos, aceites esenciales, pectina, carotenoides, flavonoides y
vitamina G, presentes en los citricos, ejercen efectos benéficos en la prevencion de
enfermedades degenerativas (Yiy Ren, 2017).

Se han publicado diferentes revisiones cientificas, que resumen los estudios
relacionados conla obtencion de compuestos bioactivos a partir de residuos organicos
y su aplicacién en el disefio de nuevos alimentos funcionales. Asi, Schieber et al.,
(2001), realizaron una de las primeras revisiones sobre la utilidad del procesamiento
de productos de frutas y hortalizas, como materia prima de bajo costo, para la
producciéon de compuestos bioactivos, entre los que destacan los compuestos
fendlicos, con propiedades antioxidantes y antiinflamatorias (Yu y Ahmedna, 2013).
Los citricos han sido examinados en busca de compuestos bioactivos (Cuadro 3),
como los flavonoides, limonoides, cumarinas, aceites volatiles y carotenoides, que
pueden ayudar a reducir el riesgo de muchas enfermedades crénicas. La actividad
biolégica de estos compuestos se ha estudiado mediante intervencion i vitro, in vivo 'y
en humanos. De los citricos, la pulpa, la cascara, e incluso las frutas jovenes, caidas
de los huertos, se utilizan como materia prima para la extraccion de compuestos
bioactivos (Rafiq et al., 2018). En la actualidad, las demandas de los compuestos
bioactivos se han incrementado drasticamente (Sharma et al., 2017).
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Cuadro 3. Propiedades bioldgicas de compuestos bioactivos en residuos citricos (Sharma et

al., 2017)

Compuesto bioactivo

Funcién

Mecanismo de acciéon

Aceite esencial

Efecto antibacteriano

Los componentes activos influyen en ciertas fun-
ciones metabolicas de las células microbianas

Hesperidina y narigina | Actividad antiplaque- | Inhibe la formacién de tromboxano A2
taria
Hesperidina Antiinflamatorio Inhibe la sintesis de eicosanoides y promueve

la actividad del eliminador de radicales libres
antioxidantes

Flavonoides (naringeni-
nay rutina)

Efecto antimutagé-
nico

Protege el ADN al interactuar directamente con
los agentes tumorales

Flavonas polifenoles

Efecto antiprolifera-
tivo

Inhibe la proliferacién de células MDA-MB-435,
MCF-7 y cancer de mama humano

Flavonoides Enfermedades cardio- | Mejora la vasodilataciéon coronaria, disminuye
vasculares la actividad de las plaquetas para coagular la
sangre y evita que las lipoproteinas de baja
densidad de oxiden
Flavonoides Efecto neuroprotector | Protege las neuronas corticales contra el estrés
oxidativo
Polimetoxiflavonas Efecto antiinflama- Inhibe la expresion de genes y las enzimas invo-

torio

lucradas en la inflamacion

Nobiletina y la tange-
retina

Efecto antiinflama-
torio

Suprimir la expresién de mediadores proinfla-
matorios

Los compuestos bioactivos extraidos de los citricos tienen propiedades antioxidantes,
anticancerigenos, antitumoral, antiinflamatorios y antivirales. También eliminan
especies reactivas de oxigeno, rejuvenecen las enzimas antioxidantes del cuerpo,
inhiben varias vias de sefalizacion, actian sobre las vias apoptoticas intrinsecas
y extrinsecas, suprimen los mediadores inflamatorios y detienen el ciclo celular
(Kaur y Kaur, 2015). También se ha investigado que, algunos de estos compuestos
bioactivos forman enzimas protectoras en el higado y bloquean el dano de los
materiales genéticos en las células (Sharma et al., 2017). El pericarpio de mandarina
seco y madurado es una de las hierbas medicinales chinas mas famosas que figuran
oficialmente en la Farmacopea China. Se ha utilizado ampliamente para tratar la
indigestion y las enfermedades respiratorias inflamatorias, como la bronquitis y
el asma, es eficaz para resolver la tos y la flema, estimular el apetito y mejorar las
funciones del sistema inmunologico (Xu et al., 2007). La cascara de citricos es usada
para aliviar el malestar estomacal, la tos, la inflamacion de la piel, el dolor muscular y
las infecciones por tifia, asi como para disminuir la presion sanguinea (Li et al., 2009).



El proceso de la inflamacion en el desarrollo de las
enfermedades
La inflamaciéon es la expresion patente del sistema defensivo del organismo, en
respuesta a una agresion. Las enfermedades, cuya respuesta es la inflamacion, son
causa importante de mortalidad y morbilidad en los humanos. La inflamacion es
una cascada de respuestas inmunitarias que intervienen en la defensa del huésped
contra los patdgenos invasores, asi como en la patogénesis de diversas enfermedades
cronicas. La inflamacion puede ocurrir en ausencia de patdégenos, contribuyendo al
dafio tisular y conduciendo a la enfermedad. El inicio de la respuesta inflamatoria
se caracteriza principalmente por cambios en el flujo sanguineo, un aumento en
la permeabilidad de los vasos sanguineos y la migracion de fluidos, proteinas y
glébulos blancos. La finalizacién de la respuesta inflamatoria, también conocida
como resolucién, esta menos caracterizada, pero estudios recientes indican que no
€s un proceso pasivo, sino un programa altamente orquestado, coordinado por una
compleja red reguladora de células y mediadores que cesan la inflamacién de una
manera especifica, por tiempo limitado (Titos y Claria, 2013).

Las respuestas inflamatorias pueden tornarse excesivas o persistentes, debido
a la acumulacion de células activadas y sus productos de secrecion. Los macrofagos
son uno de los principales tipos celulares involucrados en la inflamacion, ya que su
capacidad de reconocer, fagocitar y destruir patogenos los hace parte esencial de la
denominada inmunidad innata. Sin embargo, la presencia y proliferacion excesiva
de los macrofagos en la inflamacién crénica, puede ser perjudicial, y en particular su
participacion en un diverso nimero de alteraciones, como el sindrome inflamatorio
sisttmico (Ripoll et al., 2005). Comprender céomo las células inmunitarias
coordinan sus actividades para iniciar, modular y terminar la inflamacion, es
clave para desarrollar intervenciones efectivas que permitan preservar la salud y
combatir enfermedades (Chen et al., 2017). El sistema inmunologico protege de los
microorganismos. Cuando los microbios ingresan al cuerpo, provocan reacciones
bioquimicas y celulares que eliminan a los intrusos y restablecen la esterilidad de los
tejidos. Estas reacciones se conocen colectivamente como 'inflamacién aguda' y son
vitales para la proteccién temprana contra los microbios. La inflamacién aguda se
basa principalmente en reacciones bioquimicas y en células inmunes innatas, como
los neutréfilos y los monocitos/macréfagos para aislar los microbios de los tejidos
normales, evitando asi que los microbios establezcan un nicho dentro del cuerpo
y, finalmente, neutralicen a los intrusos. La inflamacién aguda se inicia mediante
la activaciéon de una variedad de genes inflamatorios que codifican moléculas de
adhesion. Cuando las infecciones no se resuelven durante la respuesta inflamatoria
aguda, se produce una inflamacién créonica (Radi et al., 2001).
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La inflamaciéon crénica involucra entidades bioquimicas y una amplia
gama de células inmunes innatas y adaptativas mas complejas que la inflamacion
aguda, incluidos varios tipos de linfocitos. Por lo tanto, la inflamacién crénica tiene
mayores capacidades para combatir una gama mas amplia de microorganismos. La
inflamaciéon crénica también corre un mayor riesgo de dano colateral a los tejidos
sanos. El dano tisular puede, a su vez, convertirse en un nuevo desencadenante de
la inflamacién, prolongando y exacerbando la inflamacién crénica. La inflamacion
cronica es ampliamente reconocida como una de las principales causas subyacentes de
diversas enfermedades degenerativas (Figura 4). La inflamacion cronica se caracteriza
por la duracién prolongada de infecciones persistentes, enfermedades inflamatorias
mediadas por el sistema inmunitario o la exposicién prolongada a reactivos toxicos. Se
cree que, durante la inflamacién crénica grave, la acumulacion de destruccion tisular
causada por especies electrofilicas, junto con el dafio inducido porlas metaloproteinasas
proteoliticas, conduce a afecciones patologicas de diversas enfermedades, como la
cardiovascular, la enfermedad de Alzheimer, la DM y el CA (Coussens y Werb, 2002).

Aterosclerosis

Alzheimer

——( Artritis reumatoide )

Asma

(Enfermedad periodontal )

(~ Complicaciones de la
diabetes

Inflamaciéon

/‘

Obesidad

Osteoporosis

——( Cancer gastrico )

Osteoartritis

Figura 4. Enfermedades relacionadas con la inflamacion

Los estudios epidemiologicos y estudios moleculares han demostrado que las
condiciones inflamatorias aumentan el riesgo de malignidad. La inflamacién
cronica tiene efectos promotores de tumores por varios mecanismos, que incluyen
la proliferacion de células malignas, la angiogénesis y metastasis de tumores y la
alteracion de la respuesta tumoral a los farmacos quimioterapéuticos (Mantovani
et al., 2008). Una mejor comprension de los procesos que inician, impulsan y



terminan la inflamacién, tanto aguda como cronica, podria ayudar a descubrir
nuevos tratamientos, con impacto en la curacion de heridas, alergias y la salud
de la poblacién que envejece (Irimia y Wang, 2018). La limitacién de las terapias
antiinflamatorias actuales es ampliamente reconocida y evidente en los esfuerzos
continuos en la industria farmacéutica, para desarrollar medicamentos que se
dirigen a pasos especificos en la cascada inflamatoria. Los productos naturales tienen
el potencial de llenar este vacio terapéutico, al abordar la complejidad de la cascada
inflamatoria, lo que reduce los efectos secundarios y las reacciones compensatorias
que requieren tratamiento secundario (Gosslau et al., 2014). La inflamacion
dirigida ha sido reconocida como una estrategia prometedora, basada en la dieta,
para la prevenciéon de enfermedades cronicas impulsadas por la inflamacion. La
identificacion de varios compuestos proinflamatorios, como endotoxinas, citoquinas,
productos del metabolismo del acido araquidoénico, junto con la demostracion
de que se podria producir un sindrome clinico impulsé a la ciencia, la mision de
identificar mediadores antiinflamatorios, para inhibir, bloquear, neutralizar o limitar
los posibles efectos destructivos de estos compuestos proinflamatorios. La mayoria
de los investigadores en el campo reconocieron la importancia de interrumpir estas
vias inflamatorias lo antes posible (Guo et al., 2012).

Polimetoxiflavonas (PMF) en cascara de naranja
La céascara de citricos, aunque no se consume habitualmente, contiene una amplia
variedad de componentes secundarios con una actividad antioxidante sustancial, en
comparacion con otras partes de la fruta (Manthey y Grohmann, 2001). Los flavonoides
citricos son compuestos polifendlicos derivados especificamente de frutas citricas o
plantas, tales como naranjas, mandarinas, toronjas, limones y limas, que desempenan
un papel importante en la regulaciéon de la salud fisica. Los flavonoides citricos se
clasifican en tres tipos principales (flavanona, flavona y flavonol) (Nogata et al., 2006).
Los PMF a veces se consideran como un tipo individual de flavonoides, debido a su
estructura especial (polimetoxilada) y su alta actividad biologica (Li et al., 2009).

Se ha demostrado que las PMF exhiben fuertes efectos antiinflamatorios, tanto
a nivel de expresion génica como de actividad enzimatica (Manthey et al., 1999).
Los flavonoides se encuentran tipicamente en toda la fruta, mientras que los PMF
se encuentran exclusivamente en las cascaras del género Citrus, particularmente en
las cascaras de naranjas dulces (Citrus sinensis) y mandarinas (Citrus reticulate) (Gosslau
et al., 2014). Las PMF llevan dos o mas grupos metoxi (R-O-CH,) en su esqueleto
basico de benzo-y-pirona (15-carbono, C6-C3-C6) con un grupo carbonilo en la
posicion Cy, que tienen regularidad en la estructura basica. El nimero maximo
de grupos metoxilo puede ser de hasta siete, y sus anillos A, By C a veces estan
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sustituidos con un grupo hidroxilo (OH). En general, las PMF de los flavonoides
con grupos hidroxilo son responsables de la actividad antioxidante, citotoxica, y
otras, mientras que los grupos metoxilo estan asociados con la interaccién con
proteinas, membranas celulares y enzimas. Las PMF estan directamente asociadas
con la inhibicién de las enzimas involucradas en la inflamacion. Sin embargo, las
actividades todavia dependen del nimero y la posiciéon de los grupos hidroxilo y
metoxilo. Teniendo en cuenta las propiedades anteriores del grupo metoxilo y el
grupo hidroxilo, las PMF hidroxilados pueden combinar la mayoria de las ventajas
de ambos grupos funcionales (Ho y Kuo, 2014).

La infiltracién y la sobreproducciéon de mediadores inflamatorios, como los
radicales libres, las citoquinas y las quimiocinas, causaran la destruccion de la funcion
celular y tisular. Las prostaglandinas realizan tanto funciones relacionadas con la
homeostasis de diversos 6rganos como con el dolor, la inflamacién y el desarrollo
de neoplasias. Las prostaglandinas desempenan un papel clave en la generacion
de la respuesta inflamatoria. Su biosintesis aumenta significativamente en el tejido
inflamado y contribuye al desarrollo de los signos cardinales de la inflamacién aguda.
La prostaglandina E, se une a cuatro formas de receptores acoplados a proteina G (EP;-
EP,), dando lugar a diferentes efectos, como la inflamacién. La dinoprostona es una
forma natural de la prostaglandina E, (PGE,) y funciona enlazandose al receptor de la
prostaglandina E, y activandolo. Se sintetiza a partir de la prostaglandina H, mediante
la enzima prostaglandina E sintetasa. La ciclooxigenasa (COX) es la enzima clave
en la sintesis de las prostaglandinas. Las PMF ejercen un potencial antiinflamatorio
al inhibir la expresion de genes y las enzimas involucradas en la inflamacion. La
nobiletina podria interferir con la produccién de PGE, inducida por lipopolisacaridos
(LPS) y citoquinas proinflamatorias, y podria regular de manera selectiva la expresion
del gen COX-2, ]a tangeretina también podria limitar la expresion de COX-2. A nivel
molecular, la tangeretina redujo significativamente el nivel de TNF-a proinflamatorio
y aumento la citoquina antiinflamatoria IL-1a (Ricciotti y FitzGerald, 2010).

Con la aplicacion de tecnologia avanzada, en la separacion y la identificacion de
estructuras de los fitoquimicos, se han reportado muchos tipos de PMF citricos desde
que se cristalizé la primera tangeretina de PMF a partir de aceite de mandarina en 1934.
Se han producido 135 PMF, incluidas 81 polimetoxiflavonas y 54 polimetoxiflavanonas
o polimetoxioxiaconas, caracterizadas por la aplicacion de la adquisicion de exclusion
dindmica de lista de iones de exploracion completa (Gao, 2017).

Las PMF solas o en combinacion con otros medicamentos pueden ser
candidatas prometedoras para desarrollar nuevas terapias o mejorar las existentes.
Un estudio sugirié que la nobiletina y la tangeretina podrian considerarse como
compuestos bioactivos antiinflamatorios, porque podrian suprimir la expresion de



mediadores proinflamatorios. La nobiletina mostré efectos inhibitorios mas fuertes
que la tangeretina. Recientemente, se han llevado a cabo estudios farmacologicos y
mecanicos intensivos sobre PMF de citricos, para explorar su potencial terapéutico
(Hagenlocher y col., 2016).

En conclusion, el contenido de compuestos bioactivos en frutas citricas es
responsable de los efectos beneficiosos para la salud humana. La obtencién de
compuestos bioactivos, con propiedades antiinflamatorias, de subproductos es una
forma inteligente de reducir el desperdicio industrial, el costo y el impacto ambiental
generado por la destrucciéon habitual de los subproductos, con el valor agregado de
obtener fitoquimicos con propiedades beneficiosas para la salud. Desde el punto
de vista del consumidor, el uso general de compuestos naturales para reemplazar
los sintéticos es una ventaja saludable, ya que perciben los compuestos de los
subproductos de procesamiento de vegetales como un ingrediente mas natural. Los
flavonoides citricos son los principales fitoquimicos presentes en los frutos citricos
y han demostrado tener una amplia gama de actividades biologicas en diversos
estudios i vitro e in vivo. Tomar antiinflamatorios farmacolégicos no es la tinica forma
de abordar terapéuticamente las enfermedades que cursan con inflamacion. Para
la medicina convencional, la inflamacién es considerada como una caracteristica
de la presencia de enfermedad, por lo que debe inhibirse por cualquier medio para
restablecer la salud. Las PMF de los subproductos como la cascara de naranja,
sirven como mediadores antiinflamatorios, para inhibir, bloquear, neutralizar o
limitar los posibles efectos destructivos de compuestos proinflamatorios, por lo que
contribuyen a la salud de quien los consume. Un ntiimero considerable de lineas de
evidencia bien establecidas han confirmado que los flavonoides en la cascara de los
citricos exhiben un notable espectro de actividades biolégicas benéficas.
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