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Resumen
La corteza de limén se reconoce como un subproducto que contiene una cantidad significativa de
antioxidante naturales, los cuales pueden ser utilizados como componentes en la creacion de
productos innovadores, la evaluacion de las caracteristicas fisico-quimicas de estos recursos es
esencial para asegurar la excelencia de los productos ofrecidos a los posibles clientes, por esta
razon, en esta investigacion se realizo la purificacion de los extractos obtenidos a partir de este
subproducto de limon, mediante la utilizacion de absorbentes como carbon activado y silica.
Los resultados obtenidos muestran coincidencia con investigaciones previas, tanto en la
caracterizacion de la materia prima, la actividad antioxidante y los niveles de fenoles totales en
los extractos purificados y los productos atomizados, asi mismo se observaron resultados
consistentes en el andlisis sensorial.
En cuanto al analisis, se detectan diferencias significativas entre los adsorbentes utilizados y las
cantidades empleadas en el proceso de purificacion. Respecto al andlisis sensorial, se concluye
gue se logro reducir parte del sabor amargo presente en el extracto de subproducto de limén.

Palabras claves: subproducto de limén, adsorbentes, actividad antioxidante.



Abstract
Lemon peel is recognized as a by-product that contains a significant amount of natural
antioxidants, which can be used as components in the creation of innovative products, the
evaluation of the physical-chemical characteristics of these resources is essential to ensure the
excellence of the products offeredto potential customers, for this reason, this research was carried
out to determine said properties of the lemon by-product, to improve the quality, a purification of
the extracts obtained from this lemon by-product was also carried out.
The results obtained show coincidences with previous investigations, both in the characterization
of the raw material, the antioxidant activity and the levels of total phenols in the purified extracts
and the atomized products, likewise consistent results were observed in the sensory analysis.
Regarding the analysis, significant differencesare detected between the adsorbents used and the
amounts used in the purification process. Regarding the sensory analysis, it is concluded that part
of the bitter taste present in the lemon by-product was reduced.

Keywords: lemon by-product, adsorbents, antioxidant activity.



Introduccién

El constante crecimiento de la poblacion mundial y el desarrollo industrial han llevado a
un aumento significativo en la generacion de residuos y subproductos de diversas industrias, lo
gue representa un desafio ambiental y econémico, entre estos subproductos el limén ha ganado
especial atencion debido a su amplia aplicacion en la industria alimentaria y el consumo masivo
de esta fruta en todo el mundo, sin embargo el procesamiento de limén genera grandes
cantidades de subproductos, que incluyen cascara, albedo y flavedo no aptos para su uso directo.

Los subproductos del limon son ricos en compuestos bioactivos, como fenoles y
antioxidantes, que presentan un gran potencial para su aprovechamiento en diversas
aplicaciones industriales y farmacéuticas, estos compuestos han demostrado poseer
propiedades antioxidantes, antinflamatorias y antimicrobianas, entre otras, que lo hacen
altamente valioso en la industria alimentaria, de cosméticosy en la prevencion de enfermedades,
en este contexto, la purificaciéon de los extractos de subproductos de limén implica la eliminacién
de componentes no deseados por su sabor amargo como lo es la limonina, a fin de obtener un
producto de alta calidad que pueda ser utilizada sin restricciones.

El uso de adsorbentes es una estrategia prometedora para la purificacion de
subproductos en caso de ser requerido, entre los mas utilizados estan las resinas de intercambio
ibnico y alimina activada, por su bajo costo. En el presente trabajo, se empled carbon activado
y gel de silice, debido a su capacidad de adsorcion, por lo que, se tiene como objetivo principal
comparar la eficacia de estos dos adsorbentes, para la eliminacion del sabor amargo de los
productos atomizados obtenidos a partir de extractos de subproducto de limén con la finalidad
de contribuir al aprovechamiento sostenible de los subproductos del limén, promoviendo la
reduccién de residuos y la obtencién de productos de valor agregado, asimismo sentara las

bases para futuros estudios relacionados con la optimizacion de procesos de purificacion.



En la investigacion se utilizd subproducto de limoén que consistido en albedo, flavedo y
cascara, la cual paso por un proceso de maceracion, purificacion de extractos utilizando carboén
activado y gel de silice, proceso de atomizacion y determinacion de fenoles totales y
antioxidantes, seguido se procedi6 a realizar una captacion del producto atomizado. Estos
analisis fueron realizados en el laboratorio de Alimentos de la Universidad Técnica Particular de
Loja, cumpliendo con las normas de bioseguridad para llevar el proceso bajo las condiciones
adecuadas.

Cabe mencionar que el transcurso de la parte experimental se presentaron algunas
dificultades tales como la obtencién de adsorbentes, y determinar la concentracion apropiada
para establecer capacidad antioxidante en las diferentes muestras estudiadas. Dentro de las
facilidades se encontrd el proceso de extracciony atomizacion los cuales previamente fueron
validados por el grupo de investigacion INNOTECH de la UTPL.

El presente trabajo se estructura en tres capitulos, en el primer capitulo se aborda el
marco tedrico, donde se detalla el origen del limon sutil, la relevancia del subproducto del limon
en la industria y cada uno de los métodos aplicados, en el segundo capitulo se expone la
metodologia utilizada para llevar a cabo el estudio y alcanzar los objetivos propuestos, por ultimo,
el tercer capitulo contiene la presentacion de los resultados obtenidos, los cuales son

contrastados con investigaciones analogas previas.



Objetivos
Objetivo General
Remover compuestos no deseados del extracto de limon
Objetivos Especificos
Obtencion de extractos y polvo atomizado a partir de subproducto del limoén
Obtencion de extractos purificados utilizando diferentes adsorbentes

Determinacion de la cantidad de fenoles totales y capacidad antioxidante en extractosy

polvo atomizado



Capitulo uno

Marco teérico
1.1 Origen de los citricos

La evidencia historica sefiala que los citricos suscitaron hace unos 20 millones de afios
en el Sudoeste de Asia. Desde entonces hasta el presente han experimentado una serie de
cambios a través del proceso de seleccién natural, asi como también han sufrido modificaciones
causadas por la intervencion humana o a su vez de modo natural (Tomala, 2021). La dispersion
de los citricos a partir de su lugar de origen principalmente se debe a la migracién, en el siglo
XVI es cuando fue introducido en América por los exploradores espafioles (DZUL, 2014).

1.2 Limon

Los citricos corresponden al género Citrus de la familia de las Rutdceas (orden
Terebinthales) que incluye diversas especies, aproximadamente 1 600, en su mayoria son
lefiosas, dentro de las caracteristicas de dicha familia es la presencia de glandulas secretoras
oleiferas de sus frutos que contienen esencias muy aromaticas, el cultivo de criticos es de gran
relevancia a nivel global, pues tiene un impacto significativo, y en Ecuador, particularmente el
limén sutil es la variedad mas ampliamente cultivada, seguida por el imon Tahiti (Santistevan
Méndez et al., 2017). Se ha cultivado durante el afio 2021 aproximadamente 4718 ha con una
cantidad de produccion de 22402.88 toneladas (FAOSTAT. 2021).

El limén sutil (Citrus Aurantifolia Swingle) es una fruta citrica de formaredonda, su apice
es ligeramente deprimido, de color verde oscuro y amarillo en la madurez (NTE- INEN-1837,
2016). Junto con la presencia del acido ascorbico, se pueden encontrar otros compuestos
fitoquimicos en esta fruta, como las flavanonas (naringina), los limonoides, los carotenoides
(licopeno) y un complejo de vitaminas B, también se encuentran nutrientes como la tiamina,
riboflavina, &cido nicotinico y acido pantoténico, los cuales desempefian un papel fundamental

como nutracéuticos (Ledesma-Escobar & Luque de Castro, 2014).



1.3 Subproductos

Los residuos agricolas generados como resultado de la agricultura, contienen nutrientes
esenciales y compuestos bioactivos que pueden ser de interés en diversas industrias, incluyendo
la farmacéutica, cosméticay alimentaria, estos desechos incluyen como por ejemplo las cascaras
de naranja, limon, tamarindo y melén, etc (Moncayo Lujan et al., 2018).

La fabricacién de jugos especificamente de criticos, genera cantidades considerables de
subproductos, comoel albedo, el flavedoy las semillas, donde sus principales componentes son:
fibra, &cidos organicos, aminoacidos, minerales, vitaminasy flavonoides, estos se encuentran en
diferentes porcentajes dependiendo del grado de madurez del citrico (Viuda-Martos et al., 2009).

Se estima que a nivel global se genera alrededor de 2.8 millones de toneladas de residuos
de céscara de limén cada afio, por lo tanto, es esencial encontrar una forma conveniente de
fructificar esta considerable cantidad de residuos (Ledesma-Escobar & Lugue de Castro, 2014).

Con respecto al aprovechamiento de subproductos tiene ventajes econdmicas,
abarcando la reduccion de gastos para la eliminacion de residuos y diversificacion financiera, de
igual formase encuentran ventajas medioambientales como, reduccion del consumo de recursos
hidricos y combustibles fdsiles, disminuciéon en la produccion de gases de invernadero, etc.
(Jiménez-Morales et al., 2020).

Los subproductos alimentarios aun son considerados funcionales, ya que son altamente
nutritivos, ademas tienen propiedades favorables, como mayor retencion de agua por lo que la
industria ha optado por utilizar estos residuos en diversas formas y lograr fabricar productos
funcionales en distintas presentaciones tales como: aceites esenciales, fibra dietética,
antioxidantes e ingredientes en polvo, al transformar los subproductos en polvo estos tienen el
potencial de ofrecer un valor nutricional suplementario a la par que contribuyen al desarrollo

sostenible (Claudia Bas-Bellver, 2022).



El albedo, flavedo y pulpa contienen un elevado indice de compuestos bioactivos. En la
figura 1, se muestra la anatomia del limoén y sus diferentes compuestos bioactivos dependiendo
de su estructura.

Figural

Estructura del limén

__—— Semilla: Limonoides, Acidos grasos,

I ‘/,_k Hesperidina
picarpio

(Flavedo 0
exocarpio);  Cera,

Carotenotdes,
\ Mesocarpio (Albedo)

Pectina, Flavonoides

Eje central o

~—"  septas: pecting

Endocarpio (Pulpa)
Azucares, Acidos
graso, Vitaminas

Nota. Obtenido de Ojeda, (2021)

e Albedo: es una fina capa color blanco y esponjosa, su espesor depende del grado de
madurez del fruto el cual presenta una fuente importante de pectinas y glucidos.

e Flavedo (corteza): el color es cambiante de verde a amarillo segun el estado de madurez,
es bastante aromaticaya que se encuentran presentes numerosas glandulas de aceites
esenciales, estan glandulas forman parte de un mecanismo de supervivencia contra
atagues de insectos y microorganismos.

e Endocarpo (pulpa): su color es amarillo palido, se encuentra divido en gajos, en los cuales
se encuentran células alargadas que contienen glacidos, agua, y acido citrico,

esporadicamente se pueden encontrar semillas (Colombo, 2020).



1.4 Valor nutricional del fruto

Principalmente el limon es una fuente importante de vitamina C, ademas de contener
cantidades menores de otras vitaminas y minerales, en la pulpa estan presentes ciertos acidos
orgénicos, siendo el acido citrico el predominante, aungue se encuentran en menor proporcion
el acido malico, acético y férmico (Estrada et al., 2018).

En la tabla 1 se observa algunos de los componentes nutricionales.
Tabla 1

Componentes nutricionales de limoén

Valores nutritivos del limoén en 100g

Vitamina A 2 ug
Vitamina C 50 mg
Vitamina E 0.5 mg
Acido félico 6 mg
Calcio 12 mg
Hierro 0.4 mg
Sodio 3mg
Potasio 149 mg
Magnesio 18 mg
Calorias 44 k/cal
Proteinas 0,79
Grasas 049
Fosforo 16 mg
Hidratos de carbono 99
Azlcares 9g¢

Nota. Obtenido de Arroyo et al., (2018)

En el albedo y en la pulpa se encuentran presentes los flavonoides, pero cabe recalcar
qgue los elementos mas interesantes del limén son los fitonutrientes presentes en la corteza
(Estrada et al., 2018). En la tabla 2, se observa algunos componentes presentes en la cascara

en peso fresco (wf) y base seca (dw).
Tabla 2.

Compuestos presentes en cascara de limén
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Compuestos de la cascara en 100g

Fibra dietética 14 g (wf)
Fibra soluble 4.93 g (wf)
Fibra insoluble 9.04 g (wf)
Ceniza 2.52 % (dw)
Grasa 1.51 % (dw)
Proteina 7 % (dw)
Azlcar 6.52 % (dw)
Pectina 13 % (dw)
Celulosa 23.06 % (dw)
Lignina 7.56 % (dw)
Hemicelulosa 8.09 % (dw)
Flavonoides 12.54 % (dw)

Nota. Adaptado de Ramful et al., (2010) em donde describe cada una de las siglas de la siguiente manera:

wf: peso fresco, dw: base seca
1.3.1 Flavonoides

Los flavonoides constituyen un grupo amplio de compuestos polifendlicos que se
caracterizan por tener una estructura de benzo-y-pirano en comun, estos compuestos comparten
una via sintética que involucra precursores de las rutas del shiquimato y del acetato-malonato
(Cartaya & Reynaldo, 2001). Las flavanonas y flavanonoles son tipos de flavonoides que suelen
ser incoloros o ligeramente amarillos debido a sus concentraciones relativamente bajas, lo que
ha llevado a una investigacion limitada sobre ellos directamente. Sin embargo, sus glicésidos,
como la hesperidina y la naringina, que se encuentran en la corteza de los frutos citricos, son
bastante conocidos y estudiados (Fabiana Meijon Fadul, 2019).

Los flavonoides no solo tienen propiedades antioxidantes, sino que también poseen
acciones antivirales, antialérgicas, antiinflamatorias y antitrombéticas. Ademas, desempefian un
papel significativo en diversas industrias como la cosmética, alimentos, farmacéuticay bebidas
debido a estas propiedades beneficiosas (Martinez-Flérez et al., 2002). Los flavonoides, ligados
a la vitamina C, potencian la accion contra los radicales libres, lo que conlleva numerosos

beneficios para el organismo humano. Algunas de estas ventajas incluyen una mayor sintesis



11

del colageno natural, la mejora de la salud del sistema 6seo, la ayuda en la lucha contra la artritis,
su capacidad como aliado en la batalla contra las infecciones bacterianas, la reduccion de la
inflamacion, la disminucion de la flacidez de la piel y la capacidad de contrarrestar el
envejecimiento prematuro (Hernandez-Guiance et al., 2019).

1.3.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son compuestos quimicos que desempefian un papel importante al
proteger las células del cuerpo humano al equilibrar los radicales libres, las cuales pueden dafiar
el ADNYy las proteinas, pues son moléculas inestables y altamente reactivas, por lo que al ser
neutralizadas se minimiza el riesgo de enfermedades crénicas como malestares cardiacos,
cancer y padecimientos neurodegenerativas (Zamora S. J D, 2007).

El cuerpo humano produce naturalmente ciertos antioxidantes llamados endégenos, sin
embargo cabe recalcar que el cuerpo también necesita de la dieta, para adquirir parte de los
antioxidantes que requiere, los cuales son designados como exogenos, frecuentemente son
conocidos como alimenticios, estos pueden ser encontrados en alimentos como frutas, verduras,
semillas y granos enteros, algunos de los méas importantes incluyen la vitamina C, betacaroteno,
selenio y los flavonoides (Bouayed & Bohn, 2010).

Los antioxidantes no son una solucion milagrosa y no deben ser vistos como reemplazos
de una dieta saludable y equilibrada. Sin embargo, una alimentaciéon que incluya una variedad
de alimentos ricos en antioxidantes puede ser beneficiosa para la salud y ayudar a reducir el
riesgo de enfermedades croénicas. Los antioxidantes son una parte importante de un enfoque
global para mantener una buena salud y bienestar (Diplock et al., 1998).

1.3.3 Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos o fenilpropanoides son un conjunto diverso de moléculas

organicas que se caracterizan por poseer un anillo fendlico, el cual esta formado por un anillo

aromaético, que juega un papel fundamental en las propiedades antioxidantes, unido a uno a méas
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un grupos hidroxilo, dichos compuestos se encuentran comunmente en frutas, verduras, granos
y otros alimentos vegetales, son utilizados en la fabricacion de productos cosméticos,
farmacéuticos y cuidado personal (Martin Gordo, 2018).

Tienen una amplia variedad de propiedades beneficiosas para la salud, estudios han
demostrado que actian como antioxidantes, también puede tener propiedades antiinflamatorias,
antimicrobianas y neuroprotectoras (Creus, 2004). Es importante enfatizar que, aunque los
compuestos fendlicos poseen varios beneficios para la salud, es transcendental consumirlos en
el contexto de una dieta saludable y equitativa, es necesario tener en cuenta que los efectos
beneficiosos de estos compuestos pueden variar segun la cantidad y la forma en que se
consuman, asi comosegun la edad y la etapa de salud de la persona (I. N. Gonzalez et al., 2017).
1.4 Adsorcién

La adsorcion es un proceso de separacion en la que ciertos componentes de una fase
fluida se transfieren hacia la superficie de un solido (adsorbente), la gran mayoria de los
adsorbentes son materiales altamente porosos y el proceso se da principalmente en el interior
de los poros, este proceso es empleado en la eliminacién de compuestos fendlicos, hidro
carburos aromaticos nitrados, sustancias coloreadas de igual forma otras sustancias que
comunican olor y sabor (Romeo Giménez, Luis Miguel, Lara, Yolanda, Lisbona Martin, Maria
Pilar, Bolea, Irene, Gonzalez, Ana, Lupiafiez, Carlos, Diez Pinilla, Luis Ignacio, Martinez, 2010).

En la industria alimentaria se utiliza las resinas de adsorcion para mejorar la calidad del
jugo de frutas, dichos adsorbentes eliminan compuestos organicos que dan la pigmentacion a la
fruta, que conduce ajugos mas claros, asi mismo, se utilizan para reducir el amargo en los jugos
citricos, para una eliminacion més selectiva de compuestos no deseados, como por ejemplo los
componentes del aceite de oliva como carotenoides, clorofilas y feofitinas, también acidos grasos
libres, fosfolipidos y varios productos de oxidacion los cuales necesitan ser refinados. Los
absorbentes mas utilizados para estos fines son el carbén activado y tierra activada (Kammerer

etal., 2011).
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Por otro lado, Hernandez-Guiance et al., (2019) utilizaron resinas como: Amberlite XAD-
16HP y Dowex Optipore L285 para reducir el amargor en jugos con buenos resultados. En el
caso de la resina, Dowex Optipore L285 disminuy6 la acidez titulable, incrementando el nimero
de solidos solubles y el pH.

En este trabajo se emplearon dos tipos de adsorbentes, uno de ellos es el carbén
activado, el cual se refiere a carbones altamente porosos obtenidos a partir de materiales ricos
en carbono, estos carbones son activados mediante procesos fisicos o0 quimicos, lo que aumenta
considerablemente su porosidad, el carbén activado es ampliamente utilizado debido a su costo
reducido (Carriazo et al., 2010), mientras que el gel de silice es un producto adsorbente, en forma
granular y porosa, actualmente se encuentra descrito como el de mayor capacidad de adsorcion,
a pesar de su nombre es un gel estable y rigido, es un producto facil de manejar y puede ser
reutilizado facilmente (Aguilera et al., 2012).

Los subproductos alimentarios aun son considerados funcionales, ya que son altamente
nutritivos, ademas tienen propiedades favorables, como mayor retenciéon de agua por lo que la
industria ha optado por utilizar estos residuos en diversas formas y lograr fabricar productos
funcionales en distintas presentaciones tales como: aceites esenciales, fibra dietética,
antioxidantes e ingredientes en polvo, al transformar los subproductos en polvo estos tienen el
potencial de ofrecer un valor nutricional suplementario a la par que contribuyen al desarrollo
sostenible (Claudia Bas-Bellver, 2022).

1.5 Secado por aspersion

Proceso de secado por atomizacion se considera una operacién basica, que consiste en
el cambio de una suspension en un material particulado seco, se realiza en un medio caliente y
seco, la desecacién por atomizacion de gotas se maneja en industrias dentro de los sectores de
ceramica, quimico, alimentario y farmacéutico (Mondragon et al., 2013). Dentro de las variables
que influyen en el proceso se encuentran las propias de la suspension como, viscosidad, tensién

superficial, densidad, contenido en sdlidos, temperatura, estado de floculacion y distribucion del
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tamafio de las particulas, por otra parte en las del equipo encontramos, la temperatura, caudal y
humedad (Siccha & Ugaz, 1995).

Dicho proceso ha sido empleado en diversos estudios entre uno de estos se encuentra
“Optimizacién del proceso de atomizacién de pomelo” El objetivo de esta investigacion fue
analizar los efectos de la incorporacion de maltodextrina, goma arébiga, carboximetilcelulosay
proteina en la calidad del pomelo atomizado y en el rendimiento del proceso (Egas-Astudillo,
2015). También se encuentran otros estudios tales como “Optimizacion de las condiciones de
atomizacion de antioxidantes obtenidos de los subproductos de mango (Mangifera indica L)y
“Optimizacién de las condiciones de atomizacion de antioxidantes obtenidos de los subproductos
de guayaba (Psidium guayaba)” entre otros. Cabe recalcar que el propdsito de este proceso es
la obtencion de productos en forma de polvo, puesto que presentan una vida Gtil superior en
comparacion a los liquidos o productos frescos, ademdas ocupan menos espacio durante el
almacenamiento lo que facilita su acopio en areas limitadas, debido a su menor volumeny peso,
es decir los ingredientes en polvo son mas econémicos de transportar.

1.6 Método de cuantificacién de fenoles totales y capacidad antioxidante

La determinacion del potencial antioxidante y compuestos fendlicos de un producto en
general es esencial ya que puede servir como indicador para comprender su valor nutricional,
sus beneficios para la salud y su impacto en el desarrollo sostenible. Esta informacion puede
guiar la eleccion del mejor método dentro del laboratorio de investigacion, por lo tanto, existen
algunos métodos como los detallados a continuacion:

1.6.1 Determinacion de fenoles totales

Para la cuantificacion de fenoles totales se determina mediante el método Folin-Ciocalteu,
los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo Folin-Ciocalteu, a pH béasico dando como
resultado una coloracion azul susceptible, la cual es determinada con ayuda del

espectrofotometroa 765 nm, dicho reactivo estd compuesto por una mezcla de wolframato sédico
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y molibdato sodico en acido fosforicoy reacciona con los compuestos fendlicos presentes en la
muestra, donde el &cido fosfomolibdotingstico, el cual presenta un color amarillo, es una
sustancia compuesta por dos sales que se encuentran en un entorno acido, cuando este medio
interacta con compuestos fendlicos y se reduce, se forma un complejo de intenso color azul, la
intensidad de dicho color se utiliza para medir y evaluar el contenido de polifenoles en la muestra
(Palomino G et al., 2009).

A continuacion, se detallan algunos métodos para determinar la capacidad antioxidante
1.6.2 Método ABTS

El radical ABTS* se obtiene tras la reaccion de ABTS con persulfato potasico, se incuba
a temperatura ambiente y en la oscuridad por 16 horas, produciendo una coloraciéon verde-
azulada, dicho radical reacciona con los compuestos polifendlicos presentes en la muestra,
oxidandolos, formandose asi el ABTS (incoloro), obteniéndose la decoloracion del ABTS*, la cual
es directamente proporcional a la actividad antioxidante (Roth, 2009).
1.6.3 Método FRAP

Se fundamenta en la reduccion de hierro férrico, el cual se encuentra presente en
reactivo de FRAP, hasta la formaferrosa, debido a la presencia de antioxidantes, generando una
coloracion azul de intensa proporcionalidad a la capacidad reductora de la muestra, se produce
un complejo ferroso-TPTZ (Antezana et al., 2018). El reactivo FRAP contiene, acido acético-
acetato de sodio (pH 3.6), TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-triazina) y FeCls (Mercado-Mercado et al.,
2013).
1.6.4 Método DDPH

Se basa en la reduccién del radical estable DPPH a la forma DPPH-H por accién de una
sustancia antioxidante, cuando este radical reacciona con una sustancia que es capaz de donar
un atomo de hidrogeno (antioxidante) es neutralizado dado como resultado una decoloracién del

reactivo, la reacciéon es medida a 515 nm, por diferencia de absorbancia se determina el
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porcentaje de la capacidad del radical libore DPPH, este, método es valido para determinar la

actividad de eliminacion de antioxidantes (Thaipong et al., 2006).
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Capitulo dos

Materiales y métodos

2.1 Materia Prima

El limon sutil que fue utilizado como materia prima, este fue adquirido en el Cantén
Catamayo ubicado en la provincia de Loja el dia 4 de enero del 2023.
2.1.1 Analisis fisicoquimicos de la materia prima

La materia prima se lavd con abundante agua, y procedié a separar manualmente el
zumo, del subproducto, albedo, flavedoy semilla, para ello se cortd el limén a la mitad, luego se
procedié a caracterizar la materia prima, para ello se determiné humedad, color, pH, acidez

titulable y °Brix.

2.1.1.1 Humedad. Se pes6 5 g de muestra, se colocé en una capsula de porcelana
previamente preparada, a 100 °C durante 1 hora, transcurrido el tiempo se coloco la capsula en
un desecador durante 30 minutos finalmente se procedio a pesar, se continué con el mismo
proceso hasta obtener un pesé constante. Se aplico el método descrito en la norma AOAC 934.6,
(2005). Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
%Humedad = (P. inicial — P. final) /P. inicial * 100
2.1.1.2 Color. Para establecer el color se trabajé con el colorimetro digital marca C-R14
Konica Minolta, dicho equipo consta con un sistema de coordenadas CIE, donde muestra el valor
de las coordenadas Y, X, Y, las cuales para ser convertidas al sistema CIE-Lab tienen que ser
reemplazadas en las siguientes ecuaciones.
Ecuacion 1
Croma C x=(a?+ b 2)"¥2
Ecuacion 2

Angulo ho= arctg b *la *
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Donde Croma C* muestra la intensidad del color y h° la percepcion del color, por otra
parte, L* indica la luminosidad a modo de una coordenada espacial, a* el cambia entre el color
rojo y verde, finalmente b* el cambio entre el color azul y amarillo.

2.1.1.3 pH. En un vaso de 100 mL se coloc6 1 g de muestra (zumo), se afiadié 50 mL de
agua destilada, se dejé en reposo con agitaciones suaves durante una hora, finalmente se midié
el pH utilizando un pH-metrodigital marcaMettler Toledo, el cual fue previamente calibrado, dicho

meétodo se basoé en la norma AOAC 981.12, (2016).

2.1.1.3 Acidez Titulable. Primeramente se homogeniz6 la muestra, se coloco 2 g de
pulpa en un matraz agregando 100 mL de agua destilada, se dispuso a hervir durante una hora,
seguido se procedié a reponer el agua perdida por evaporacion, una vez frio se trasvaso a una
fiola de 500 mL, de la filtracion se tom¢ una alicuota de 20 mL y se procedi6 a valorar con solucion
de hidréxido de sodio 0.1 N, usando 0.3 mL de indicador fenolftaleina, se observé el viraje de
incoloro a rosa, este método se bas6 en la norma AOAC 942.15, (2016). Se determiné el
resultado obtenido en % de acidez de acido citrico, dado que es el que mas prevalece en el

limon.

Ecuacion 3:

% Acidez= N *V * Eq. wt
w*i000 100

Donde:

N: Normalidad titulable

V: volumen del titulante (mL)

Eq. wt: peso equivalente de acido predominante (mg/mEq)
W: masa de la muestra

1000: factor de relacién mg a g (1/0=100/1000)
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2.1.1.4 Grados Brix. Se determind segun el método 932.14 C, por medio de
refractdmetro, en un vaso de precipitacion de 25 mL, se colocé una cantidad considerable de
pulpa del limoén, previamente se calibré el refractdmetro con agua destilada, una vez calibrado
se colocaron unas gotas de la pulpa sobre el lente, dado asi el resultado, el procedimiento se
realiz6 por duplicado.
2.1.2 Obtencidn del extracto del subproducto de limon

Se trabajo con todo el subproducto, albedo, flavedo y sacos de zumo, a excepcién de la
semilla. Para obtener el extracto se realizd una maceracion, manejando condiciones previamente
determinadas por el grupo de investigacion INDETEC, para dicho proceso de extraccion se utilizo
66 g de la muestra que previamente fue cortada en pedazos pequefios y se colocé en frascos
boeco con 134 mL solvente (50-50 Etanol-Agua v/v) a una temperatura de 65 °C durante 2 horas,
en constante agitacion. Finalmente se filtr6 para separar el subproducto del extracto.
2.1.3 Obtencidn del extracto purificado

Para realizar la purificacion de los extractos, se utilizé dos tipos de adsorbentes, carbén
activado y gel de silice. En frascos plasticos se coloc6 200 mL de extracto, donde se agreg6 10
g de carboén activado, mientras que en otros 200 mL de extracto 20 g de carbon activado. En
ambos casos se dejo reposar durante 24 horas. Se aplicé el mismo procedimiento con la silica,
cada uno de los procedimientos se realizé por triplicado, transcurridas las 24 horas se filtré al
vacio cada uno de los extractos para separar el adsorbente del extracto purificado.
2.1.4 Proceso de atomizacion de extractos purificados

El producto atomizado se obtuvo a partir de extractos purificados del subproducto del
limén, se utilizé el equipo atomizador mini spray (BUCHI B-290), empleando condiciones
preestablecidas por el grupo de investigacion INDETEC de la UTPL, temperatura de entrada de
aire de 130°C, flujo de bomba de alimentacion 20%, como encapsulante gelatina y %5 de sélidos

en cada extracto.



20

2.1.5 Dilucién del producto atomizado

Para proceder a determinar fenoles totales y capacidad antioxidante se realizo la dilucién
de los polvos atomizados a una concentracién de 30000 ppm, para lo cual se tomé 120 mg del
producto y 5 mL de solvente (50-50 Etanol-Agua v/v), para disolver en su totalidad se expuso
durante 5 minutos a bafio maria.

Para determinar DPPH se realizd una dilucion 1:1 (100 yL muestra; 1000 pL etanol), a
partir de la concentracion 30000 ppm
2.1.6. Determinacion de capacidad antioxidante y fenoles totales

Se utilizaron tres métodos diferentes para determinar la actividad antioxidante: DPPH,
ABTSy FRAP, el objetivo es obtener una comprension mas completa de la actividad antioxidante,
adicionalmente se evalué el contenido de fenoles totales para determinar el indice general de
compuestos antioxidantes.

Para determinar ABTS, se realiz6 rotavaporacion de los extractos purificados, para
alcanzar una mayor concentracién de los extractos.

La cantidad de fenoles totales y capacidad antioxidante se determind tanto a los extractos
como a los productos atomizados obtenidos.

La concentracion para determinar capacidad antioxidante y fenoles totales del extracto
obtenido por maceracioén es de 28000 ppm, mientras que la concentracion de los extractos
purificados es de 27000 ppm.

2.1.6.1 Determinacion del contenido de fenoles. Se preparo una soluciéon a 0.25 N de
Folin-Ciocalteu y una solucién de carbonato de sodio a 1 N.

Para realizar la curvade calibracidn, inicialmente se preparé la solucion madre de &cido
galico a una concentracién de 1.95 mg/mL, para ello se pesé 20 mg de acido galico y aforo con
10 mL de etanol, de dicha solucién se tomaron alicuotas de 0.0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1, mL

las cuales fueron aforadas con 10 mL de etanol.
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Para la lectura de las muestras, asi como la de los estandares se procedio de la siguiente
forma: se tom6 150 pL de muestras, adicionando 2400 uL de agua destilada y 150 uL de Folin-
Ciocalteu, se agitd por 2 minutos y dejo reaccionar 3 minutos, seguido se agregd 300 uL de
carbonato de sodio, se dejo reaccionar durante 2 horas en la oscuridad, finalmente se realiz6 la
lectura a 725 nm.

2.1.6.2 Determinacion FRAP. Inicialmente se procedié a la preparacion de la solucion
de trabajo FRAP, para ello se prepararon, tres soluciones (1) Bufferde Acetato, (2) TPTZ 10 mM,
(3) Solucion de Cloruro Férrico 20 mM, se mezclaron en volimenes de 25, 25y 2.5 mL
respectivamente y se dejo incubar a 37 °C.

Para realizar la curva de calibracion se prepard la solucion madre Trolox a una
concentracion de 1029 umol, para ello se pesdé 12.5 mg trolox y aforo 50 mL etanol de dicha
solucién se tomaron alicuotas de 1, 2, 3, 4,5, 6 y 7 mL agregando 10 mL de etanol.

La lectura de muestra y estandares siguieron el mismo procedimiento siguiente: se tomo
150 uL de muestra, adicionando 2850 uL de Solucién de trabajo, se dejo reaccionar 30 minutos
en la oscuridad, se procedio a realizar la lectura a 593 nm.

2.1.6.3 Determinacion ABTS. Primeramente, se prepararon dos soluciones (1) Solucion
7.4 mM ABTSy (2) Solucién 2.6 mM de Persulfato de Potasio, se mezclaron volimenes iguales
dejando reaccionar 12 horas a temperatura ambiente dando como resultado la soluciéon madre.
Seguido se preparé la soluciéon de trabajo ABTS, que consistio en tomar 1 mL de la solucion
madre y adicionar 60 mL de etanol aproximadamente, se ajusté la absorbancia a 1.1 para realizar
el ajuste se midi6 a 734 nm. Agregando etanol si la absorbancia se encontraba en 1.12 y
agregando solucion madre si se encontraba en 1.08.

Para realizar la curva de calibracion se siguié el procedimiento utilizado para preparar la
solucién madre Trolox, una vez lista, de dicha solucién se tomaron alicuotas de 0.2, 1, 2, 3, 4, 5

y 6 mL agregando 10 mL de etanol.
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La lectura de muestra y estandares siguieron el siguiente procedimiento: se tomé 150 uL
de muestra, se adicioné 2850 uL de solucion de trabajo y se dejoé reaccionar 2 horas en la
oscuridad, se realizé la lectura a 734 nm.

2.1.6.4 Determinacion DPPH. Primeramente, se prepar6 la solucion madre, para la cual
se disolvié reactivo DPPH en 100 ml de etanol. Seguido se preparé la solucién de trabajo DPPH,
que consisti6 en tomar 10 mL se la solucibn madre y adicionar 45 mL de etanol
aproximadamente, se ajusto la absorbancia a 1.1 para realizar el ajuste se midié6 a 515 nm.
Agregando etanol si la absorbancia se encontraba en 1.12 y agregando solucién madre si se
encontraba en 1.08.

En la curva de calibraciéon se siguié el mismo procedimiento para preparar la solucion
madre Trolox una vez lista, de dicha solucion se tomaron alicuotas de 0.2, 1, 2, 3,45y 6 mL
agregando 10 mL de etanol.

La lectura de muestra y estandares siguieron el siguiente procedimiento: se tomé 150 uL
de muestra, adicionando 2850 pL de Solucion de trabajo, se dejé reaccionar 24 horas en la
oscuridad, se procedi6 a realizar la lectura a 515 nm.

2.1.7. Pruebas pararealizar el andlisis sensorial de los productos atomizados

Previo al andlisis sensorial se realizaron dos pruebas, la primera consistié en: tomar 0.5
g del producto atomizado y se procedio a disolver en 3 mL de agua destilada, a 70 °C durante 1
minuto, presentando una consistencia espesa y pegajosa, la cual se gelatinizo rapido. La
segunda prueba residié en tomar 0.3 g del polvo atomizado disolver en 5 mL a 30°C durante 5
minutos la consistencia presentada aqui fue ligera y poco pegajosa y su gelatinizacion fue lenta.
2.1.8 Analisis sensorial de los productos atomizados

Unavez realizadas las pruebas, las condiciones seleccionadas para realizar la disolucion,
para proceder al analisis sensorial, mediante una prueba heddnica utilizando: 0.3 g de producto

atomizado en 0.5 mL de agua destilada a 30 °C durante 5 minutos.
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Realizada la dilucion se procedio con el analisis sensorial, utilizando la prueba hedonica,
el cual se realizd6 con ayuda de tres catadores, a los cuales se les dio a saborear los cuatro
extractos purificados, y el extracto que no fue purificado, asi mismo se les present6 una escala

para que procedieran a seleccionar segin su gusto.
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Segun lo indicado en el procedimiento establecido, una vez que el limén sutil, materia

prima en cuestion, fue ingresada en las instalaciones del laboratorio de alimentos UTPL, se

procedio a evaluar sus caracteristicas fisicas y quimicas antes de iniciar su procesamiento. Esta

medida se tomo con el propésito de garantizar la calidad, los datos resultantes de esta evaluacion

se encuentran detallados en la tabla 3.

Tabla 3

Propiedades de la materia prima

Parametro Cascara Pulpa Extracto
pH 2.75 £ 0.01
Acidez (% acido citrico) 5.80 + 0.01
°Brix 9.00 + 0.60
% Humedad 3.1+0.10
Sdlidos totales 2.1+0.01
L* 51.12
Color ax -11.12
b* 27.72

Nota. Los datos presentes en esta tabla representan la desviacién estandar de tres repeticiones de cada

evaluacion realizada sobre la materia prima.

En esta seccion discutiremos los resultados obtenidos en relacion con los parametros de

interés: pH, acidez °Brix, solidos totales y color (L*, a*, b*), los cuales se encuentran distribuidos

entre la cascara, pulpa y extracto.

En relacion con los resultados obtenidos de la pulpa de limoén, se obtienen valores de pH,

acidez, °Brix, similares a los reportados por Puente Huera, (2006), mientras que los valores

obtenidos por Villalba et al., (2005) son mayores a comparacion de los obtenidos en el presente

trabajo, dicha discrepancia puede ser atribuida a las condiciones del cultivo, principalmente tiene
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gran influencia el climay la temperatura, puesto que en un rango por debajo de 10°C y por encima
de 39°C, la actividad metabdlica de las plantas experimenta una interrupcion casi completa (R.
Gonzalez & Tullo, 2019).

Dentro de los parametros medidos en la cascara de limon se encuentran los datos de la
humedad que coinciden con los obtenidos por Ghanem et al., (2012) reportando asi, datos de 3.01
+ 0.1. El sistema CIEL es responsable de medir el color en el cual la coordenada L* indica la
luminosidad de la muestra, que es determinada por los valores a* y b*. Conesa et al., (2019)
presenta resultados similares a los nuestros con datos de L* 51 a*-10, b*27, dichas coordenadas
representan: L* variacion de blanco a negro, en cuanto a* presenta valor negativos para colores
verdes y b* presenta colores positivos en colores amarillentos (Pathare et al., 2013).

Con los valores de pH, acidez y °Brix es posible inferir con dichos hallazgos que los
limones empleados se encontraban en sus primeros dias de madures, puesto que sus niveles de
acidez se encontraban altos.

El contenido de sdlidos en el extracto acuoso sin purificar se obtuvo con un porcentaje de
2.1 £0.01, el cual se emple6 como punto de partida para proceder a realizar la purificacién con
los diferentes adsorbentes tales como: carbdn activado y silica una vez purificados se prepararon
para ser atomizados utilizando gelatina como encapsulante para llegar a una concentracion de
solidos del 5%. Es relevante mencionar que, en comparacion con el porcentaje de solidos
reportados por Indriyani et al., (2023) los valores corresponden a 1.97% considerandose
cercanos.

3.2 Rendimiento de la materia prima

De 3.51 kg de limén desinfectado (lavado), se obtuvo 54.13 % (1.9 kg) de subproducto
(cascara fresca), de semilla 1.71% (0.06 kg) y de jugo 43.30% (1.52 L), se trabaj6é unicamente
con la corteza la que fue troceada obteniendo 1,8 Kg, y al pasar por el proceso de extraccion
(maceracion) se obtuvo 3.5 L de extracto puro. El proceso de purificacion se realizé en 200 mL

de extracto con cada absorbente, dicho proceso se efectud por triplicado, finalmente se procedio
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atomizar los extractos purificados, obteniendo en total 21.77 gr de producto atomizado. Medina,
(2007), obtuvo datos cercanos de rendimiento de subproducto (58.56%), de jugo (36.19%), de

semilla (2.16%).

3.3 Cuantificacion de fenoles totales y capacidad antioxidante de extracto

Se realiz6 la determinacién de actividad antioxidante y fenoles totales del extracto
principal obtenido por maceracion para determinar como varia esta actividad, previo a la
purificacion de los extractos, los resultados se muestran en la tabla4 y 5.

Tabla 4

Resultados de actividad antioxidante de extracto de subproducto de limén no purificado

Método de determinacion Extracto

ABTS 7.30 + 0.08 ymol ET/g

FRAP 8.10 £ 0.01 ymol ET/g

DPPH 1628.30 + 5.80 umol ET/g
Tabla 5
Resultados de fenoles totales de extracto de subproducto de limén no purificado

Método de determinacion Extracto
2.26 £0.04

Fenoles Totales
mg EAG / 100g muestra

La capacidad antioxidante y cantidad total de compuestos fendlicos presentes en un extracto
estan influenciados por diversos elementos que incluye: la metodologia de extraccion, como la
duracion del proceso, la proporcién de volumen entre el solvente y la muestra, ademas se
encuentra las propiedades quimicas del solvente (Gonzalez-Montelongo et al., 2010).
Dominguez et al., (2018) en su investigacion reporté fenoles totales en cascara de limon
gue corresponden a 0.96 EAG mg/100 g muestra, cabe mencionar que la metodologia de
extraccion es diferente en cuanto al disolvente utilizado ya que utiliz6 Metanol, la cuantificacion
se realizé por el método Folin-Ciocalteu, comparando estos resultados con los obtenidos en esta

investigacion se puede evidenciar que estos valores se encuentran relacionados, sin embargo
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las variaciones podria deberse a utilizacion del disolvente puesto que segun Gonzalez-
Montelongo et al., (2010) el etanol es uno de los solventes que puede extraer mayor cantidad de
compuestos fendlicos presentes en las frutas y su mezcla con agua hace la extraccion mucho
mejor, esta afirmacion justifica el porqué del valor mayor reportado en este trabajo a comparacion
del reportado en la bibliografia.

Stuart, (2022), en su investigacion reporta valores de ABTS y DPPH correspondientes a
69.54 + 0.58 ymol ET/100 g, 714.58 £ 9,97 umol ET/g, respectivamente, cuyos valores a
comparacion con los obtenidos en el presente trabajo presentan una gran discrepancia, en
Indriyani et al., (2023) los datos para FRAP es de 181.034 umol/g, adicionalmente se encuentra
en la bibliografia que el método para la extraccion es diferente al nuestro, lo que explica la

diferencia de los valores ya que cada método causa un efecto diferente en la muestra.

3.4 Cuantificacion de Fenoles Totales y capacidad Antioxidante de extractos purificados

En los extractos purificados se determind la actividad antioxidante y fenoles totales, los
resultados obtenidos mediante los métodos ABTS, DPPH y FRAP estan presentados en la tabla
6, mientras los resultados relativos al contenido de fenoles totales, analizados mediante el
método Folin-Ciocalteu, estan detallados en la tabla 7.

Tabla 6

Resultados de actividad antioxidante para extractos purificados

Extracto purificado

Método de _ _ _ —
o C. activado 20g C. activado 10g Silica 20g Silica 10g
determinacién
(A) (B) ©) (D)
ABTS
6.29 + 0.18abc 6.46 + 0.203bcd 6.65 + 0.073bcd 6.73 + 0.1Qbdc
pmol ET/g muestra
FRAP
5.28 + 0.34acd 3.34 £0.27° 4.75 + 0.273cd 5.47 + 0.22¢d

pmol ET/g muestra

DPPH
932.03 + 24.103 929.76 + 36.473>  999.92+19.80°¢ 1144.06+18.249
pmol ET/g muestra
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Nota: Los datos de esta tablarepresentan la desviaciénestandar detres repeticiones, las letras minlsculas
diferentes colocadas como superindices en cada columna representan la diferencia significativa (p<0,05)

para cada adsorbente, en los diferentes métodos.

Tabla 7

Resultados de fenoles totales para extractos purificados de subproducto de limén

Método de Extracto purificado
determinacién C. activado 20g C. activado 10g Silica20 g Silical0g
Fenoles Totales
mg EAG / 100g 2.03 + 0.043bcd 1.99 + 0.09abcd 2.07 £ 0.07abcd 2.10 + 0.093bcd
muestra

Nota. Los datos de esta tablarepresentan la desviacionestandar detres repeticiones, las letras mintsculas
diferentes ubicadas como superindices en cada columna indican que no existe diferencia estadistica
significativa (p<0,05).

Se realiz6 la determinacion de actividad antioxidante y el contenido de fenoles totales de

los extractos purificados con carbén activado y silica, con la finalidad de lograr determinar si
existe diferencia al aplicar los diferentes adsorbentes, a su vez establecer si es factible realizar
un proceso de purificacion, asi mismo cuanto influye en la actividad antioxidante y fenoles totales.

El estudio realizado por Gunathilake, (2018) presenta similitudes al presente trabajo de
investigacion, pues reporta datos de 6.13 + 0.2 ug GAE/g en fenoles totales antes de realizar el
proceso de purificacion con carbon activado, una vez realizado dicho proceso reporta valores de
4.50 £ 0.3 pg GAE/g, indicando que la actividad de antioxidantes varia tras realizar el mismo
procedimiento, es decir los valores después de la purificacion disminuyen considerablemente,
cabe mencionar que la purificacién con el carbén activado de igual forma se realizé en diferentes
cantidades, tal y como se describe en la tabla 5 y 6, en donde se detalla los datos obtenidos de
la determinacion de la capacidad antioxidante del extracto de subproducto de limén no purificado,
y se puede verificar la disminucion de los valores al realizar el proceso de purificacion.

Se puede inferir que al emplear adsorbentes en la purificacion de los extractos, se reduce
la presencia del sabor amargo caracteristico de la cascara del limon, se detallara en el apartado

3.6 este tema, no obstante esta técnicatiene un impacto en la cantidad de compuestos fendlicos
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y en la actividad antioxidante, segun Frederick et al. (2015) la cantidad de compuestos
fitoquimicos presentes de manera natural tiende a disminuir o desaparecer en el transcurso del
proceso de des amargado, esto se debe a la creenciade que estos compuestos restan calidad,
desde la eficaciade la resina de adsorcién en los extractos citricos, hasta la notable reduccion
en los niveles de elementos naturales, incluyendo flavonoides como la narirutina, hesperidina y
limonoides.

Los datos de la metodologia ABTS presentados en la tabla 6 indican claramente
diferencias entre el extracto purificado con 20g de carbon activado y el extracto purificado con
10g de silice. La diferencia entre estos valores es de 0.44 ymol ET/g muestra. Es importante
sefialar que estos valores son menores en comparacion con el extracto no purificado que registra
un valor de 7.30 = 0.08 ymol ET/g en la tabla 4.

En cuanto a la metodologia FRAP, se observa una diferencia significativa en el extracto
purificado con 10g de carboén activado, ya que su valor disminuye en relacién con los demas
extractos obtenidos. Comparando estos valores con el extracto sin purificar de la tabla 4, se
aprecia una disminucion significativa de 8.10 + 0.01 uymol ET/g a 5.47 + 0.22 ymol ET/g.

Utilizando el método de determinacion denominado DPPH, se identifica una diferencia
significativa entre el extracto obtenido mediante la purificacion con carbon activado y silica. Sin
embargo, esta diferencia radica en la cantidad de silica utilizada para la extraccién, ya que se
observa un aumento en la actividad antioxidante al utilizar una menor cantidad de silice. Si
comparamos estos valores con el extracto no purificado de la tabla 4, se determina que la
actividad antioxidante disminuye al utilizar los purificadores. El extracto sin purificar, como se
describe en la tabla 4, tiene un valor de 1628.30 + 5.80 umol ET/g, mientras que el valor maximo
obtenido para el extracto purificado, independientemente del purificador utilizado, es de 1144.06
+18.24 ymol ET/g.

En lo que respecta a los fenoles totales determinados en los extractos, no se observan

diferencias significativas entre los diferentes purificadores utilizados. Sin embargo, es importante
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notar que el extracto no purificado tiene un valor de 2.26 + 5.80 mg EAG/100g de muestra, en
comparacion con los extractos purificados, donde el valor mas alto registrado es de 2.10 + 0.09
mg EAG/100g de muestra. Por lo tanto, se puede concluir que el tipo de purificador aplicado
afecta la capacidad antioxidante del extracto.

3.5 Cuantificaciéon de Fenoles Totales y capacidad Antioxidante de extractos purificados
atomizados

Tabla 8

Resultados de antioxidantes del producto atomizado

Extractos purificados atomizados

Método de _ _
] . C. activado C. activado o o
determinacién Silica20 g Silical0 g
209 10 g

ABTS

6.29 * 0.1abc 6.47 + Q.2abcd 6.66 + 0.072bcd 6.73 + 0.1dbc
pmol ET/g muestra
FRAP 6.02 + 0.07bcd

4.45 + 0.082 6.03 + 0,09bcd 6.21 + 0.27bcd
pmol ET/g muestra

DPPH 933.19 + 930.94 + 1001.12 +
umol ET/g muestra 24.13abc 36.530¢ 19.52abc

1145.49 + 18.279

Nota: Lo datos de esta tabla representan la desviacién estandar de tres repeticiones, las letras
minusculas diferentes colocadas como superindices en cada columna representan la diferencia
significativa (p<0,05) para cada adsorbente en los diferentes métod os.

Tabla 9

Resultados de fenoles totales del producto atomizado

Extractos purificados atomizados

Método de i i
o C. activado 20 C. activado 10 . .
determinacién Silica20 g Silical0g
g g9
Fenoles Totales
mg EAG /100g 1.50+0.012 1.79% 0.04bed 1.72+ 0.03% 2,77 + 0.04bcd

muestra

Nota. Lo datos de esta tabla representan la desviacidn estandar de tres repeticiones, las letras
minusculas diferentes colocadas como superindices en cadafila representan la diferencia significativa

(p<0,05) para cada adsorbente.
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En la tabla 8, se presentan los resultados correspondientes a la capacidad antioxidante,
revelando similitudes en los datos obtenidos a traves de los distintos métodos. Por otro lado, en
la tabla 9, se detallan los resultados de los fenoles totales, los cuales muestran valores cercanos
entre si.

Después de realizar un andlisis estadistico de latabla 8, se ha determinado una diferencia
significativa. En el método ABTS, se observa una variacion entre los valores de los adsorbentes
utilizados, dependiendo de la cantidad empleada para obtener los extractos. Por ejemplo, el valor
aumenta al utilizar 10g de silica, alcanzando un valor de 6.73 + 0.1 ymol ET/g muestra. Al
comparar este valor con el extracto no purificado, que registra un valor de 7.30 £ 0.08 umol ET/g
muestra, se evidencia una disminucién en la capacidad antioxidante.

En el método FRAP, se observa una diferencia significativa en comparacion con el carbén
activado (20g), ya que el valor es menor en este caso en relacion con los otros adsorbentes
utilizados en el desarrollo del presente trabajo. Asimismo, al comparar con el extracto no
purificado, se nota una diferencia notable, ya que disminuye desde un valor de 8.10 + 0.01 pmol
ET/g a un valor de 4.45 + 0.08 umol ET/g (carbon activado 209).

En lo que respecta a la determinaciéon mediante el método DPPH, se observa una
diferencia entre los adsorbentes, especialmente en el extracto obtenido con 10g de silica, que
muestra un valor de 1145.49 + 18.27 ymol ET/g muestra. Al comparar este valor con el extracto
patron (extractosin purificar), se aprecia una disminucion significativa, ya que el valor del extracto
sin purificar es de 1628.30 + 5.80 pumol ET/g.

Cuando comparamos los valores de los fenoles totales, se concluye que hay una
diferencia al utilizar 10g de silice, que resulta ser el valor mas alto entre los distintos adsorbentes
mencionados anteriormente. Al comparar este valor con el extracto patrén, se observa un
aumento en la actividad antioxidante al utilizar 10g de silica.

Tolun et al., (2016) indica que el aumento en la capacidad antioxidante se origina en las

fases iniciales que tienen lugar durante el calentamiento, provocando la creacién de capas
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externas en las particulas, al mismo tiempo se estima que a medida que aumenta la porcion de
material encapsulante, se logra una retencion superior de la capacidad antioxidante en las
muestras atomizadas por lo tanto los valores previos y después del proceso de atomizacién se
mantienen iguales, por lo que los encapsulantes juegan un papel importante en dicho proceso,
ya que proporciona la estabilidad de los productos.
3.6 Andlisis sensorial de los productos atomizados

El andlisis sensorial se realizdé con el fin de conocer si aun estaba presente el sabor
amargo en los extractos purificados, en la tabla 10 se muestran los resultados.

Tabla 10

Andlisis sensorial de productos atomizados

Escala de sabor

Muestra
1 2 3 4 5
Gel Silice de 20 g X
Gel de Silice 10 g X
Carbén activado 20 g X
Carbén activado 10 g X

Nota: En la tabla se describe la codificacion brindada para la prueba hedénica en donde: 1: Muy

leve, 2: Leve, 3. Moderado, 4. Fuerte, 5. Muy fuerte.

Después de realizar la catacion, se llegé a la conclusion de que, desde el punto de vista
sensorial, se logré minimizar el sabor amargo de los extractos purificados. Esta evaluacion se
llevé a cabo con catadores que coincidieron en describir un sabor amargo moderado en los cuatro
productos atomizados, con la Unica excepcion de un voluntario que reportd un sabor leve. Esto
se alinea con los resultados de las pruebas sensoriales realizadas por Gunathilake en 2018,
quien indico que, a pesar de haber utilizado diferentes cantidades de carbdn activado, no se
observaron diferencias significativas en cuanto al sabor amargo de los extractos purificados en

comparacion con la muestra no purificada.
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Conclusiones

Se consiguio eliminar parte del sabor amargo del subproducto del limén con cada uno de
los adsorbentes carbén activado y Gel Silice, los cuales se trabajaron en cantidades de 10 gy
20 g, valores aplicados por cada adsorbente.

Se obtuvo los productos atomizados a partir de los extractos purificados, provenientes del
subproducto del limén especificamente incluye, albedo, flavedo.

Se logré la determinacién de antioxidantes y fenoles totales, tanto del extracto sin
purificar, como de los purificados incluyendo los productos atomizados.

Serealiz6 el analisis estadistico entre los adsorbentes y se logré determinar que, si existe
diferencia estadistica entre los adsorbentes para la actividad antioxidante, mientras que para el
contenido de fenoles totales no existe diferencia.

El andlisis sensorial entre los extractos purificados atomizados y el extracto no purificado

atomizado se consiguio establecer que si existe diferencia en cuanto al sabor amargo.
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Recomendaciones

Para un mejor conocimiento de los antioxidantes y fenoles totales retenidos en el
adsorbente se recomienda analizar el carbén activadoy el gel de silice utilizados en este trabajo.

Respectos a los polvos atomizados para determinar sus caracteristicas, se recomienda
gue se realicen pruebas de pH, humedad, acidez titulable y densidad para tener conocimiento
del producto atomizado.

Se recomienda que los adsorbentes no se encuentre mucho tiempo en contacto con los
extractos a purificar, ya que entre mas tiempo interaccionan podria decirse que abarca gran
cantidad de antioxidantes y fenoles.

De ser posible realizar el andlisis sensorial, con un mayor nUmero de catadores para

alcanzar una mayor precision en los resultados, con respecto al sabor amargo.
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Apéndice
Apéndice 1. Equipos y materiales para la caracterizacion de la materia prima
Equipos
pH metro digital 30 PX, Mettler Toledo
Colorimetro digital CR-14 Konica Minolta
Rotavapor BUCHI R-200
Balanza analitica Ohaus Analitycal
Estufa Memmert modelo UM 300 Memmert
Refractdbmetro
Materiales
Cépsulas de porcelana
Pinzas
Espatula
Apéndice 2. Equipos y materiales para realizar el proceso de extraccion
Equipos
Bafio maria con agitacién
Balanza analitica Ohaus Analitycal
Sistema de filtracion al vacio
Materiales
Frascos Boheco 500 mL con tapa
Magnetos
Probeta 100 mL
Embudo Buchner
Matraz Erlenmeyer
Reactivos

Etanol
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Apeéndice 3. Equipos y materiales para el proceso de atomizacion

Equipos

Atomizador mini spray (BUCHI B-290)

Bafio maria con agitacion

Balanza analitica Ohaus Analitycal
Materiales

Vasos de precipitacion 250 mL

Magnetos

Varilla de agitacion (vidrio)

Apéndice 4. Equipos y materiales para determinacion de fenoles totales y capacidad
antioxidante.

Equipos

Espectrofotdmetro

Balanza analitica Ohaus Analitycal
Materiales

Vasos de precipitacion 100 mL

Balones de aforo 25mL, 50 mL, 100 mL

Micropipeta 1000 pL

-Reactivos

ABTS

DPPH

Trolox

TPTZ

Carbonato de sodio

Folin-Ciocalteu

Cloruro Férrico



Acido galico
Persulfato de Potasio
Etanol

Agua destilada

Apéndice 5. Célculos para preparacion de reactivos

Reactivos para determinacion de antioxidantes se detallan a continuacion

Folin-Ciocalteu 0,25 N

C1V1=C2V2 despejando Vi= C2*V2

Ci
V1i=0.25N*10mL =1.25 mL
2N
Carbonato de sodio
Peso molecular: 106 g/mol Equivalente quimico: 53 g/mol

53¢ ><1000mL— 1N
X 25M —— 1IN
X=53g*25mL*1 N=1325¢g

100 mb* 1N

Persulfato de potasio

Peso molecular: 270 g/ mol

270 g >< 100mL —— 1000 mM

X 10 mL 2.6 mM

X=270g*10 mk * 2.6 mM= 0,007 g= 7 mg
100 mk * 1000 mM
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ABTS 7.4 mM

Peso molecular: 58.58 g/mol
548.68 g ><1000 mL —— 1000 mM
X 10 mL 7.4 mM

X=548,68 g*10 mk * 7.4 mM-=0.0406 =406 g
1000 mk * 1000 mM

TPTZ

Peso molecular: 312.33 g/mol

31.33¢g >< 1000 mL ———— 1000 mM
X 25mL —— 10 mM
X=31233g*25mL* 10 mM =0,078 g =78 mg
1000 mk * 1000 mM

Cloruro Férrico

Peso molecular: 68 g/mol
268 g 1000 mL —— 1000 mM

X 25 mL 20 mM

X=2689g*25mL*20mM =0,134 g =134 mg
1000 mL * 1000 mM

Apéndice 6

Foto del extracto previo a la purificacion
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Apéndice 7

Foto de los extractos purificados con carbon activado en 20 g y 10 g respectivamente

Apéndice 8

Foto de extractos purificados con gel de silice en 20 g y 10 g respectivamente

Apéndice 9

Foto del producto atomizado sin purificar



Apéndice 10
Foto de producto atomizado purificado con carbén activado de 10 y 20 g en

comparacion con el extracto sin purificar

Apéndice 11

Foto de producto atomizado purificado con gel de silice en 10 y 20 g en comparacion

con el extracto sin purificar.
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Apéndice 11

Productos atomizados disueltos en agua destilada

Apéndice 12

Foto de analisis sensorial por parte de los catadores

Apéndice 13



Analisis de varianza de capacidad antioxidante y fenoles totales, en extractos

purificados liquidos.

FRAP
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de los Suma de Grodos de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Filas 9583154741 3  3,194384914 46,27550413 000015311 47570627
Columnas 0,193036043 2 0,096513021 1,398209738 031734814 51432528
Error 0,414178297 6 0,069029716
Total 10,19036908 11
[Los 2,06868668| 0,214522285 0,6368
ABTS
AMNALISIS DE VARIANZA
Origen de
los Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones  cuodrados libertad | los cuadrados F Probabilidad  para F
Filas 0,35279032 3 0,117596773 4,73427317 0,050484656 4,757002606
Columnas 0,058224487 2 0,029112243 1,17201611 0,371814082 5,14325285
Error 0,14503674 6 0,024839457
Total 0,560051547 11

[EEI  206z686684] 0,12865426 ] HNNNN0,8690]

DPPH

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Gradosde  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad fos cuadrados F Probabilidad  paraF
Filas 90893,46931 3 30297,8231 38,9173701 0,00025073 4,75706266
Columnas 106,838825 2 53,41941249 0,00861691 0,93440627 5,14325285
Error 4671,100285 il 778,5167142
Total 95671,40842 11
LDS 2,96868068 22, 78181600| 67,032074

Fenoles Totales
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AMALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grodos de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F

Filas 0,018565294 3 0,006188431 2,12150262 0,198832095 4,757062663

Columnas 0,017656799 2 0,0088284  3,026529919 0,123356436  5,14325285

Error 0,017502024 6 0,002917004

Total 0,053724117 11

2,968686684] 0,044095405 [ NNNON00|

Apéndice 14

Andlisis de varianza de capacidad antioxidante y fenoles totales, en extractos

purificados atomizados.

FRAP
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Origen de las Suma de Grodos de de los Valor critico
varaciones cuodrados libertad cuodrados F Probabilidad para F
Filas 6,052015253 3 2,0173384 13348789 6,9971E-06 4 757062663
Columnas 0,030478728 2 0,0152394 1,0083933 041923041 5,14325285
Error 0,080675119 6 0,0151125
Total 5,1731691 11
[LDs 2,9686867| 0,1003744]  0,29798]
ABTS
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Filas 0,353966196 3 0,117588732 4,73542553 0,05046 4,75706266
Columnas 0,058426072 2 0,029213036 1,17245226 0,371697495 5,14325285
Error 0,149497102 3] 0,024516134
Total 0,561883369 11
ESSN  :sssoscess]  0,12535255 [NMNOIEZE

DPPH

50



ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F Probabilidad  para F
Filas 91120,77115 3 30373,59038 38,9173604 0,00023073 4,75706260
Columnas 107,1059837 2 53,55299185 0,06861688 0,93440629 5,14325285
Error 4682,782711 6  780,4637852
Total 95910,65985 11
|LDS 2,96868668| 22,81028694| 67,7165951
Fenoles Totales
AMNALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad lor critico para F
Filas 0,157999773 3 0,052666593 37,64450275 0,000275491 4,75706266
Columnas 0,009583093 2 0,00479155 3,4243560603 0,101300043 5,14325285
Error 0,008394308 5] 0,0013599051
Total 0,175977187 11

2,968686634] 0,03054015 [N 0,090604144|
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