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GLOSARIO

ANTIOXIDANTE: molécula capaz de retardar o prevenir la oxidacion de otras
moléculas. !

DISPOSICION FINAL: accién de depositar o confinar permanentemente residuos
en distintos sitios.?

INHIBICION: proceso de reduccion de la actividad de las enzimas.3

LIXIVIADO: liquido que se segrega durante el proceso en el cual los residuos sélidos
en un ambiente anaerobio inician su proceso de descomposicién. 4

METABOLITOS SECUNDARIOS: compuestos organicos sintetizados por el
organismo gue no se encuentran directamente relacionados con el crecimiento o
reproduccion de este.®

MATERIAL RECICLABLE: material que después de cumplir con su propdsito
original, poseen propiedades fisicas con las cuales pueden ser reutilizados para
generar nuevos productos.®

RECICLAJE: actividad en la cual los residuos son separados, recogidos,
clasificados y procesados para incorporarlos nuevamente a un ciclo.®

RELLENO SANITARIO: técnica para la disposicion y el confinamiento de los
residuos soélidos sin causar dafios al ambiente y a la salud.?

RESIDUOS ORGANICOS: es un conjunto de desechos, entre los que encontramos
material organico, producido no solo por las personas, sino también por el ganado
y otros seres vivos.®



RESUMEN

Colombia es un gran pais productor de citricos a nivel mundial, aunque su comercio
en fresco es menor en comparacion a su produccién, revelando un gran consumo
interno. Debido a esto, se genera gran cantidad de residuos que pueden ser
aprovechados, ya que poseen metabolitos secundarios, como los flavonoides que
son compuestos que tienen variedad de propiedades biologicas como,
antiinflamatorias, anticancerigenas, antioxidantes, antivirales, antibacteriales, entre
otras.

El objetivo principal de este trabajo fue la obtencion de compuestos de valor
agregado tipo flavonoides, a partir de las cascaras de naranja. Estas cascaras
fueron sometidas a métodos de extraccion etandlica sdlido- liquido tipo Soxhlet,
extraccién asistida por ultrasonido y extraccion asistida por microondas. Las
cascaras de naranja se trabajaron en estado fresco y seco.

Obtenidos los extractos se evalud la actividad antioxidante por medio del contenido
de polifenoles totales, flavonoides totales y medicién del catién radical ABTS*, se
analizé la actividad inhibitoria in vitro de la enzima acetilcolinesterasa de los
extractos.

La extraccién con Soxhlet, tuvo mayor rendimiento, en las muestras en estado
fresco, el promedio fue de 8,9% y las cascaras secas con un valor promedio de
28,4%. Las muestras en estado seco, mostraron resultados altos en la medicion de
polifenoles y flavonoides totales con valores de 56,9 mg AG/ g extracto secoy 1,25
mg quercetina/ g extracto seco respectivamente. En la actividad antioxidante, los
extractos obtenidos por microondas, para las muestras en estado fresco fueron los
mas eficientes con un valor promedio de Actividad Antioxidante Total (TAA) de 150,1
mmol de Trolox/ Kg muestra. En cuanto la inhibiciéon de la acetilcolinesterasa la
extraccidn asistida por microondas con muestras en estado seco, arrojaron una
concentracion inhibitoria media de 34,1 pg/ mL

PALABRAS CLAVES: flavonoides, antioxidante, inhibicion, acetilcolinesterasa,
cascara, naranja.



ABSTRACT

Colombia is a major producer of citrus worldwide, while fresh trade is less compared
to its production, revealing a large domestic consumption. Because of this, large
amounts of waste that can be exploited, since they have secondary metabolites such
as flavonoids that are compounds having variety of biological properties as, anti-
inflammatory, anticancer, antioxidant, antiviral, antibacterial, among other.

The main objective of this work was the preparation of compounds of value added
flavonoids type, from orange peels. These shells were subjected to ethanolic
extraction methods Soxhlet solid-liquid, ultrasound assisted extraction and
microwave assisted extraction. Orange peels were worked in a cool dry state.

Extracts obtained antioxidant activity through total polyphenol content, measurement
of total flavonoids and radical cation ABTS* was assessed, the In vitro inhibitory
activity of the enzyme acetylcholinesterase extracts was analyzed.

Soxhlet extraction, had better performance in the samples fresh, the average was
8.9% and the dried shells with an average of 28.4%. The dry samples showed good
results in the measurement of total flavonoids and polyphenols with values of 56,9
mg GA / g dry extract and 1,25 mg quercetin / g dry extract respectively. In the
antioxidant activity, the extracts obtained by microwaves, for fresh samples were
more efficient with an average value of the Total Antioxidant Actvity (TAA) of 150.1
mmol of trolox / kg sample. As inhibition of acetylcholinesterase by microwaves for
dry samples, they threw an average inhibitory concentration of 34.1 pug/ mL

KEYWORDS: flavonoids, antioxidant, inhibition, acetylcholinesterase, peel, orange.



INTRODUCCION

Durante muchos afios en Colombia la inadecuada disposicion de los residuos
soélidos organicos se ha venido reflejando en el impacto ambiental ocasionado en
las fuentes de agua, en las emisiones de gases de efecto invernadero y en la
inutilizacion del suelo debido al proceso de lixiviacion de los mismos. El relleno
sanitario “El Carrasco” ubicado en la parte suroccidental de Bucaramanga, recibe
aproximadamente 929,13 toneladas/dia de residuos solidos, provenientes del area
metropolitana de esta ciudad y otros municipios aledafos, donde el 64 % proceden
de residuos organicos con propiedades de biotransformacion.?’® Una forma
diferente de reciclar estos residuos y mitigar la contaminacion, es por medio del
aprovechamiento de éstos, como frutas y vegetales, para la obtencion de
compuestos de valor agregado, tipo flavonoide.

Dentro de estos residuos se encuentra la naranja, una fruta muy comudn en los
hogares, ya que hace parte de la dieta diaria de la mayoria de las personas por su
alto contenido de vitamina C, y por sus propiedades biolégicas demostradas, tales
como: antimicrobianas, antioxidante, anticancerigena, antiinflamatorias, entre otras.
En este sentido se han implementado investigaciones en las diferentes técnicas de
extraccibn como la extraccidbn con solventes y fluido suUper critico para la
recuperacion de metabolitos secundarios tipo polifenoles, flavonoides, los cuales
poseen grandes propiedades benéficas para la salud.® 1°

El objetivo de este trabajo, fue obtener compuestos de valor agregado tipo
flavonoides a partir de cascaras de naranja en estado fresco y seco, empleando
diferentes métodos de extraccién con solvente y evaluar la actividad antioxidante
mediante la determinacion del contenido de polifenoles y flavonoides totales y el
ensayo del cation radical ABTS* De igual manera, se realizaron ensayos analiticos
para establecer la actividad inhibitoria in vitro de los extractos etandlicos de la
cascara de la naranja frente a la enzima acetilcolinesterasa.
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1. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE E INHIBICION DE LA
ACETILCOLINESTERASA DE EXTRACTOS ETANOLICOS OBTENIDOS
DE CASCARAS DE NARANJA

1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La importancia del aprovechamiento de los residuos orgénicos ha llevado a que
muchos paises a nivel mundial, entre ellos Colombia, disefien e implementen
nuevas politicas con tendencia a la gestion integral de los residuos solidos, como lo
son el compostaje, reciclaje, alimentacion animal entre otros. Los residuos
organicos depositados en el relleno sanitario “El Carrasco” cuentan en su gran
mayoria con propiedades de biotransformacion que pueden ser en un futuro
aplicadas en industrias como la cosmética, farmacéutica y alimentaria
principalmente.? 11 Por este motivo es importante el estudio de residuos de frutas
citricas, de los cuales se pueden obtener metabolitos secundarios como los
polifenoles y los flavonoides, con los que se lograria la reduccion de algunas
afecciones de salud en las personas, asi como también, aprovechados en las
diferentes industrias que elaboran productos para el consumo humano, cosméticos
y alimentos entre otros, ya que tienen un amplio espectro de propiedades
bioldgicas.'? 13

Durante mucho tiempo se han empleado los antioxidantes sintéticos para evitar el
deterioro oxidativo, no obstante estas sustancias estan cada vez mas restringidas
por sus efectos secundarios sobre la salud como la carcinogénesis y la
hepatoxicidad.'* 1> Dada esta situacién, se ha impulsado la blsqueda de
antioxidantes mas seguros de origen natural y de ahi la importancia de desarrollar
nuevos métodos para la evaluacion de las propiedades antioxidantes de los
citricos.®

Otra aplicacion de estos metabolitos secundarios, es lograr que estos inhiban la
accion de la enzima acetilcolinesterasa, logrando de esta forma la disminucion en
la actividad de la enzima, para que de esta forma se aumente la concentracion de
acetilcolina, el cual es un compuesto neurotransmisor responsable de la transmision
sinaptica de las neuronas, el aumento en la sinapsis produce una mejoria en los
procesos cognitivos y los estimulos musculares, con lo que se logra un alivio en la
calidad de vida de pacientes con enfermedades neurodegenerativas.® 17

La naranja, posee metabolitos secundarios, los cuales pueden ser aprovechados
por sus propiedades de biotransformacion. En Colombia es una de las frutas citricas
mas comercializadas y por ende sus residuos son relativamente altos. Por este
motivo se realizo este trabajo de grado, con el fin de proponer el aprovechamiento
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de los residuos de la cascara de la naranja como fuente de polifenoles y flavonoides
como antioxidantes naturales e inhibidores de la enzima acetilcolinesterasa.

1.2.  JUSTIFICACION

Las frutas citricas son de una gran importancia econémica, ya que crecen en la
mayoria de los paises, debido a su resistencia climéatica. En Colombia, la naranja
es cultivada en 36943 hectareas (ha) anualmente, debido a que es un producto
demandable y apetecido en la industria alimentaria por sus multiples usos y
transformaciones, dentro de las que encontramos, zumos, pulpa, alimentos para
animales, aromatizantes naturales, entre otros, y por ende la generacion de sus
residuos es alto.'® 1° Es asi, que la cascara de naranja, representa una oportunidad
para la obtencion de extractos que pueden ser ampliamente utilizados en industrias
como la cosmética, alimenticia, farmacéutica, entre otras,!’ Estos extractos son
combinaciones de compuestos secundarios de las plantas, entre los que se tiene
por ejemplo terpenos, compuesto polifenolicos y flavonoides principalmente.?°

En las cascaras de naranja se encuentra presentes compuestos terpénicos,
carotenoides, polifenoles y flavonoides, debido a esta variedad de compuestos
bioactivos se han realizado investigaciones para caracterizarlos y conocer sus
posibles actividades bioldgicas.?® Multiples estudios que se han realizado en las
frutas citricas han dado a conocer que por medio de los diferentes métodos de
extraccidn de compuestos bioactivos que se han venido desarrollando se logran
altos rendimientos de estos compuestos para la inclusién de los mismos en varios
campos.

Investigaciones como las realizadas por Rosa Tundis y colaboradores (2012)%
determinaron la actividad antioxidante y la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa del jugo de tres especies citricas tales como C. aurantifolia, C.
aurantium y C. bergamia, los cuales son datos positivos en cuanto a las actividades
gue se estaban estudiando ya que se obtuvieron valores de 19,6 pg/ mL para la
Capacidad Antioxidante Equivalente al Trolox y para la inhibicibn de la
acetilcolinesterasa un valor de 1Cs0 139,3 pug/mL.

Este trabajo de grado se plante6 el estudio de las actividades biologicas
antioxidante e inhibicion in vitro de la enzima acetilcolinesterasa, de extractos
etandlicos obtenidos de las cascaras de naranja, con el fin de dar una alternativa de
aprovechamiento de estos residuos para la obtencion de compuestos de valor
agregado con potencial uso en las industrias de alimentos, cosméticos,
farmacéuticas, entre otras.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener los extractos etandlicos de los residuos de la cascara de naranja
empleando diferentes métodos de extraccion y evaluar su posible actividad
antioxidante e inhibicion enzimética in vitro de la acetilcolinesterasa.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Obtener los extractos etandlicos de las cascaras de naranja en estado fresco
y seco empleando métodos como Soxhlet, extraccidon con solvente asistida
por ultrasonido y extraccion asistida por microondas.

e Determinar la actividad antioxidante de los extractos etandlicos obtenidos de
las cascaras de naranja por medio del contenido de polifenoles y flavonoides
totales y la evaluacién de la reactividad hacia el cation ABTS*.

e Determinar la actividad inhibitoria in vitro de los extractos etandlicos de
cascara de naranja sobre la enzima acetilcolinesterasa mediante
metodologia descrita por Ellman??,
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. MARCO TEORICO

2.1.1. Generalidades de los frutos citricos

Los citricos son cultivos adaptables a diversas condiciones climaticas, lo que facilita
su cultivo en cualquier pais, principalmente se dan en regiones tropicales y
subtropicales. Es uno de los cultivos permanentes con mayor produccion en el
mundo, se estima que esta es cercana a las 100 millones de toneladas cultivadas
en el afio. Los cultivos permanentes son aquellos que se siembran una vez y de los
cudles se pueden obtener varias cosechas. 1% 23 24

Los citricos pertenecen a la familia Rutaceae; del género Citrus. Las especies mas
cultivadas de frutas citricas son: Citrus aurantifolia (lima acida), Citrus latifolia (lima
tahiti), Citrus grandis (pummelo), Citrus limon (limén verdadero), Citrus paradisi
(toronja o pomelo), Citrus reticulata (mandarina), Citrus aurantium (naranja amarga)
y Citrus sinensis (naranja dulce). 23

Los frutos citricos poseen propiedades medicinales entre las que se encuentran
anticancerigena, antialergénicas, antiviral, antimicrobiana, antioxidante, entre otras;
el creciente interés en sus propiedades biolégicas se debe a que contienen
compuestos de valor agregado como vitaminas, terpenos, flavonoides, saponinas,
carotenoides, cumarinas, entre otros compuestos bioactivos que los vuelven
atractivos en el estudio de opciones naturales que proporcionen procedimientos con
bajos niveles toxicos. 2° En la Figura 1 se relaciona la produccién de citricos en
Colombia por toneladas cultivadas para el afio 2010.
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Figura 1. Produccién de citricos en Colombia afio 201026
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En Colombia la distribucién de cultivos citricos de acuerdo con la especie es la
siguiente: la naranja aportando el 53%, frente a la mandarina que representa el 25%,
limas 21% y toronja con un 1% aproximadamente. 24

La naranja es una de las frutas citricas mas cultivas a nivel mundial, incluye
aproximadamente 1700 especies que pueden crecer en Optimas condiciones en
climas célidos y templados. '8 23 En la Figura 2 se puede observar la estructura
interna del fruto de la naranja, la pulpa de la cual se obtiene el jugo, el albedo o
pectina y el flavedo que corresponde a la cascara.

La naranja es una fruta citrica que se le atribuyen diferentes propiedades bioldgicas,
las cuales se derivan de los diferentes tipos de componentes presentes en ellos, los
compuestos tipo flavonoides como la hesperidina, naringina y narirutina presentes
en el jugo y la cascara de la naranja poseen actividades bioldégicas como
antioxidante,  antimicético, antibacteriano, antitumoral, anticancerigeno,
antimutagénico.?’- 32
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Figura 2. Fruto de la Naranja. Familia Rutaceae Género Citrus

Flavedo Albedo
(Cascara) (Pectina)
Eje central

Pulpa

FUENTE: Autora

La naranja es utilizada principalmente para la produccion de jugos, pulpas y zumos
a nivel industrial y, consumo fresco, entre otros. Los principales paises productores
de naranja son: Brasil, Estados Unidos y China respectivamente.'® En Colombia
para el afio 2012 fueron producidas 514941 toneladas®? de esta fruta citrica.

2.1.2. Compuestos flavonoides

Los compuestos flavonoides son metabolitos secundarios presentes en la mayoria
de las frutas, granos, verduras, y plantas en general, los cuales comprenden mas
de 9000 compuestos, dentro de las funciones de estos compuestos se encuentra
relacionados el crecimiento de las plantas, su desarrollo y proteccién contra los
rayos UV. Nuestro organismo no produce estos compuestos, por lo que deben
obtenerse por medio de la alimentacién.>33.34

La estructura de los flavonoides presenta dos anillos fenilos, combinados por un
anillo pirano (C), los cuales absorben los rayos ultravioleta proporcionando un
espectro UV caracteristico, que permite la identificacion y cuantificaciéon de los
compuestos de interés. En la Figura 3 se presenta la estructura base de los
flavonoides y se identifican cada uno de los anillos con las respectivas letras A 'y

B.35. 36
o L]
Gl
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Figura 3. Estructura de los flavonoides.3



Estudios in vitro e in vivo han reportado que los compuestos tipo flavonoides poseen
actividades biologicas como antitrombdética, anticancerigena, antiterosclerotico,
antioxidante, vasodilatador, entre otras. 3 Un resumen de los compuestos
flavonoides més importantes y sus bioactividades se presentan en el Cuadro 1.
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Cuadro 1. Compuestos flavonoides mas importantes presentes en algunas

plantas de consumo humano.

Nombre Estructura Ejemplo de Fuente de Ejemplos de Referencia
flavonoide obtencién propiedades
biol6gicas
Flavona Apigenia Vino rojo, Antioxidante 38-40
Rutina pimienta roja. | Antiateroscleroti
o} Luteolina co
O | Antitrombotico
:
Flavonol Quercetina Brocoli, Antihipertensivo 38-40
Kaempferol tomate, Vasodilatador
o zanahoria, | Antiateroscleroti
O | mora, te. co
0
Flavanona Naringenina Naranja, Antioxidante 21,38, 40
O Hesperidina limones, Antitumoral
HO © Narirutina toronja, Antiviral
O Naringina limas. Antiinflamatorio
|
OH O

FUENTE: Autora
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2.1.3. Métodos de obtencion de compuestos flavonoides

Existen varios métodos de extraccion de los compuestos flavonoides que ayudan a
la identificacion y al estudio de estos. En los méas comunes tenemos los siguientes:

e Extraccion asistida con ultrasonido: El material vegetal inmerso en el
solvente es puesto a sonicacion, la cual provoca la degradacién de las
paredes celulares, lo que permite la difusion del compuesto de interés en el
solvente. Su principal ventaja son los cortos periodos de extraccion los cuales
varian entre 5y 10 minutos. De igual forma en algunos casos no es necesario
calentar la muestra, lo que disminuye el riesgo en la descomposicién de la
misma_27,38 41

e Extraccion asistida con microondas: Las ondas emitidas calientan el
solvente en el que estd inmerso el material vegetal y este calentamiento
permite el rompimiento en las células de las plantas, liberando los
compuestos de interés desde el interior de la planta al exterior (al disolvente).
Tiempos cortos de extraccion de entre 5 a 20 minutos es una de las ventajas
de este método.*>43

e Extraccion Sohxlet: Este método es utilizado para extraer compuestos de
interés por medio de reflujo continuo arrastrando los analitos con el
disolvente. Su ventaja primordial es que al encontrarse mayor tiempo en
contractos con la muestra la cantidad de compuesto en el disolvente es
mayor.®

2.1.4. Propiedades biologicas de los compuestos tipo flavonoide:
actividad antioxidante y actividad inhibitoria in vitro de la enzima
acetilcolinesterasa

En la dltima década se han presentado con mayor frecuencia enfermedades
producidas por estrés oxidativo tales como cancer, enfermedades renales,
cardiovasculares, Alzheimer, Parkinson, enfermedades cerebrales, que en la
mayoria de las ocasiones se asocian al envejecimiento celular provocado por la
presencia de especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas en el transporte
electrénico mitocondrial en la reduccién del Oz para formar H20.16: 44

25



Las ROS incluyen iones de oxigeno, peroxidos y a los radicales libres, los cuales
son especies quimicas reactivas con uno o dos electrones desapareados, esta
inestabilidad libera energia a través de reacciones con moléculas proximas.+°46

Uno de los ejemplos més conocidos es el radical superoxido Oz, es una de las
principales ROS que se forma en el proceso electrénico mitocondrial.*7:48

O,+e >0,

El radical superéxido reacciona con el Oz en un sistema acuoso consigo mismo para
formar O2 y peroxido de hidrégeno (H202):

2H +20, >0, +H,0,

El radical hidroxilo ‘OH es uno de los oxidantes mas potentes biolégicamente, este
se puede formar de la reaccién con el H202 en presencia de metales de transicién
como el Fe?*

2+ . - 3+
H,O,+Fe -> OH+OH +Fe

De igual forma se puede formar el radical hidroxilo por la reaccién del radical
superoxido con el H202

0, +H,0,->0,+H,0+ OH

Los antioxidantes son compuestos que inhiben la reaccion de las moléculas con
presencia de radicales libres, actuando como mecanismo de defensa para atacar
las ROS. Las células de nuestro organismo evitan el dafio oxidativo principalmente
por medio de la enzima superoxido dismutasa, esta neutraliza en primera instancia
los radicales superoxido catalizandola y produciendo peroxido de hidrogeno y
oxigeno molecular.*’

Superoéxido
+ dismutasa

20, +2H ———>= 0, +H,0,

El consumo de compuestos antioxidante por medio de la dieta, como por ejemplo
las vitaminas C y E, y los compuestos tipo flavonoide benefician en la reduccién del
estrés oxidativo, ya que evitan la peroxidacion lipidica de las membranas
celulares.*®
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Actualmente la industria alimenticia emplea los compuestos sintéticos como el
butilhidroxitolueno (BHT) y el butilhidroxianisol (BHA) como antioxidantes, con el fin
de evitar el deterioro oxidativo de algunos de los productos alimenticios. Dentro de
la estructura quimica de estos compuestos se encuentran presentes grupos
fendlicos, a los cuales se les atribuye la actividad antioxidante ya que neutralizan
los radicales libres generados por ROS.48 49

Sin embargo, se ha reportado que el BHT y BHA promueven la carcinogénesis en
las células, lo que representa una problematica en la salud, lo cual ha motivo la
busqueda de compuestos antioxidantes naturales que minimicen el aumento de
este tipo de afecciones. 1. 50

Existen varios métodos para determinar la capacidad antioxidante total de los
compuestos, algunos de estos miden la captacion de los radicales libres o la
presencia de polifenoles y flavonoides totales contenidos en las muestras, aplicando
los métodos colorimétricos de Folin- Ciocalteu y cloruro de aluminio
respectivamente.

El método colorimétrico de Folin- Ciocalteu, aprovecha la capacidad de los fenoles
con agentes oxidantes, ya que el reactivo Folin- Ciocalteu contiene molibdato y
tungstato sodico, cuando estos reaccionan con un compuesto fendlico, forma
complejos coloreados, debido a la transferencia electrénica a pH basico, se reducen
estos complejos en 6xidos, los cuales se aprecian con un color azul intenso, lo que
indica la presencia de estos metabolitos secundarios debido a los grupos hidroxilos
gue estos presentan. Este método muestra su maximo de absorbancia a 765 nm.
Los resultados en la determinacion de esta actividad son presentados como
equivalentes de acido galico (AG)/gramos de extracto (ver Figura 4).5% 52

Figura 4. Estructura del acido gélico (AG)

Oy OH
N

HO OH
OH

La determinacion colorimétrica cuantitativa para los flavonoides totales, se basa en
la relacion entre el cloruro de aluminio y los compuestos flavonoides presentes en
las muestras, creando un complejo coloreado tras la hidrolisis acida de los glucidos.
Este método presenta su maximo de absorbancia a 415nm. Los resultados
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espectrofotométricos se presentan como equivalentes de quercetina /gramos de
extracto (ver Figura 5).53

Figura 5. Estructura de la quercetina

OH
HO

HO O

OH
OH

El método mas utilizado para medir la captacién de los radicales libres es el del
cation radical ABTS* 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato), el cual dona
un electrén al estar en contacto con un antioxidante, pierde su color e indica la
reduccion del radical, su absorbancia puede ser medida en cualquiera de sus tres
maximos de absorbancia, los cuales son 645 nm, 734 nm y 815 nm, es uno de los
MAs comunes ya que este proporciona cortos tiempos de espera para conocer los
resultados obtenidos.'’ 46: 5 En la Figura 6 se muestra una reacciéon entre un
antioxidante fenol y el catién- radical ABTS*

Figura 6. Reacciéon de un antioxidante tipo fenol con ABTS* 5455

+.

HO3S s s SOH HO,S s s SOzH
\C[N%N—N#Njg + PhOHz=—= \C[N%N—N#Nij + [PhO]'+ H*

En el estudio de la actividad antioxidante de compuestos promisorios se han
desarrollado otras metodologias para medir la actividad antioxidante por medio de
la captacion de los radicales libres, como por ejemplo: DPPH (1,1-difenil-2-
picrilohidracilo),* 46 50 MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazolio),® FRAP
(Ferric Reducing Antioxidant Power)®% 57, DMPD (N,N-dimetilfenilendiamina) °.

El estrés oxidativo causado principalmente por las especies reactivas de oxigeno se
encuentra relacionado directamente con las enfermedades neurodegenerativas, se
atribuye al aumento en la enzima acetilcolinesterasa (AChE), la cual se clasifica
dentro del grupo de enzimas tipo colinesterasas, esta participa en la terminacion de
la sinapsis del efecto neurotransmisor de la acetilcolina (ACh) que se lleva a cabo

en el sistema nervioso central SNC. La AChE hidroliza la ACh en acetato y colina.®
58, 59
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La actividad antioxidante y la inhibicion de la enzima AChE se encuentran
relacionadas entre si, ya que el dafio celular causado por los radicales libres y el
aumento de la enzima acetilcolinesterasa se asocian con el incremento en la
probabilidad de generar enfermedades a nivel neuronal, por ende la importancia de
indagar en antioxidantes e inhibidores provenientes de productos naturales que
sean Utiles como neuroprotectores.®°

La inhibicion de la enzima AChE se logra manteniendo los niveles estables de ACh,
ya que si no se logra la inhibicion de esta enzima, puede presentarse en el
organismo un incremento de las enfermedades cognitivas tales como Parkinson,
Alzheimer, demencia, enfermedades cerebro vasculares, entre otras.** En la Figura
7 se representa las reacciones de inhibicion de la acetilcolinesterasa del ensayo
propuesto por Ellman?2.

Figura 7. Reaccioén inhibicién de la acetilcolinesterasa??
:
. ChE + i L
H,O + (CHg)3N CH,CH,SCOCH; —> (CHg)3sN CHCH,S + CHZCOO +2H
-

Acetilcolina Tiocolina Acetato
NO,
O,N S
2 \ )
S COO0
o ocC

Ditiobisnitrobenzoato

(H3C)sN"H,CH,CS-S NO,, + 5 NO,

COO’ CcoO’

Anion del &cido tionitrobenzoico (color amarillo)

I AChE

(CH3)3N+CHZCHZSCOCH3 + Inhibidor # No hay o se forma muy poca tiocolina
(Flavonoides)

Experimentalmente la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa se determina con
el aumento de color amarillo causado por tiocolina producto de la hidrdlisis en la
acetilcolina, la reaccion del ion ditiobisnitrobenzoato forma el anion del &cido
tiobisnitrobenzdico, al que se le atribuye el color amarillo en la reaccion.??
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Algunos de los compuestos sintéticos inhibidores de la AChE, aprobados por la
Food and Drug Administration (FDA) se relacionan en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Inhibidores de acetilcolinesterasa aprobados por la FDA para el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas®? 61

Compuesto Estructura Patologia Efectos secundarios

Tacrina NH, Enfermedad del | Lesion hepatocelular
Alzheimer

Donepezilo O—CHg Enfermedad del | Aumento en la secrecion
Alzheimer acido gastrica

Fisostigmina Ataxias Convulsiones, bradicardia,
hereditarias hipersalivacion
Glaucoma

Enfermedad del

Alzheimer

Neostigmina Miastenia grave | Crisis colinérgica, inquietud,

agitacion, convulsiones,
puede producir muerte por
paro cardiaco o respiratorio

31




Galantamina

‘\\OH

Enfermedad del
Alzheimer
Demencia

vascular
Autismo
Esquizofrenia
Sindrome
anticolinérgico

Nauseas, cefaleas,
depresion, pérdida de peso,
bradicardia, incontinencia

Rivastigmina

Enfermedad del
Alzheimer

Cefalea, depresion,
agitacion, panico.
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2.2. MARCO DE ANTECEDENTES

Los extractos naturales de varios géneros de citricos han sido estudiados para
determinar sus posibles actividades biolégicas, como por ejemplo la actividad
antioxidante e inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa. A continuacion se
presentan algunas de las muchas investigaciones que se han presentado con el
paso del tiempo en la investigacion de productos naturales.

Kelly H. y colaboradores (2002) estudiaron los compuestos flavonoides presentes
en alimentos relacionando su estructura quimica con la actividad antioxidante.
Determinaron el valor TEAC para naringina y naringenina presentes en la cascara
de la naranja con valores de 0,24 y 1,53 respectivamente®?,

Lourdes M. y colaboradores, en el 2007 evaluaron los compuestos flavonoides
presentes en frutas citricas tales como C paradisi, C aurantium, C sinensis, C
reticulata, determinando el contenido de rutina (326,59 mg / 100 g), naringina
(338,36 mg / 100 g), quercetina (96,35 mg / 100 g) y la naringenina (2,35 mg / 100
g). También establecieron la concentracion de polifenoles totales presentes en los
extractos de las céascaras de estas frutas mediante el método de Folin Ciocalteu con
un valor de 3524 mg de acido galico/100g de extracto. 3

Thitima, K. (2009) estudiaron los extractos de los residuos de la Lima obtenidos de
muestras secas tratadas entre los 60 y 120 °C, comparando los resultados de
polifenoles y su actividad antioxidante. Los mejores resultados se reportaron para
las muestras tratadas a los 60°C. EIl contenido de polifenoles totales fue de 0,811
g acido galico/ 100g , en cuanto la determinacion de la actividad actioxidante medida
por el método DPPH fue de 93,9%. 54

Khizar, H. y sus colaboradores en el 2010, estudiaron la cascara de la mandarina y
reportaron que el empleo de altos valores de potencia en la extraccidn asistida con
radiacion de microondas favorece de manera directa la obtencién de compuestos
fendlicos responsables de la actividad antioxidante .°

Hegazy, A., e lbrahium, M. (2012) investigaron el rendimiento de extraccion de
compuestos fenodlicos y la capacidad antioxidante de la cascara de naranja
empleando diferentes disolventes tales como metanol, etanol, acetona,
diclorometano, hexano y acetato de etilo. Los extractos obtenidos con etanol
mostraron los mejores rendimientos, seguidos de los extractos metandlicos. °
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En el 2012, Tundis, R. y colaboradores determinaron la actividad antioxidante por
medio del método ABTS vy la inhibicidn de la enzima acetilcolinesterasa, del aceite
esencial de las cascaras de tres especies citricas: C aurantifolia, C aurantium, C
bergamia. La C aurantifolia presento los mejores valores de actividad antioxidante
(TEAC de 19,6 pg/mL) y la inhibicion de la acetilcolinesterasa mostré un valor de
ICs0 139,3 pg/mL. Se atribuy6 este comportamiento a los terpenos presentes en las
muestras. 2!

En el 2012, Rudge de Moraes, H y colaboradores determinaron el contenido de
polifenoles totales y la actividad antioxidante de las pulpas y las cascaras de cuatro
especies de citricos como C sinensis, C latifolia, C limettioides y C reticulate. Los
valores mas altos para la actividad antioxidante se encontré para los extractos
obtenidos de la pulpa de la C reticulata, relacionado con una alta concentracion de
compuestos polifenoles. ¢’

Moulehi I. (2012) report6 la presencia de hesperidina, naringina, neohesperidina y
acido galico en la composicién quimica de los extractos obtenidos de los citricos C
aurantiumy C reticulata. En cuanto a la actividad antioxidante de estas especies la
C aurantium presenté un valor de 188,67 ug/mL frente a un valor de 210 pug/mL
presentes en C reticulata. %8

Asikin Y. y colaboradores en el afio 2012, determinaron el contenido de polifenoles
totales presentes en los extractos de la cascara de Citrus depressa Hayata,
obteniéndose un valor de 225,4 mg acido galico/100g (2,254 mg &cido galico/ g). °

Luengo y colaboradores en el 2013 aplicaron pulsaciones eléctricas a cascaras de
naranja para la extraccién de compuestos fendlicos totales. En la determinacion del
contenido de estos se empled la metodologia de Folin Ciocalteu obteniendo un valor
de 34,80 mg acido galico/ 100g muestra fresca (0,348 mg acido galico/ g). °
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3. DISENO METODOLOGICO

Este proyecto se desarrollé en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales de la
facultad de Quimica Ambiental de la Universidad Santo Tomas, Seccional
Bucaramanga, Campus Floridablanca.

3.1. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia experimental desarrollada en el presente trabajo se presenta a
continuacion. En la Figura 8, se resume la metodologia propuesta en este proyecto.

Figura 8. Metodologia

Preparacion del material
vegetal

|

Analisis bromatoldgico

|

Obtencion de los extractos

Acetilcolinestera

etandlicos
Soxhlet Microondas Ultrasonido
[ |
Determinacion de las propiedades
biolégicas
| I |
Antioxidante
|
Polifenoles Flavonoides N
totales totales ABTS
[

FUENTE: Autora

Analisis de resultados
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3.1.1. Obtencién y tratamiento del material vegetal

Equipos e instrumentos: Los equipos que se utilizaron fueron: balanza analitica
(Pioneer TM Ohaus), licuadora de 16 velocidades (Oster), desecador
(Scienceware), horno (Gemmy 888).

Para el desarrollo de este trabajo, se emplearon los residuos de la cascara de
naranja recolectadas en una fruteria ubicada en la ciudad de Bucaramanga,
Santander.

La seleccion del material vegetal se realiz6 considerando que las cascaras no se
encontraran con signos de descomposicion o que estuvieran afectadas por la
presencia de hongos o algun otro organismo vivo.

Para la preparacion de las muestras frescas, se les retiraron los residuos de fruta
que tenian y pectina presentes en la cascara, posteriormente, se cortaron en trozos
pequefios y se procedioé a realizar la extraccién para cada uno de los métodos
propuestos para la obtencién de los extractos etandlicos. En la Figura 9, se ilustra
el tratamiento de la cascara de naranja.

Figura 9. Preparacion del material vegetal

FUENTE: Autora

En el caso de la muestra seca, el material vegetal fue secado a 60°C en un horno
hasta peso constante de las muestras (aproximadamente por 24 horas).
Posteriormente la muestra se trituré en una licuadora (Oster de 16 velocidades), con
el fin de aumentar el area de contacto del material vegetal al momento de la
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extraccion. Las muestras fueron almacenadas en bolsas plasticas, teniendo
precaucion de sellarlas con la minima cantidad de aire.

3.1.2. Determinacion del porcentaje de humedad relativa del material
vegetal

Equipos e instrumentos: balanza analitica (Pioneer TM Ohaus), horno (Gemmy
888), licuadora de 16 velocidades (Oster), desecador (Scienceware).

Para la determinacién del porcentaje de humedad relativa de las cascaras de
naranja se empled el método gravimétrico (diferencia de pesos). Se peso el material
vegetal en estado fresco con la ayuda de una balanza analitica (Pioneer TM Ohaus),
luego el material vegetal fue secado en un horno a una temperatura de 60°C hasta
peso constante. Una vez completado el proceso de secado, el material se dejo
enfriar a temperatura ambiente en un recipiente desecador (Scienceware) y
nuevamente pesado. El proceso se realizado por triplicado. En la Figura 10, se
ilustra el proceso que se siguio.
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Figura 10. Preparacion de la muestra para la determinacion del porcentaje de
humedad relativa

Tiempo: uso
inmediato
Tiempo: 24 h
Temperatura:
60°C
Tiempo:
temperatura
ambiente

FUENTE: Autora

La determinacion del porcentaje (%) de humedad relativa en el material vegetal se
da por método gravimétrico, teniendo en cuenta para los calculos la Ecuacién 1:

peso de la muestra humeda—peso de la muestra seca

* 100

Ecuacion 1 % H.R =

peso de la muestra humeda

Nota: H.R: humedad relativa
3.1.3. Analisis Bromatolégico de las cascaras de naranja

Debido a que en el presente estudio se empledé como material vegetal, los residuos
las céscaras de diferentes especies de frutos de naranja, se realizd el andlisis
bromatolégico para establecer la composicion nutricional de los mismos.
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Los pardmetros evaluados en este ensayo fueron: cenizas, humedad, grasa, fibra,
proteinas, carbohidratos totales y valor cal6rico, para las muestras en estado fresco.

Este analisis se llevo a cabo bajo la modalidad de prestacion de servicios en el
Laboratorio de Alimentos del Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos (CICTA) de la Universidad Industrial de Santander (UIS).

3.1.4. Obtencién de los extractos

Equipos e instrumentos: equipo Soxhlet 250 mL con 4 puestos acoplado a una
manta de calentamiento (E&Q), equipo de ultrasonido (Ultrasonik TM 57K), equipo
de destilacion 2000 mL acoplado a horno microondas (LG) 2 condensadores (en
rosario y espiral) y trampa Dean Stark, rotoevaporador acoplado a una bomba de
vacio (IKA- RV10 control).

Disolventes y reactivos: etanol comercial al 96% de Arquilab.

Para la obtencién de los extractos a partir de los residuos de las cascaras de
naranja, en estado fresco y seco, se emplearon tres métodos de extraccion, los
cuales fueron: extraccion sélido- liquido por Soxhlet, extraccion solido- liquido
asistida por ultrasonido (EAU) y la extraccion sélido- liquido asistida por microondas
(EAM). En todos los casos se empled etanol comercial al 96%, como solvente de
extraccion. Se obtuvieron triplicados para cada uno de los métodos de extraccién
evaluados.

La diferencia principal entre los tres métodos, son sus tiempos de extraccion.

En el Cuadro 3, se presentan las condiciones experimentales empleadas para la
obtencion de los extractos.
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Cuadro 3. Condiciones de extraccion para cada método empleado

Método

Condiciones

Equipo

Extraccién soélido-
liquido con equipo
Soxhlet

Temperatura: 70 °C
Tiempo de extraccion:
12 horas
Calentamiento: si
Cantidad de muestra:
309

Extraccion solido-
liquido asistida por
ultrasonido (EAU)

Temperatura: 70 °C
Tiempo de extraccion: 2
horas
Calentamiento: si
Cantidad de muestra:
30g
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Extraccion solido— _.,

liquido asistida por Potencia: 700 W
microondas (EAM) | Tiempo de extraccion: 9
minutos

Calentamiento: si
Cantidad de muestra:
100 g

FUENTE: Autora

Una vez obtenido los extractos fueron filtrados por gravedad y se concentraron
empleando un equipo rotoevaporador acoplado a una bomba de vacio (IKA- RV10
control) como se presenta en la Figura 11. Los desechos de los extractos fueron
descartados segun la clasificacion de residuos del Laboratorio de Investigaciones
Ambientales.
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Figura 11. Equipo de rotoevaporacion disponible en el Laboratorio de
Investigaciones Ambientales de la Universidad Santo Tomas — Bucaramanga.

FUENTE: Autora

Para cada uno de los métodos de obtencién en los extractos etanodlicos se determind
el rendimiento de la extracciéon con la Ecuacion 2:

Peso del extracto seco

Ecuacion 2 %Rendimiento = x 100
Peso de la muestra

3.1.5. Determinacién del contenido de polifenoles totales
Equipos e instrumentos: espectrofotdmetro UV- Vis (Agilent 8453).

Disolventes y reactivos: acido gélico (Carlo Erba), etanol analitico (Merck),
Reactivo de Folin- Ciocalteu (Panreac), carbonato de sodio (Merck).

En la determinacién de polifenoles totales se siguio el protocolo descrito por Ozcan
en el 2006,%3 el cual se presenta a continuacion:

Preparacion del patron de acido galico: se prepard un patron de acido galico a
una concentracion de 5000 ppm. Se refrigerd la solucion hasta el momento de uso,
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teniendo en cuenta que su duracidén no excediera un periodo de dos semanas desde
el momento de preparacion. Seguido a esto se prepard el carbonato de sodio
(Na2COg3) al 10% (P/V).

Preparacion de la curva de calibracion y los extractos etandlicos: En tubos de
ensayos fueron agregados 20 uL del extracto etandlico de la cascara de naranja,
seguido a esto se adiciono una alicuota de 6,5 mL de agua desionizada y 500 pL
del reactivo Folin- Ciocalteu (Panreac). Fue homogenizada la mezcla, seguido a
esto se dejo reposar a temperatura ambiente por un periodo de 8 minutos,
posteriormente se adicionaron 3 mL de carbonato de sodio (Na2CQOs3) al 10% (P/V)
y se llevaron los tubos de ensayo en bafio de agua a 40°C por un tiempo de 30
minutos (con agitacion manual). Transcurrido este tiempo fueron leidas las
absorbancias del blanco de los reactivos y los extractos etanélicos a una longitud
de onda de 765 nm (maximo de absorbancia en la determinacién de los compuestos
polifenolicos) por medio del espectrofotémetro UV- Vis (Agilent 8453), (Figura 12).
Se usaron soluciones de acido galico (Carlo Erba) entre 50 y 500 mg/L (ppm), para
la construccion de la curva de calibracion. Los resultados se expresan como mg
acido galico/ g extracto seco (gramo de extracto seco es el obtenido después de la
rotoevaporacion del disolvente).

Este procedimiento se efectué con cada una de las muestras de estudio por
sextuplicado, los valores presentados corresponden a la media + desviacion
estandar.

Nota: la alicuota fue tomada de la dilucion que se hizo del extracto a 1 mL, y esta
fue llevada a un volumen final de 10 mL.

3.1.6. Determinacion del contenido de flavonoides totales:
Equipos e instrumentos: espectrofotometro UV- Vis (Agilent 8453).

Disolventes y reactivos: quercetina (MP biomedicals), etanol analitico (Merck),
acetato de potasio (Panreac), cloruro de aluminio (Merck).

En la determinacion de flavonoides totales se siguio el protocolo descrito por Chang
y colaboradores en el 2002,* el cual se detallara a continuacion:

Preparacion del patron de quercetina: se preparo un patron de quercetina a una
concentracion de 1000 ppm, fue refrigerada hasta su uso. Seguido a esto se
prepararon las soluciones de cloruro de aluminio (AICI3) (Merck) al 10% (P/V) y
acetato de potasio (CH3CO2K) 1M (Merck).
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Preparacion de la curva de calibracion y los extractos etandlicos: fueron
adicionados en tubos de ensayo 500 pL de cada uno de los extractos etanolicos, se
adicionaron seguido a esto 1,5 mL de etanol al 95%, posteriormente se anadieron
100 pL de cloruro de aluminio (AICI3)10% y 100 pL de acetato de potasio (CHzCO2K)
1M, se agito la mezcla con ayuda de vortex y seguido a esto se agregaron 2,8 mL
de agua desionizada. Fueron conservados los tubos de ensayo por un tiempo de 30
minutos. Terminado este tiempo se leyeron las absorbancias del blanco de reactivos
y los extractos etandlicos a una longitud de onda de 415 nm (maximo de
absorbancia para la determinacion de compuestos flavonoides) por medio del
espectrofotometro UV- Vis (Agilent 8453, Figura 12). Se usaron soluciones de
quercetina (MP Biomedicals) entre 20 y 100 mg/L (ppm), para la construccion de la
curva de calibracion. Los resultados se expresan como mg quercetina/ g extracto
seco (gramo de extracto seco es el obtenido después de la rotoevaporacion del
disolvente).

Este procedimiento se efectué con cada una de las muestras de estudio por
sextuplicado, los valores presentados corresponden a la media + desviacion
estandar.

Nota: la alicuota fue tomada de la dilucién que se hizo del extracto a 1 mL, y esta
fue llevada a un volumen final de 5 mL.

Figura 12. Equipo espectrofotometro UV- Vis disponible en el Laboratorio de
Investigaciones Ambientales de la Universidad Santo Tomas

FUENTE: Autora
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3.2. DETERMINACION DE LAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS

Se evaluo la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de la cascara de
naranja por medio del método de catién radical ABTS*, como también la inhibicién
in vitro frente a la enzima acetilcolinesterasa. Estos ensayos se realizaron en placas
de microdilucién de 96 pozos y leidas en un lector de microplacas (EZ read 400-
Biochrom), como se ilustran en la Figura 13.

Figura 13. Placa de microdiluciones de 96 pocillos y equipo lector de
microplacas disponible en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales de
la Universidad Santo Tomas

FUENTE: Autora

3.2.1. Determinacién de la actividad antioxidante por medio del método de
cation radical ABTS™*:

Equipos e instrumentos: lector de microplacas (EZ read 400- Biochrom).

Disolventes y reactivos: persulfato de potasio (Alfa Aesar), Acido 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) (Sigma Aldrich), Butilhidroxitolueno (BHT)
(Merck), Butilhidroxianisol (BHA) (Sigma Aldrich), a- tocoferol (Vitamina E) (Sigma
Aldrich), Acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico (Trolox) (Sigma
Aldrich)

Las pruebas de la actividad antioxidante se realizaron de acuerdo con el método
descrito por Re y colaboradores en 1999,% con las modificaciones propuestas por
Mufioz y colaboradores en el 201072 y adaptadas a las condiciones del laboratorio,
la metodologia sera detallada a continuacion:

Para la preparacion del cation radical ABTS* se pesaron 3,3 mg de persulfato de
potasio (K2S20s) (Alfa aesar) y entre 13- 14 mg de ABTS, fueron disueltos en un
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balon aforado de 5 mL con agua destilada. La solucion se dej6 reaccionar durante
16 horas a la temperatura ambiente del laboratorio (15- 22°C), y en ausencia de luz.
Fue tomada una alicuota del cation radical ABTS*, fue diluida en etanol hasta
obtener una absorbancia cercana a 0,750 nm.

Fue preparado el patron de Trolox a una concentracion de 1x 102 M. De los
compuestos de referencia como BHA, BHT, Vitamina E, naringina, naringenina
(Cuadro 4) y los extractos etandlicos, se tomaron concentraciones entre 160 a 5000
ppm, las cuales se diluyeron de forma seriada en microplacas de 96 pocillos, fueron
sembradas alicuotas de 20 uL, seguido a esto se adicionaron 200 uL del cation
ABTS". Las mediciones de las absorbancias se realizaron en un lector de
microplaca a una longitud de onda de 734 nm (maximo de absorbancia en la
cuantificacion del cation radical ABTS*), leyéndose 30 minutos después de la
mezcla inicial. La respuesta- concentracion de las sustancias, como porcentaje de
la absorbancia del catién radical ABTS* sin inhibir se calculé de acuerdo con la
Ecuacion 3:

Promedio AB—AM min 30
Promedio AB

Ecuacién 3 %InhA734:( )* 100

Donde:
AB: Absorbancia del blanco

AM: Absorbancia de la muestra
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Cuadro 4. Compuestos de referencia para la actividad antioxidante

Compuesto Estructura
CH,4
Trolox
H
CH3
CH
e CH3
Butilhidroxianisol (BHA)
o— CH3
CH, CHs
- . HgC CHj
Butilhidroxitolueno HaC CH,

(BHT)

a—tocoferol (Vitamina E)

Naringenina
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Naringina
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HO
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O

H,C

HO

HO

O

OH

OH

OH

HO

En la Figura 14, se representa el disefio de una microplaca que se empleo en la
determinacion de la actividad antioxidante de los compuestos de referencia y los

extractos etanolicos de la cascara de naranja.

Figura 14. Disefio metodoldgico en placa de 96 pocillos en la determinacién
de la actividad antioxidante
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FUENTE: Autora
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3.2.2. Ensayo de inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa
Equipos e instrumentos: lector de microplacas (EZ read 400- Biochrom).

Disolventes y reactivos: enzima acetilcolinesterasa extraida del 6rgano eléctrico
del pez Electrophorus electricus (Sigma Aldrich), galantamina (Alfa Aesar), yoduro
de acetiltiocolina (Sigma Aldrich), dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck), Hidrégeno
fosfato de potasio (K2HPO4) (Panreac), Hidrégeno fosfato de sodio (NaH2PO4)(Alfa
Aesar), Cloruro de sodio (NaCl) (J.T. Baker), Tween 20 (Sigma Aldrich).

Se sigui6 la metodologia descrita por Ellman y colaboradores en el afio 1961.22

El ensayo fue realizado en microplacas de 96 pocillos con un volumen final de
200uL. Se colocaron 50 pL de una solucién del compuesto de referencia
galantamina, Vitamina E, naringina y naringenina (concentraciones de 1x10-3) y los
extractos a probar (en concentraciones de 1000ug/mL (ppm), disuelto en buffer
fosfato salino de pH 7,5, y 50 pL de la enzima acetilcolinesterasa (0,25 U/mL). La
placa se incub6 a temperatura ambiente por 30 minutos y se adicionaron 100 uL de
la solucién sustrato con pH 7,5 [NazHPOs4 0,04 M, &cido 2,2°-dinitro-5,5"-
ditiobenzoico 0,2 mM, yoduro de acetiltiocolina 0,24 mM]. A los cinco minutos de la
iniciada en la reaccién se ley6 la absorbancia, a 412 nm (maximo de absorbancia
en la cuantificacion de la inhibicion de la AChE), en un lector de microplacas (EZ
read 400- Biochrom). Los ensayos se realizaron por triplicado. El porcentaje de
inhibicion fue calculado con la Ecuacion 4:

AM—-AB

Ecuacion 4 % Inhibicion A,,, = 100 — (m

) * 100
Donde:

AB: Absorbancia del blanco

AM: Absorbancia de la muestra

AC: Absorbancia del control

En la Figura 15 se representa el disefio en una microplaca a seguir en la
determinacion in vitro de la inhibicién de la enzima AChE de los compuestos de
referencia y los extractos etandlicos de la cascara de naranja.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

En el desarrollo de este numeral se presentan los resultados obtenidos en este
trabajo de grado con sus respectivos analisis.

4.1. Determinacién del porcentaje de humedad relativa del material

vegetal

Al finalizar la adecuaciéon del material vegetal se procedié a la determinacion del
porcentaje de humedad presente en las muestras, fueron tomadas tres muestras
representativas independientes, antes de realizar las extracciones por los diferentes
métodos, los resultados del procedimiento experimental para determinar la
humedad relativa de las cascaras de naranja se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Humedad relativa de las cascaras

# Peso de la Peso de la % Humedad Desviacion
Muestra | muestra hUmeda | muestra seco (g) | de la muestra | estandar (z)
()]
1 30,2396 8,8102 70,9
2 30,2213 8,8099 70,8 0,06
3 30,2390 8,8101 70,9

Es importante determinar la humedad en las muestras, ya que la humedad presente
en las cascaras de naranja fue del 71%, esto hace que la penetracion del disolvente
con la muestra sea dificil, lo que no ocurre con las muestras en estado seco, ya que
estas al no tener humedad y al estar trituradas en trozos mas pequefos que las
muestras frescas, tienen mayor contacto con el disolvente generando mayor
arrastre de los compuestos de interés hacia el disolvente. Existen reportes en la
literatura sobre la influencia del estado de la muestra con el rendimiento en los
procesos de extraccién. "3 74

La humedad en las muestras fue determinada en el Laboratorio de Investigaciones
Ambientales de la Universidad Santo Tomas.

4.2. Caracterizacion del material vegetal

Fue realizado un analisis bromatoldgico en el laboratorio de alimentos CICTA de la
UIS, con el fin de caracterizar el valor nutricional presente en las cascaras de
naranja en estado fresco, ya que las muestras a analizar son residuos de la cascara
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de naranja y no son especies especificas de esta fruta citrica. Los resultados
obtenidos se presentan la Tabla 2.

Tabla 2. Resultados del andlisis bromatoldgico de las cascaras de naranja

Parametro Unidad Resultado
Humedad g/100 g mtra 75,5
Ceniza g/100 g mtra 1,2
Grasa g/100 g mtra 0,2
Proteina g/100 g mtra 1,4
Fibra g/100 g mtra 3,8
Carbohidratos totales g/100 g mtra 21,7
Valor cal6rico Kcal/100 g mtra 94,4

Nota: mtra: muestra

Inicialmente la caracterizacion realizada a las cascaras de naranja determina que el
agua, relacionada directamente con la humedad relativa, es el componente
mayoritario en la muestra, seguido de carbohidratos totales, fibra, proteina, ceniza
y grasa.

Al comparar los datos suministrados por el CICTA, sobre la humedad en las
cascaras de naranja, con los hallados en el Laboratorio de Investigaciones de la
USTA, estos difieren entre si con un error del 7%, ya que, al tratarse de residuos
no se puede tener la certeza sobre la composicién de las muestras y debido a que
la muestra analizada fue independiente de las muestras utilizadas en el proceso de
determinacion de la humedad realizado en la USTA. En el Anexo A se encuentra el
informe completo sobre este estudio con los métodos empleados para la realizacion
de este analisis.

Comparando las metodologias se puede decir que el procedimiento realizado en el
Laboratorio de Investigaciones Ambientales de la Universidad Santo Tomas fue
adecuado comparandolo con el CICTA el cual es un procedimiento certificado.

4.3. Obtencidn de los extractos etandlicos de la cascara de naranja

Los extractos etanolicos de la cascara de naranja fueron realizados utilizando como
disolvente etanol comercial, se realizaron por medio de tres diferentes métodos tales
como extraccion solido- liquido por medio de equipo Soxhlet, extraccion sdlido-
liguido asistida por ultrasonido (EAU) y extraccion sdlido- liquido asistida con
microondas (EAM), siguiendo las condiciones descritas en el numeral 3.1.4.
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En la Tabla 3 y la Figura 16 se relaciona el promedio de los porcentajes de
rendimiento para las muestras en estado fresco y seco de los tres métodos de
extraccion.

Tabla 3. Rendimientos promedios de la extraccién para cada método

Muestra | Peso promedio | Peso promedio % de
de la muestra del extracto rendimiento
SXF 30,0610 2,6703 8,9
SXS 30,0077 8,5319 28,4
UF 30,0762 2,5047 8,3
us 30,0478 4,5672 15,2
MF 100,0383 5,4199 54
MS 100,0559 9,4843 9,5

Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco.

Figura 16. Porcentaje de rendimiento de los extractos
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M Seriesl 8,9 28,4 8,3 15,2 5,4 9,5

30

25

20

15

10

5

% Rendimiento de extraccion

0

Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco.

En el Anexo B se relacionan los rendimientos de las extracciones de las muestras
en estado fresco y seco.

Con los datos obtenidos se observa que el mejor rendimiento en estado fresco para
la extraccién etandlica sdlido- liquido de las cascaras de naranja fue para el método
Soxhlet con un promedio del rendimiento de 8,9%, seguido de EAU con un
rendimiento del 8,3%, seguida de la EAM con un 5,4%.
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Los extractos etandlicos obtenidos a partir del material en estado seco, fueron los
que arrojaron mejores rendimientos en la extraccion, siendo la extraccion por
Soxhlet la mejor de ellas con un porcentaje de rendimiento de 28,4% seguida de la
EAU con 15,2% y EAM con 9,5%. Esto se debe a que las muestras en estado seco
no tenian presencia de agua y las muestras se encontraban cortadas en finos
trozos, lo cual aumento el contacto de la muestra con el disolvente.

La extraccion etandlica por medio del método Soxhlet obtuvo los mejores
rendimientos en ambas extracciones, tanto en las muestras fresca y para las
muestras en estado seco. El ultimo lugar, sin decir que fue el peor, es para EAM.
Estos rendimientos pueden ser atribuidos al tiempo de contacto que permanecieron
las muestras con el disolvente.

Al comparar los métodos de extraccion en cuanto al tiempo que duro la muestra con
el disolvente, podemos decir que la extraccion con microondas obtuvo un buen
rendimiento atribuyendo que la extraccién solo tardo 9 minutos, comparandolo con
los métodos como ultrasonido y extraccion con Soxhlet los cuales fueron de 2y 12
horas respectivamente.

4.4. Determinacién del contenido de polifenoles y flavonoides totales

La determinacion del contenido de polifenoles y flavonoides totales es una medida
indirecta para establecer la actividad antioxidante de los extractos etandlicos
obtenidos de las cascaras en estado fresco y seco empleando tres métodos de
extraccion.

4.4.1. Polifenoles totales

La cuantificacion de los polifenoles totales se determind mediante el método de
Folin- Ciocalteu, empleando curvas de calibracién con acido gélico, como patrén de
referencia, de acuerdo con la metodologia presentada en el numeral 3.1.5. En la
Tabla 4 se presentan los valores de las absorbancias de los patrones de acido
galico, obtenidas a 765nm. En el Anexo C se muestran las absorbancias obtenidas
para cada una de las concentraciones de la curva de calibracion.
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Tabla 4. Absorbancia de la curva de calibracion del acido galico (AG) para

polifenoles totales

Patrones AG (mg/L) Absorbancia 765nm* | Desviacion estandar (+)
50 0,0658 0,00100
100 0,1358 0,00030
150 0,2126 0,0080
250 0,3768 0,0076
500 0,7600 0,00133

Nota: *Cada valor representa la media de 6 repeticiones

En la Figura 17, se presenta la curva de calibracién del acido galico para la

determinacion de polifenoles totales, con una correlacion lineal de R?= 0.9989

Figura 17. Curva de calibracion del 4cido gélico
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En la Tabla 5, se presentan los resultados promedios obtenidos en la determinacion
de polifenoles totales. En el Anexo D, se presentan las ecuaciones utilizadas para
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la determinacién de la cantidad de polifenoles totales.
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Tabla 5. Promedio del resultado de la cuantificacion de polifenoles totales

Extracto Abs Concentracion Peso PT(mg AG/g
765nm* ppm (a*) extracto extracto
seco (Q) Seco)
SXF 0,6822+ 436,4 0,045 13,0
0,0702
SXS 0,6621+ 423,8 0,046 39,2
0,0151
UF 0,5361+ 345,1 0,042 10,4
0,0382
us 0,5356+ 344,7 0,042 18,5
0,0105
MF 0,6273+ 402,0 0,045 24,0
0,0107
MS 0,7219+ 461,2 0,039 56,9
0,1066

Nota: *Cada valor representa la media de 6 repeticiones * la desviacion estandar. Abs: absorbancia.
a*: concentracion determinada con la ecuacién de la recta y la absorbancia de las muestras PT:
polifenoles totales. AG: acido galico. SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con
muestra en estado seco, UF: ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra
en estado seco, MF: microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en
estado seco.

El contenido de polifenoles para los extractos etandlicos de la cascara de naranja
es alto, comparandolos con valores reportados en la literatura®®, lo que indica que
estos extractos podrian tener una gran capacidad para la captacion de radicales
libres, lo que motiva a realizar diferentes estudios que ayuden en la obtencién de
compuestos bioactivos que puedan ser aplicados en diferentes industrias como la
farmacéutica, cosmeética, de alimentos, entre muchas mas.

Con los datos obtenidos mediante la cuantificacion del contenido de polifenoles en
los extractos, la mayor cantidad de compuestos polifenoles se encuentran presentes
en los extractos obtenidos por el método de extraccion asistida por microondas,
utilizando el material vegetal seco, con un valor de 56,9 mg AG/ g extracto seco.

El método de extraccion que mejor cuantificacion de compuestos polifenolicos
obtuvo, utilizando las muestras en estado fresco, fue la extraccion asistida con
microondas, seguida de la extraccion asistida con equipo Soxhlet y la extraccion
asistida con ultrasonido, con valores de 24,0- 13,0 y 10,4 mg AG/ g extracto seco
respectivamente.

Los valores obtenidos para polifenoles totales (PT) varian entre 10,4y 56,9 mg AG/g
extracto, esto comparado con lo reportado en la literatura por Lourdes vy
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colaboradores en el afio 2007 es superior ya que estos reportaron datos de 35,24
mg AG/g de extracto®3. Esto probablemente se deba a que en este trabajo de grado
se realizaron las muestras con residuos de la cascara de naranja, los cuales pueden
tener mayor cantidad de metabolitos secundarios debido a la mezcla de las especies
en los residuos, que mejoran la cuantificacion de los polifenoles al compararlos con
la literatura donde se utilizé naranja amarga (una sola especie).

4.4.2. Flavonoides totales

Para la determinacion del contenido de flavonoides totales presentes en los
extractos etanodlicos de cdscaras de naranja, se empled el método colorimétrico con
AICls, empleando curvas de calibracion de quercetina como patron de referencia,
de acuerdo con la metodologia planteada en el numeral 3.1.6. En la Tabla 6, se
presentan los resultados de las absorbancias medidas a 415 nm. En el Anexo E, se
muestran las absorbancias obtenidas para cada una de las concentraciones de la
curva de calibracion.

Tabla 6. Absorbanciade lacurvade calibracién de quercetina para flavonoides
totales

Patrones quercetina (mg/L) Absorbancia 415nm* Desviacion estandar (+)
20 0,1697 0,00039
30 0,2573 0,00107
40 0,3511 0,00098
60 0,5364 0,00128
100 0,9171 0,00132

Nota: *Cada valor representa la media de 6 repeticiones

La Figura 18, se presenta la curva de calibracion para flavonoides totales usando
como patron de referencia la quercetina, con una alta correlacion lineal de los datos
R?=0.9999

57



Figura 18. Curva de calibracién para la quercetina
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Los resultados promedios en la cuantificacion de los flavonoides totales analizados
de los extractos etandlicos de las cascaras de naranja se presentan en la Tabla 7.
En el Anexo D, se presentan las ecuaciones utilizadas para determinar la cantidad
de compuestos flavonoides presentes en los extractos etandlicos.

Tabla 7. Promedio del resultado en la cuantificacién de flavonoides totales

Extracto Abs Concentracion Peso FT(mg
415nm* ppm (a*) extracto | quercetina/g
seco (Q) extracto
Seco)
SXF 0,6360+ 70,0 0,0102 0,19
0,0013
SXS 0,6672+ 73,3 0,0077 0,81
0,0012
UF 0,4619+ 51,5 0,0101 0,13
0,0012
us 0,6493+ 71,4 0,0087 0,38
0,0011
MF 0,6987+ 76,7 0,0074 0,56
0,0036
MS 0,7316% 80,2 0,0061 1,25
0,0014

Nota: *Cada valor representa la media de 6 repeticiones + la desviacion estandar. Abs: absorbancia.
a*: concentracion determinada por medio de la ecuacién de la recta y la absorbancia de las muestras
FT: flavonoides totales. SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en
estado seco, UF: ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado
seco, MF: microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco.
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En la extraccion de los compuestos flavonoides la mayor cantidad de estos se
obtuvieron de los extractos etandlicos por microondas, utilizando el material vegetal
seco, con un valor de 1,25 mg quercetina/ g extracto seco. De igual forma la
extraccion asistida por microondas usando las muestras en estado fresco, presento
una cuantificacion alta de compuestos flavonoides, en comparacién con extraccion
con equipo Soxhlet y EAU, con un valor de 0,19- 0,13 mg quercetina/ g extracto
seco.

Las muestras en estado seco, arrojaron los mejores resultados para la cuantificacion
de los compuestos flavonoides utilizando los diferentes métodos de extraccion. Esto
se atribuye a que las muestras se les habian eliminado la mayor cantidad de agua
aumentando asi el contacto de la muestra con el disolvente y por ende el aumento
en el arrastre de compuestos de interés.

Para los valores reportados de flavonoides totales (FT) en la literatura por
Guimaraes para el afio 2010,”® se tienen valores entre 0,32- 1,69 mg quercetina/g
extracto, valores cercanos comparandolos con los obtenidos en esta investigacion,
los cuales oscilaban entre 1,25- 0,13 mg quercetina/ g extracto seco. Esto puede
ser atribuido a la muestra que fue utilizada en esta investigacion, ya que en la
metodologia propuesta en este trabajo se utilizaron residuos de varias especies de
naranja y no una especie especifica, aumentando asi la obtencion de diferentes
metabolitos secundarios en diferentes cantidades.

Con los datos obtenidos se puede apreciar que los compuestos polifenoles se
encuentran en mayor proporcion en los extractos etandlicos, al compararlos con los
flavonoides, esta tendencia era la esperada, ya que, los flavonoides son un
subgrupo de los compuestos polifenoles.

La extraccién asistida por microondas fue el mejor método en cuanto la
cuantificacion de polifenoles y flavonoides totales, esto se puede atribuir a que al
ser este el método con el menor tiempo de extraccion, los compuestos de interés
presentes en la muestra tuvieron un tiempo corto de exposicion al calentamiento y
por este motivo los metabolitos secundarios no fueron desnaturalizados en
comparacion con los otros dos metodos de extraccion.

En la Figura 19, se evidencia la tendencia en la relacion de los flavonoides totales
sobre los polifenoles totales, presentes en los extractos etandlicos de la cascara de
naranja.
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Figura 19. Relacion del contenido de flavonoides totales sobre los polifenoles
totales para cada método de extraccion
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Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco.

Como se puede observar con los datos y la gréafica la proporcion que existe de
flavonoides con los polifenoles totales no tienen un amplio rango de variacion, los
valores son muy cercanos entre si, lo que indica que cada uno de los métodos de
extraccion arrastra compuestos tipo flavonoides que se encuentran presentes en las
cascaras de naranja. Se tiene que el mayor contenido de flavonoides totales en los
extractos etandlicos de la cascara de naranja, es mayor en la extraccion asistida por
microondas, con las cascaras en estado fresco con un valor de 0,023 (FT/PT). Este
comportamiento también se puede atribuir al tiempo de contacto de la muestra con
el disolvente, ya que al estar mayor tiempo el analito en presencia de calentamiento
alguno de los metabolitos secundarios pudieron ser degradados.

4.5. Determinacién de la actividad antioxidante por medio del catién
radical ABTS*

Para este ensayo se utilizé la metodologia propuesta por Re y colaboradores en
1999,%4 con modificaciones de Mufioz y colaboradores en el 201072, siguiendo la
metodologia descrita en el numeral 3.2.1.

Para cada una de las sustancias en estudio se determiné la Actividad Antioxidante
total (TAA) siguiendo la Ecuacion 5, que corresponde a la relacion entre la pendiente
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obtenida de la curva del compuesto de referencia Trolox, sobre los kilogramos de
las sustancias antioxidantes en estudio.

.z lTrol

Ecuacién 5 TAC: 222

Kg muestra

La determinacion de la actividad antioxidante para los extractos etandlicos se

realizaron siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.1.

Fue determinada la curva del Trolox en primera instancia debido a que los datos
analizados son funcién de este. La curva y su valor obtenido se encuentran en el
Anexo F.

Se obtuvieron las curvas dosis- respuesta para cada uno de los compuestos de
referencia y los extractos. En la Figura 20 y la Figura 21, se relacionan algunas de
las graficas obtenidas para cada uno de los compuestos de referencia y los
extractos etandlicos de la cascara de naranja, por los diferentes métodos utilizados
para las muestras en estado fresco y seco. En los Anexos del G al M se relacionan
todas las curvas antioxidantes de cada uno de los compuestos de referencia y los
extractos etandlicos de la cascara de naranja por los tres diferentes métodos.
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Figura 20. Curvas de la actividad antioxidante para los compuestos de
referencia
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Figura 21. Curvas de la actividad antioxidante para los extractos etandlicos de
la cascara de naranja
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Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco. BHT:
butilhidroxitolueno. BHA: butilhidroxianisol. Vit E: vitamina E.
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Aplicando la Ecuacion 5, tenemos los datos obtenidos para los extractos etandlicos,
los cuales se relacionan en la Tabla 8 y en la Figura 22, donde se comparan los
datos para cada uno de los extractos etandlicos de las cascaras de naranja en
estado fresco, secos y los compuestos de referencia utilizados en este trabajo.

Tabla 8. Promedio de la actividad antioxidante para los extractos etanélicos y
los compuestos de referencia

Muestra Concentracion TAC (mmol de Trolox/ | CV (%)
promedio (ppm) Kg muestra) + SD*

BHT 200 3777,2 + 8,7x10® 2,0
BHA 160 5016,2 + 1,5x10°7 4,4
Vit E 420 1663,4 + 4,3x10”7 4,3
Naringina 590 80,1 + 4,9x10° 2,4
Naringenina 270 252,5 + 1,0x10° 1,6
SXF 2800 134,0+£5,7 3,4
SXS 2900 119,5+4,9 4,0
UF 4600 113,0+£4,1 3,6
us 3800 128,1+1,9 1,6
MF 4200 150,1 £5,0 3,1
MS 3700 100,1+2,0 1,9

Nota: SD*: Desviacion estandar para n= 3 réplicas. SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS:
Soxhlet con muestra en estado seco, UF: ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido
con muestra en estado seco, MF: microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con
muestra en estado seco. BHT: butilhidroxitolueno. BHA: butilhidroxianisol. Vit E: vitamina E
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Figura 22. Comparaciéon de los valores TAC de los diferentes métodos de
extraccion y los compuestos de referencia
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Nota: A: valores TAA por los diferentes métodos de extraccién. B: valores TAA por los diferentes
métodos de extraccion y los compuestos de referencia. SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco,
SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF: ultrasonido con muestra en estado fresco, US:
ultrasonido con muestra en estado seco, MF: microondas con muestra en estado fresco, MS:
microondas con muestra en estado seco. BHT: butilhidroxitolueno. BHA: butilhidroxianisol. Vit E:
vitamina E.

El método de extraccion que reporta la mejor actividad antioxidante utilizando las
muestras de la cascara de naranja en estado fresco, con un valor promedio TAA de
150,1 es para la EAM, seguido de la extraccion por Soxhlet con un valor TAA de
134,0, terminando con la EAU con un TAA de 113,0 con el rendimiento mas bajo
entre los tres métodos.

Las muestras en estado seco variaron un poco teniendo, la EAU como el mejor
método con actividad antioxidante (TAA 128,1), seguido de la extracciéon con
Soxhlet (TAA 119,5) respectivamente, ya que, la EAM para las muestras en estado
seco fue el que arrojo los datos mas bajos comparando los tres métodos (TAC
100,1).

Los datos obtenidos con los extractos de las cascaras de naranja arrojaron valores
inferiores a los antioxidantes comerciales (BHT y BHA) utilizados como
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conservantes en las industrias, al igual con la Vitamina E que es un compuesto
natural, se obtuvieron valores por debajo. Con esto se tiene que los extractos
etandlicos obtenidos poseen una moderada actividad antioxidante comparandolo
con los compuestos de referencia.

Comparando los extractos etandlicos, con la naringenina que es un flavonoide de
referencia, el cual tuvo un valor de 252,5 mmol de Trolox/ kg muestra, estos
arrojaron valores cercanos, lo que evidenciaria que los extractos de la cascara de
naranja posiblemente contengan estos metabolitos secundarios. Al comparar los
extractos etanolicos con la naringina (TAA 80,1), el cual es uno de los flavonoides
mayoritarios presente en la naranja, podemos observar que estos poseen valores
superiores a este metabolito secundario. Esta tendencia puede ser atribuida a la
mezcla de compuestos de valor agregado presentes en los extractos etandlicos de
los residuos de la cascara de naranja.

En la Tabla 9, se relacionan los compuestos polifenoles y flavonoides presentes en
la actividad antioxidante.

Tabla 9. Relacién de la cantidad de polifenoles y flavonoides totales presentes
en la actividad antioxidante

Peso Relacion | Relacion
promedio PTcon | FT en AA
extracto | PT (mg FT (mg AA (mg (mg

seco en AG/ g |quercetina/| AG/g |quercetina/
la AA extracto | g extracto | extracto | g extracto

Muestra (mQ) seco) Seco) Seco) Seco)
SXF 2,8 13,0 0,19 3,6 x102 | 5,3 x10*
SXS 2,9 39,2 0,81 1,1 x101 | 2,3x10°3

UF 4,6 10,4 0,13 4,8 x102 | 5,9 x10*
us 3,8 18,5 0,38 7,0x102 | 1,4 x103
MF 4,2 24,0 0,56 1,0x10?1 | 2,3x10°3
MS 3,7 56,9 1,25 2,1 x101 | 4,6 x103

Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco, AA:
actividad antioxidante, PT: polifenoles totales, AG: &cido galico, FT: flavonoides totales.

Al hacer una relacion cuantitativa entre los polifenoles y flavonoides totales con los
datos obtenidos en la determinaciéon de la actividad antioxidante tenemos que los
compuestos polifendlicos se encuentran en mayor cantidad, en comparacion con
los flavonoides. Debido al alto contenido de polifenoles presentes en la cascara de
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la naranja, se tiene la presencia de la capacidad antioxidante mostrada por los
extractos obtenidos, ya que los compuestos presentes en ellos poseen
sustituyentes hidroxilos que facilitan la transferencia de atomos de hidrogeno que
pueden ayudar en la eliminacién de los radicales libres. 4°

Teniendo en cuenta factores como la concentracion y que los extractos son mezclas
complejas de varios compuestos, posiblemente debido a esto se presenta variacion
entre la cantidad de metabolitos secundarios presentes en las muestras con la
actividad antioxidante evaluada, ya que, teniendo en cuenta que la relacién con la
actividad antioxidante fue alta para los extractos etandlicos en estado fresco
extraidos por microondas, pero esta muestra no tiene la mayor cantidad de
compuestos polifenoles.

4.6. Determinacion de la actividad inhibitoria in vitro de la AChE.

Para esta actividad se sigui6 el método descrito por Ellman en el afio 1961.%? Fueron
utilizados compuestos de referencia como galantamina, naringina, naringenina y
Vitamina E (Figura 23).

Figura 23. Compuestos de referencia para AChE
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Para la determinacion in vitro en la inhibicidén de la enzima acetilcolinesterasa de los
compuestos de referencia y los extractos etandlicos de la cascara de naranja, se
realizaron los pasos de acuerdo con la metodologia experimental presentada en el
numeral 3.2.2.
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Se determinaron las curvas dosis- respuesta para los compuestos de referencia
(galantamina (como patrén de referencia para la inhibicibn de la enzima
acetilcolinesterasa), vitamina E (compuesto de referencia natural), naringina vy
naringenina (compuestos flavonoides)).

En la Figura 24, se ilustran algunas de las curvas dosis- respuesta para la inhibicion
de la enzima AChE de los compuestos de referenciay en la Figura 25, se presentan
las curvas de inhibicién para algunos de los extractos etandlicos de la cascara de
naranja. En los Anexos del N hasta el T, se encuentran todas las curvas dosis
respuesta para la inhibicion de la enzima AChE de los compuestos de referencia y
los extractos etandlicos.

Figura 24. Curvas de inhibicion de la enzima AChE de los compuestos de
referencia.

2000 - Galantamina

100.00
.E 20.00
%
E ELOD y = 13,1360+ 195,01
= -
= o ] R¥= 09757

2000 |

(00 T T T T ' !

J0E#)  1CE#  40E4  EOE4 B0E 1DE-3 1IE2
Concentracicn (M)

Naringenina
Naringiha B
A0
20000 —1
£ = A0 -
0000
5 60000 i B0 -
 210m K v = 18.122nx] + 21.29
gm ¥ = 16.084In{x) + 192,05 2 A0 Rt = (4905
£ Iz
s 000 R = 0 9663 g 2000 |
o
10.000 0000 ; ; . . ;
0.0 O.0OE+00 200604 400604 6.D0E04 BO0ED4 100E03 1.20E-02
DOCE+D0 ZO0E-D4 AQOEQd G00504 BODEOS 100803 120E.03 -20.000 <

Concentracidn [M)
Concentracin (M]

68



Figura 25. Curvas de inhibicion de la enzima AChE de los extractos etandlicos
de las cascaras de naranja
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Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco.

En la Tabla 10 y la Figura 26 se promedian los datos de las concentraciones
inhibitorias medias determinadas para los extractos etandlicos de la cascara de
naranja en estado fresco y seco para sus tres diferentes métodos.
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Tabla 10. Valores promedio de la ICso de la actividad inhibitoria de la enzima
AChE delos compuestos de referenciay los extractos etandlicos de lacascara
de naranja

Muestra (g /rL%lSD* CV (%)

Galantamina 0,23+0,11 0,9

Vit E 42,0+0,13 9,76x10°
Naringina 98,3+ 3,18 3,2
Naringenina 121 £ 4,40 3,6
SXF 37,8 £0,67 1,8
SXS 385+1,11 2,9
UF 357+1,11 3,1
Us 37,9+1,19 2,9
MF 36,6 + 1,55 4,2
MS 34,1+1,30 3,8

Nota: SD*: Desviacion estandar para n= 3 réplicas. SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS:
Soxhlet con muestra en estado seco, UF: ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido
con muestra en estado seco, MF: microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con
muestra en estado seco. Vit E: vitamina E.
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Figura 26. Comparacion de los valores de ICso de la actividad inhibitoria de la
enzima AChE para los extractos etandlicos de la cascara de naranja y los
compuestos de referencia
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Método de extraccion y compuestos de referencia

Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco. Vit E:
vitamina E.

Los extractos lograron inhibir la enzima AChE en concentraciones menores a 62,5
pg/mL, esto indica que existen compuestos tipo flavonoides presentes en estos
extractos que seria interesante aislar y determina cual de estos ejerce la inhibicion
sobre dicha enzima.

Con los datos obtenidos se tiene que las muestras en estado seco, fueron las que
mejores datos arrojaron, siendo el método de extraccion por microondas el mas
eficiente con una ICso de 34,1 pug/ mL, seguido de la EAU con un valor de ICsp 37,9
y por ultimo pero no menos importante la extracciéon con equipo Soxhlet con una
ICs0 de 38,5.

Los valores obtenidos para cada uno de los métodos en estado fresco y seco no
varian de manera significativa entre si, con esto se puede decir que los extractos
etandlicos de la cascara de naranja son buenos inhibidores de la enzima AChE,
independiente del estado fresco o seco de la muestra.

Los flavonoides de referencia utilizados fueron naringina y naringenina con ICso de
98,3 y 121 pg/mL respectivamente, los extractos tuvieron una ICso menor (con un
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63- 69%) a estos valores, estos datos se deben a que los extractos etandlicos de la
cascara de naranja poseen una mezcla compleja de varios compuestos.

La Vitamina E como compuesto natural, posee una concentracion inhibitoria media
de 42,0 pg/mL, valor que se encuentra dentro del rango de los extractos etandlicos
obtenidos de la cdscara de naranja, indicando que estos son buenos inhibidores de
la AChE cuando se le compara con compuestos naturales.

Los extractos etandlicos de la cascara de naranja poseen una inhibicion que varia
entre 34,1- 38,5 pg/mL, menores a los que se encuentran reportados en la literatura
por Loizzo y colaboradores en el afio 20127 con valores de 91,4- 107,4 pug/mL. Esto
probablemente este influenciado en que para este trabajo se utilizaron residuos de
la cdscara de naranja, pero para lo reportado en la literatura se hicieron los analisis
con Citrus aurantifolia.

En la Tabla 11, se relaciona la cantidad de compuestos polifenoles y flavonoides
presentes en la inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa.

Tabla 11. Relacion de la cantidad de polifenoles y flavonoides totales
presentes en la inhibicién de la AChE

Relacion | Relacion
Peso PT con FT en
extracto | PT (mg FT (mg IAChE |IAChE (mg
seco en AG/ g |quercetina/| (mg AG/ |quercetina/
la IAChE | extracto | g extracto |g extracto| g extracto

Muestra (mQ) seco) Seco) seco) seco)
SXF 2 13,0 0,19 2,6 x102 | 3,8 x10*
SXS 2 39,2 0,81 7,8 x102 | 1,6 x103

UF 2 10,4 0,13 2,1 x102 | 2,6 x10*
us 2 18,5 0,38 3,7 x102% | 7,6 x10*
MF 2 24,0 0,56 4,8x102 | 1,1x103
MS 2 56,9 1,25 1,1 x10?1 | 2,5x10°3

Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, SXS: Soxhlet con muestra en estado seco, UF:
ultrasonido con muestra en estado fresco, US: ultrasonido con muestra en estado seco, MF:
microondas con muestra en estado fresco, MS: microondas con muestra en estado seco, IAChE:
inhibicion de la enzima acetilcolinesterasa, PT: polifenoles totales, AG: acido gélico, FT: flavonoides
totales.

En la relacion cuantitativa entre los polifenoles y flavonoides totales con los datos
obtenidos en la inhibicibn de la enzima AChE, podemos observar que los
compuestos polifenoles son mayoritarios, en comparacion con los flavonoides.
Posiblemente estos metabolitos secundarios son inhibidores de esta enzima, mas
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sin embargo, al comparar la relacion entre la cantidad de polifenoles y actividad
inhibitoria de la AChE, no se tiene una relacion directamente proporcional a estos,
esto se puede atribuir a otros compuestos bioactivos presentes en los extractos, ya
que estos son mezclas complejas de varios compuestos, que pueden ser
estructuralmente semejantes a la acetilcolina, la cual es la enzima que se enlaza
con la acetilcolinesterasa para finalizar el impulso nervioso neuromuscular en la
sinapsis.
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5. CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos obtenidos con material fresco y seco fueron evaluados para
determinar cuales de los tres métodos de extraccion aplicados, como lo fueron:
extraccion solido liquido por Soxhlet, extraccion asistida por ultrasonido (EAU) y
extraccion asistida por microondas (EAM) fue el mas eficiente, obteniendo que
dentro de los mas eficientes se tuvo, que la, extraccion por Soxhlet mostré un
rendimiento del 8,8- 28,4 %, seguido de la extraccidon por ultrasonido con un
rendimiento del 8,3- 15,2%, lo que deja a la extraccion por microondas en la Ultima
posicién con un rendimiento de 5,4- 9,5% respectivamente. Pero al evaluar el tiempo
de extraccion, se tiene que la extraccién asistida por microondas es potencialmente
el mejor método ya que en su corto tiempo de exposicion con la muestra se obtienen
datos significativamente altos.

Se determiné el contenido de polifenoles totales por el método de Folin- Ciocalteu
mostrando que la mayor cantidad de compuestos fendlicos se obtuvo de los
extractos etandlicos realizados por el método de extraccion con microondas en
estado seco con 56,9 AG/ g extracto seco.

Los flavonoides totales fueron evaluados por medio del método colorimétrico con
AICl3 para los extractos etandlicos de la cascara de naranja, determinando que los
extractos obtenidos por medio del método de extraccion por microondas en estado
seco con un valor de 1,25 mg quercetina/g extracto seco, fue el método que mejores
datos obtuvo en comparacion con los demas.

La determinacién de la actividad antioxidante determiné que los extractos etandlicos
de la cascara de naranja poseen una moderada actividad captadora de radicales
libre, comparando estos datos con los compuestos comerciales analizados.

Frente la inhibicion in vitro de la enzima acetilcolinesterasa, se tiene que los
extractos etandlicos de la cascara de naranja tienen una ICso entre 34,1- 38,5 ug/
mL, valores altos si se compara con los compuestos de referencia. Para este en
sayo los extractos obtenidos por medio de la extraccidon con microondas utilizando
las muestras en estado seco, mostraron los mejores resultados comparandolos con
los otros metodos de extraccion.

Los extractos obtenidos con muestras en estado seco utilizados en la cuantificacion
de cada una de las actividades biologicas evaluadas, mostraron valores superiores
comparandolos con las muestras en estado fresco, esto se atribuye a que fue
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eliminada la mayor cantidad de agua presente en las muestras, la cual puede
interferir con el disolvente dificultando la obtencion de los compuestos de interés.

Las muestras extraidas en estado seco con microondas, obtuvieron buenos
resultados al compararlos con los otros métodos de extraccion, esto se puede
atribuir a que este método fue el que menor tiempo de extraccion tuvo, reduciendo
el riesgo de la descomposicién de los compuestos de interés.

Al determinar la relacién de los compuestos polifenolicos y los flavonoides totales,
presentes en las muestras para la determinacion de la actividad antioxidante por
método directo (reaccidn hacia el cation radical ABTS*) y la inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa, se tiene una alta relacion de compuestos tipo polifenoles, pero
no se tiene relacion directamente proporcional entre la cantidad de compuestos de
interés y la cuantificacion en las muestras frente las actividades bioldgicas, esta
tendencia posiblemente se atribuya a otra clase de compuestos bioactivos
presentes en los extractos etandlicos, ya que estos son mezclas complejas de varios
compuestos.

Se consiguié implementar en el Laboratorio de Investigaciones Ambientales de la
Universidad Santo Tomas la técnica de microdilucion para la determinacion de la
actividad antioxidante y la inhibicion in vitro de la enzima acetilcolinesterasa para
extractos etanolicos de cdscara de naranja.
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6. DIVULGACION DE LOS RESULTADOS

Los resultados de esta investigacion fueron presentados y/o divulgados en un
evento internacional, se lista a continuacion el titulo del trabajo y el evento en el cual
se presento:

1. Se presentd un poster en la modalidad de productos naturales titulada:
“Determinaciéon de fenoles y flavonoides totales presentes en los extractos
etandlicos de la cascara de la naranja obtenidos por diferentes métodos de
extraccion”, en el XIX Simposio Nacional de Quimica Organica SINACO.
Sociedad argentina de investigacion en quimica organica. Mar del plata-
Argentina. Noviembre 16 al 19 del 2013. (Anexo U)
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ANEXOS
Anexo A. Informe ensayo bromatologico realizado en el CICTA

Al LABORATORIO DE P
o Il[s ‘ ALIMENTOS INFORME DE ENSAYO Versiion 83
P ] -CICTA-
Pégina 1 de 2
INFORME DE ENSAYO Ndmero: 206-15
FECHA: Abril 17 de 2015
NOMBRE/EMPRESA: Eileen Guerra
DIRECCION: Cra 1* manzana G Casa 30
TELEFONO: 3173767509

CODIGO DE LA MUESTRA: M205-15
PRODUCTO: Cdscara de naranja

FECHA DE RECEPCION: Abril 8 de 2015
REALIZACION DEL ANALISIS: Abril 10 a Abril 15 de 2015.

DESCRIPCION DEL ANALISIS:

1. La humedad se determind por medio de secado en estufa siguiendo la metodologia descrita en la
Norma internacional AOAC 925,10 18th Edicion.

2. La determinacion de cenizas se realizd en un horno hasta peso constante siguiendo la Norma
internacional AOAC 923.03 18th Edicidn.

3. La proteina fue analizada por el método de Kjeldahl, procedimiento intemo validado GOMEPH.01,
versidn 5, 2014-04-23 basado en AOAC 920.87 Ed.18:2005

4. La determinacién de grasa se realizd por extraccion con solvente en equipo Soxhlet siguiendo la
Norma intermacional AOAC 920,85 Ed. 18:2005

5. La fibra cruda se llevé a cabo siguiendo la norma internacional AOAC 930 20 18th Edicion mediante
una hidrolisis basica y cida a la muestra.

6. Los carbohidratos totales y el valor calérico fueron calculados matematicamente segun la resolucion
333 del 2011 del Ministerio de Proteccion Social.

CICTA - Laboratorio de Alimentos

Km. 2 Via al Refugio, Sede UIS Guatiguara, Piedecuesta - Santander ~ @G@ m
Telefax (7) 6 55 08 04
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Anexo A. Continuacién

. | LABORATORIO DE
et nls ALIMENTOS
[oveee ‘ -CICTA-

FOITIE.O1 I
INFORME DE ENSAYO o l
Pagina 2 de 2 j

TABLA 1. RESULTADOS ANALISIS FISICOQUIMICO M205-15

PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO DE ANALISIS
7 AOAC 925.10 18th Edicién-
Humedad g/100 g mtra 75,47 Gravimérico
AOAC 923.03 18th Edicién-
Ceniza a/100 g mira 1,23 Gravimétrien
AOAC 920,85 Ed.18:2005-
Grasa @/100 g mtra 0,25 Gravimétrico
2 Procedimiento Intemo Validado
Proteina /100 g mtra 1,36 GOMEPH.01
Fibra g/100 g mira 3,83 AOAC 930.20 18th Edicién
Carbohidratos totales /100 g mtra 21,69 -
Valor cakérico l kcal/100 g mira 94,45 -
APROBO
Arley R-Villamizar J. Luis Javier Lopez Giraldo
QulmicoPQ2839 Ph.D. Qca, Bioquimica y Ciencia de Alimentos
Coordinador de Calidad Director

NOTA: ESTE INFORME DE RESULTADOS CORRESPONDE UNICAMENTE A LA MUESTRA ANALIZADA, NO PUEDE SER NI
PARCIAL NI TOTALMENTE REPRODUCEDO SIN LA APROBACTON DEL LABORATORIO

FIN DEL INFORME
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Anexo B. Rendimientos de la extraccion de las muestras en estado fresco y
seco respectivamente

Muestra Replica Peso de la Peso del Rendimiento
muestra (g) | extracto (%)
(9)
SXF 1 30,1405 3,7698 12,5
2 30,0389 2,0956 7,0
3 30,0037 2,1455 7,1
UF 1 30,1103 2,5535 8,5
2 30,0683 2,5155 8,7
3 30,0500 2,4452 8,1
MF 1 100,0309 8,2026 8,2
2 100,0375 4,5339 4,5
3 100,0466 3,5232 3,5

Nota: SXF: Soxhlet con muestra en estado fresco, UF: ultrasonido con muestra en estado fresco,
MF: microondas con muestra en estado fresco.

Muestra replica Peso de la Peso del Rendimiento

muestra (g) | extracto (Q) (%)

SXS 1 30,0076 9,9325 33,1
2 30,0046 7,0565 23,5

3 30,0110 8,6068 28,7

us 1 30,0096 3,5354 11,8
2 30,0433 4,4600 14,8

3 30,0906 5,7062 19,0

MS 1 100,1533 10,4233 10,4
2 100,0090 9,9819 10,0

3 100,0055 8,0478 8,0

Nota: SXS: Soxhlet con muestra en estado seco,US: ultrasonido con muestra en estado seco, MS:

microondas con muestra en estado seco.
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Anexo C. Absorbancias de la curva de calibracion del acido galico (AG) para
polifenoles totales

Patrones de AG (mg/L) Absorbancia 765 nm
0,0642
0,0653
50 0,0657
0,0662
0,0664
0,0671
0,1358
0,1353
100 0,1357
0,1358
0,1359
0,1362
0,2117
0,2118
0,2122
150 0,2128
0,2132
0,2137
0,3757
0,3762
250 0,3766
0,3769
0,3772
0,3779
0,7580
0,7591
500 0,7600
0,7605
0,7610
0,7616
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Anexo D. Ecuaciones para la determinacion de la cantidad de polifenoles y
flavonoides totales

Cuando se tienen diluciones de una alicuota se debe calcular la concentracion inicial
de esta, para esto se tiene:

CVy = C,V,
Donde:
Ca: concentracion que se quiere conocer
V1: volumen de la alicuota
C2: concentracién hallada por medio de la ecuacién de la recta
V2: volumen de la dilucion

Conociendo esta concentracion, se calcula la cantidad de compuesto de interés
presente en la alicuota:

Cl * Valicuota (€3]

Teniendo la cantidad de compuesto de interés en la alicuota, se procede a
determinar la cantidad de compuesto en el volumen inicial

Vi o
Cantidad de compuesto de interes * (—==2l)
alicuota

Al conocer la cantidad de compuesto de interés presente en el volumen inicial, se
calcula la cantidad de compuesto en el total del extracto

Cantidad de compuesto en Vi,;.ia1 * Peso del extracto total

Peso del extracto utilizado para el analisis

Conociendo la cantidad de compuesto de interés se procede a expresarlo en las
cantidades deseadas, en este trabajo fue dividido en mil para tener:

mg de compuesto de interes

g extracto seco

Nota: la alicuota fue tomada de la dilucion que se hizo del extracto a 1 mL. Para
polifenoles, se tomaron 0,02mL y esta fue llevada a un volumen final de 10 mL. Para
flavonoides se tomo una alicuota de 0,5 mL y se llevo a un volumen final de 5 mL.

87



Anexo E. Absorbancias de la curva de calibracidén de quercetina para
flavonoides totales

Patrones de AG (mg/L) Absorbancia 765 nm
0,1693
0,1695
20 0,1692
0,1700
0,1701
0,1700
0,2584
0,2588
30 0,2567
0,2569
0,2562
0,2565
0,3498
0,3503
0,3526
40 0,3511
0,3513
0,3516
0,5374
0,5358
60 0,5379
0,5372
0,5349
0,5351
0,9162
0,9192
100 0,9181
0,9171
0,9164
0,9157
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Anexo F. Datos y curva del Trolox

80 -~
70 -
60 -
50 -
40 -
30
20
10

y = 3E+06x - 0,4701
Rz =0,9994

% Inhibicién

0,000005 0,00001 0,000015 0,00002 0,000025
Concentracion (M)

-10

Compuesto TEAC SD*(%) Ccv

Trolox 1,68E-02 2,94E-04 1,76

SD*: Desviacion estandar para n= 3 replicas
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Anexo G. Curvas antioxidante para los patrones de referencia BHT, BHA, Vit
E, naringina y naringenina
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Anexo H. Curvas antioxidante para muestras en estado fresco para método

Soxhlet
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Anexo H. Continuaciéon
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Anexo I. Curvas antioxidante para muestras en estado seco para método
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Anexo J. Curvas antioxidante para muestras en estado fresco para EAU
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Anexo J. Continuacion
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Anexo K. Curvas antioxidante para muestras en estado seco para EAU
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Anexo K. Continuaciéon
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Anexo L. Curvas antioxidante para muestras en estado fresco para EAM
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Anexo L. Continuacién
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Anexo M. Curvas antioxidante para muestras en estado seco para EAM
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Anexo M. Continuacién

_g LLE / 5
-'-- o
- 8 L
o
Ew{ == g
Pra ¥=02352 + 15744 #
S / R = 08622
|: . . . .
[ DT 200 30T 200
Canceniracion |ppm)
100
c an "/,"(ﬂﬁ -g
o
50 4 - =
= 2
¥ =0,2216% + 18 383
# ol ZHEK 18 #
o4
2 100 200 30 ]
Concentracion (ppm)
il
50 4 =
% 50 4 'g
T e o)
E 30 " £
rELE ¥ = 05256y + 10, 20 *
& 10 4 R¥ = (0,955
o 4 . . . .
i T O - 200
Conceniracion |ppm)

104

5 B E B

=]

(-]

E =z B B

=

f,,/' ¥ = 0,2275x + 16, 502
R = 0,9547

100 00 300

Concentracion (ppm])

el
-

' = ¥ = 0,224 + 16,531
- A2 = 00605

100 200 30T
Contentratian |ppm)

_—

A

o
1 -___-'
_ v = 022130 + 17514

RE = 09571

plea] 200 30T
Concentratian |ppm)



Anexo N. Curvas de inhibicién de la enzima AChE de los compuestos de

referencia galantamina, naringina y naringenina
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Anexo N. Continuaciéon

Naringenina

% linhibician

% Inhibickn

ADE0H
B0

B0 ¥ =17 akla] + 205,77

Ll L
40,000
FLTE ]

o.ooa

0 DGE+HIRODE-04, DE-( 00508 00E-04, 00E-00 20603
Concemracion |Mj

100,000
E0 000
E0.000

¥ = 1343000 + HAG

40000
Ll
10,000
oooa . . r r . .
1, D) E-+ERUOGE- O, ) E-Dnl 0008, D E-Dd JOE-08 20E-03
10,000 N
Concesdracian (M)

106

% Inhibicién

% Inhibikcion

BCom

Bo,om
W= 17,0185 + 301,57
w00 B D R

faeie i)

a0 . . . . .
0, 008-+08,002-04 DCE-DH4, 00 -0 00E-08, DOE-01,2 D2-03
Comcantracion [M]

100,003
000 |

LT

p— ¥ 2 14,456k} + HLLET

=087
apoaT |
noan +
2 OB OROE:04.005 04 06 D4 00E-0U 006 011003
Concantracis (M)



Anexo O. Curvas de inhibicién de la AChE para muestras en estado fresco
por método Soxhlet
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Anexo P. Curvas de inhibicion de la AChE para muestras en estado seco por

método Soxhlet
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Anexo Q. Curvas de inhibicidén de la AChE para muestras en estado fresco
por EAU
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Anexo R. Curvas de inhibicion de la AChE para muestras en estado seco por
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Anexo S. Curvas de inhibicion de la AChE para muestras en estado fresco
por EAM
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Anexo T. Curvas de inhibicién de la AChE para muestras en estado seco por
EAM
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Anexo U. Evidencia de la participacion en el XIX Simposio Nacional de
Quimica Orgéanica

\ANQQ XIX Simposio Nacional de Quimica Organica mf »
ma%fa 16 al 19 de noviembre de 2013 % .
Sociedad Argentina de . . m~ Z>DQ
Investigacion Mar del Plata - Buenos Aires - Argentina . e e

en Quimica Organica

La Sociedad Argentina de Investigacion en Quimica Organica
certificaque Eileen Guerra Carpintero
ha participado en el XIX Simposio Nacional de Quimica Organica, realizado
del 16 al 19 de noviembre de 201 wgem Ciudad de Mar del Plata, Provincia

de Buenos Aires, Republica Argentina.

\ driana B. Pierini Dr. Rolando A. Spanevello
Presidente Presidente
SAIQO XIX SINAQO
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