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1.- RESUMEN

El objetivo fue determinar la capacidad antioxidante y composicion quimica del
desecho de naranja sometido a diferente método y tiempo de conservacion. Los
tratamientos fueron: desechos de naranja ensilado a diferente tiempo (7, 14, 21, 28,
35, 42 y 49 dias), deshidratado al sol y fresco, a los cuales se les realiz6 los andlisis
de, MS, PC, FDN, FDA, pH, acido lactico, capacidad antioxidante, vitamina C, 4cidos
fenolicos y flavonoides. Se realizaron pruebas de homogeneidad de varianzas
mediante la prueba de Bartlett y de pruebas de normalidad con la prueba de Shapiro-
Wilk, cuando los datos no cumplieron con homogeneidad y normalidad de varianza
se realizaron transformaciones como “Log” y “sqrt”; Posteriormente se realizaron
andlisis de varianza utilizando como efecto fijo el tratamiento. Se encontré que el
deshidratado incrementé la vitamina C y el porcentaje de proteina cruda
manteniéndose estables los demas valores, mientras que el ensilado incrementé la
capacidad antioxidante; la hespéridina, el siringico se mantienen en deshidratado, el
acido clorogénico y el protocatecuico aumentan, los flavonoides no varian su
concentracion en ningun tratamiento; el pH se estabilizan a partir del dia 21 de
ensilado y el acido lactico a partir del dia 14.

Se concluye que existe variacion en el estado oxidativo y composicién nutricional
entre los tres métodos de conservacion tanto mientras que el tiempo 6ptimo
recomendado de un ensilaje de desechos de naranja es a partir del dia 28 que es

cuando existe una estabilizacion en el proceso.

Palabras clave: Citrus sinensis, antioxidantes, cascara de naranja.



2.- INTRODUCCION

La naranja pertenece al grupo frutal conocido como citricos. Los dos paises mayores
productores de citricos son China (23.32 %) y Brasil (13.31 %), mientras que USA,
India, Espafia y México, representan en conjunto el 35.6% del total mundial (FAO,
2017). En Meéxico se tiene sembradas 335,425.69 hectareas; las principales
entidades productoras de este citrico son Veracruz, quien aporta el 44.5 % del
volumen nacional; Tamaulipas el 14.6 % y San Luis Potosi, 8.8 %, dichos estados,
en conjunto producen el 67.9 % del total cosechado en el pais (SIAP, 2020).

La naranja tiene una elevada cantidad de acido ascoérbico o vitamina C (50 mg),
energia (42 Kcal), el 0.8 % de proteina y 2 g de fibra por cada 100 g de porciéon
comestible de naranja (FEN, 2011).

La pulpa de naranja contiene compuestos bioactivos, dentro de los cuales, los
polifenoles, terpenos, carotenoides y acido ascorbico exhiben propiedades
antioxidantes (Abeysinghe et al., 2007). En la produccién animal, la aportacion de
vitamina C en la dieta resulta en una excelente fuente de electrones; por lo
consiguiente puede disminuir la reactividad de los radicales libres (especies reactivas
del oxigeno) con ello sus consecuencias negativas para el organismo (Campos-
Granados, 2015).

Por otra parte, la suplementacion con vitamina C mejora los componentes del
sistema inmune, tales como macrofagos, células NK (asesinas naturales por sus
siglas en Inglés), linfocitos, quimiotaxis y la hipersensibilidad de tipo retardado. Al

mismo tiempo la vitamina C actla contra efectos toxicos, mutagénicos vy



cancerigenos de los contaminantes ambientales, mediante la estimulacion de las
enzimas de desintoxicacion del higado; las deficiencias de los antioxidantes afectan
a la formacion de colageno y de aminoacidos necesarios para la regeneracion de los
tejidos (McDowell, 2002).

Los desechos de naranja aportan sustratos energéticos debido al alto contenido de
pectina (Shafiya et al., 2016), y pueden estimular la fermentacion ruminal, la
digestion de la fibra (Gado et al., 2011), existiendo mayor produccion de &cidos
grasos volatiles y disponibilidad de amonio para la sintesis de proteina microbiana;
debido a la gran cantidad de desechos que se producen al extraerle el jugo, en
ocasiones se genera un problema ambiental (Piquer et al., 2009).

Un gran problema en la ganaderia son los altos costos de los insumos destinados a
la elaboracion dietas, debido a ello se han utilizado los desechos de naranja para la
alimentacion de rumiantes, especialmente en épocas de escasez de forraje
(Hernandez et al., 2012); sin embargo, la produccion de naranja es estacional y por
lo tanto el desecho de naranja también, por lo que es necesario la aplicacion de
métodos de conservacion que permitan disponer del insumo durante todo el afio.
Ciertos métodos de conservacion producen pérdidas de nutrimentos y de
antioxidantes, por lo cual es necesario encontrar el tiempo Optimo de ensilaje y el
mejor método de conservacion donde no se altere la composicion quimica y de
antioxidantes de los desechos de naranja (Pedraza et al., 2006).

La finalidad de este estudio es aportar conocimientos que enriqguezcan el
conocimiento actual sobre el estado oxidativo y valor nutricional de los desechos de

naranja sometido a diferentes métodos y periodos de conservacion, y asi poder



determinar cual es la mejor opcion. Al aprovechar los desechos de naranja se

reduciran los costos de alimentacion en animales de produccion.



3. REVISION DE LITERATURA
3.1 Origen de la Naranja
Uno de los cultivos citricos mas importantes a nivel mundial es la naranja, cuyo
origen es el sureste del continente asiatico y particularmente a China, Filipinas e
India. De Asia pas6é a Europa y fue traido a América por los espafioles (INIFAP,
2009).
El significado de “naranja” se asocia a las caracteristicas propias de este fruto. Uno
de ellos derivado del latin y asociado a su color semejante al del oro es el de
“‘Aurantia”, otro de origen persa es el narang, “perfume interior’ lo cual se relaciona
con la presencia de aceites esenciales en este fruto (Lopez, 2007).
La introduccién de naranja en México, fue hace 500 afios, inicialmente en el estado
de Veracruz; la naranja ha sido llamada de diferentes maneras de acuerdo al lugar

del cultivo y de la lengua indigena propia del lugar (INIFAP, 2009).

3.2 Anatomia de la Naranja

La naranja es definida como el fruto redondo del naranjo que presenta por lo general
una cascara lisa de color verde, amarilla o naranja rojizo de olor agradable, pulpa
jugosa, dividida en gajos y cuyo sabor va del dulce al acido (NMX-FF-027-SCFI-
2007).

La naranja presenta diferentes partes anatomicas cada una desempefia funciones
diversas. A la vista se encuentra expuesta la cascara que es de gran espesor y le
proporciona proteccion (Figura 1) (Lopez, 2007). La cascara es conocida como “el

pericarpio” o “flavedo”, contiene en la region subdérmica, cromoplastos, que



confieren a la fruta una gran gama de colores que van desde el verde, amarillo o
naranja, dependiendo del estado de madurez y numerosas glandulas rellenas de
aceites esenciales aromaticos. En tanto que el interior llamada “mesocarpio” o
“albedo”, esta formado por capas esponjosas de células parenquimatosas ricas en
pectina. Por debajo del “albedo” envueltos en membranas fibrosas “septum’,
formando segmentos o gajos, se encuentra el “endocarpio” o “pulpa interna”, que
contiene el jugo y las semillas, constituyendo la parte pulposa de la naranja (Figura 1)

(Mazza, 2000).
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Figura 1: Anatomia de un fruto de naranja (Mazza, 2000).

3.3 Composicion quimica de la naranja
La naranja contiene una amplia gama de compuestos, entre los cuales se pueden
mencionar los volatiles (saborizantes), azlcares, enzimas, acidos, proteinas, grasas,

pigmentos y vitaminas, tal y como se muestra en el cuadro 1. En la naranja, al igual
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gue en la mayoria de los frutos citricos, el agua es el componente principal, siendo el
causante de su sabor refrescante caracteristico (Fox y Cameron, 2002). El segundo
aporte mas importante en la naranja son los carbohidratos, cuyo representante
principal son las sustancias pépticas, que forman parte integral de la pared celular y
tienen como funcion unir y revestir los espacios intracelulares (Mazza, 2000).
Investigadores de la Fundacion Espafiola de la Nutricion ratificaron lo que Osborne y
Voogt en 1986 descubrieron en la naranja, que contiene una amplia gama de
vitaminas y minerales, de las primeras destaca la vitamina C (Cuadro 1), (FEN,
2011).

Solo del 20 al 30 % del total de la vitamina C de la naranja se encuentra en el jugo,
en tanto que mas del 60 % se encuentra en la cascara (flavedo y albedo); (Mazza,

2000).

Cuadro 1. Contenido medio de nutrientes y energia en el fruto de naranja (por 100 g

de producto).

Macronutrientes Minerales Vitaminas
Proteina Bruta 08¢ Ca 36 mg A 150 U.I.
Grasa 0.1g P 28 mg Tiamina 0.1 mg
Carbohidratos 9 ¢ Fe 0.3mg Riboflavina 0.03 mg
Simples
Fibra bruta 2 g Na 3 mg Niacina 0.4 mg
Energia 42 Kcal K 200 mg Bs 0.06mg
Agua 88.6¢g C 50 mg

Fuente: FEN, 2011.



Las proteinas y los lipidos en suma no representan mas del 2 % del peso fresco total
de la fruta. Rincon et al., (2005) analizaron la composicidon quimica y compuestos
bioactivos de la harina de cascara de naranja y otros citricos, encontrando que el
porcentaje presente de proteina es de alrededor del 5%; sin embargo, Gonzélez
(2007) obtuvo un porcentaje por encima (15.14%) de lo antes mencionado (Cuadro
2), debido a las diversas fuentes de obtencion de la harina (con o sin semilla), este
ultimo estudio utilizd desde la cascara hasta las semillas, las cuales contienen de 10
a 12 % de proteina, por lo que eleva el porcentaje comparado con el estudio de
Rincon et al. (2005).

Gonzales (2007) determind el contenido de fibra en la harina de bagazo de naranja,
donde obtuvo un alto porcentaje de fibra soluble (59.84 %), y un porcentaje bajo de
fibra insoluble (3.12 %) (Cuadro 2); concluyendo que el uso de harina de bagazo de

naranja en la preparacion de alimentos puede ser una buena fuente de fibra

Cuadro 2. Composicion nutrimental en base seca, del bagazo de naranja

deshidratado (g/100 g de materia seca).

Componente quimico Cantidad (g/100)
Proteina 15.14
Extracto etéreo 8.05
Cenizas 3.7
Carbohidratos 10.15
Fibra soluble 59.84
Fibra insoluble 3.12

Fuente: Gonzalez, 2007.



3.4 Antioxidantes

Un antioxidante se define como una molécula capaz de retardar o prevenir el dafio
oxidativo de los lipidos, las proteinas y los acidos nucleicos por especies reactivas
del oxigeno, las cuales se generan por causas ambientales o por la ingesta de algun
contaminante. Entre esas moléculas que remueven los radicales libres y que se
encuentran naturalmente en los alimentos estan la vitamina C, los compuestos
fendlicos (flavonoides y antocianinas) y carotenoides (el B-caroteno, fuente de
vitamina A) (Santander-M et al., 2017). Las propiedades antioxidantes no solo deben
estudiarse por sus interacciones quimico-bioldgicas, sino por su funcion en el
deterioro oxidativo que afecta a los alimentos (Pastene, 2009). Se utilizan en la
industria alimentaria adicionados a las grasas u otros productos para retrasar los
procesos de oxidacion, en tanto previenen el comienzo de la rancidez oxidativa de

las grasas (Llancari y Matos, 2011).

3.5 Clasificacion de antioxidantes
3.5.1 Naturales

Se entiende normalmente por antioxidantes naturales ciertos productos presentes en
vegetales y que con mayor o menor frecuencia ingerimos en la dieta; las frutas al ser
una fuente de vitaminas y minerales, también son fuente rica en compuestos
bioactivos conocidos como fotoquimicos, en este grupo se ubican los compuestos
fendlicos que estando en bajas concentraciones en los alimentos, pueden prevenir
ciertos procesos implicados en el desarrollo del cancer y enfermedades

cardiovasculares (Cruz et al., 2011). Los beneficios de una dieta rica en frutas y



verduras se deben a estos antioxidantes naturales. Comprenden a las vitaminas
antioxidantes (C y E), los compuestos provitamina A, como carotenos Yy
cripotoxantina, otros carotenoides como luteina, licopeno y zeaxantina, y varios

compuestos fenolicos (flavonoides y no flavonoides) (Valenzuela y Pérez, 2016).

3.5.2 Sintéticos
Estos compuestos son antioxidantes fendlicos comerciales. Dentro de los
antioxidantes sintéticos mas usados en alimentos se encuentran el hidroxitolueno
butilado (BHT), el hidroxianisol butilado (BHA), la butilhidroquinona terciaria (TBHQ)
y los ésteres del &cido galico, como el galato de propilo (Isaza et al., 2013); fueron
desarrollados en el area de alimentos a partir de la necesidad de obtener una
proteccion mas efectiva y, al mismo tiempo, mas econdémico en relacion a los
antioxidantes naturales (Cérdova et al., 2010). Sin embargo, estos antioxidantes
tienen la desventaja de que son volatiles y se descomponen facilmente a altas
temperaturas. Adicionalmente, los antioxidantes sintéticos han sido fuertemente

cuestionados en torno a su seguridad y toxicidad (Isaza et al., 2013).

3.5.3 Enzimaticos
Los antioxidantes enzimaticos son los que el mismo organismo produce y que
contrarrestan los efectos de los radicales libres en cierto grado. Un claro ejemplo de
ellos es el glutatién, que se encuentra en el interior de la célula (citosol) (Ramirez et
al., 2012). Las defensas antioxidantes son constituidas por mecanismos enzimaticos

producidos naturalmente por el organismo con la funcion de protegerlo del estrés
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oxidativo y evitar la reduccién univalente del oxigeno (Hicks et al., 2006). Dentro de
los sistemas de defensa antioxidantes enzimaticos, se encuentra la catalasa, enzima
especializada en neutralizar el peréxido de hidrogeno, esta se encuentra en el interior
de los glébulos rojos y es capaz de transformar el H,O, en OH y agua (Davico et al.,
2012). Superoxido dismutasa (SOD) que es una enzima intracelular distribuida en
todo el organismo capaz de transformar el O, en H,O,, mediante la transformacion de
este en peroxido de hidrégeno, el cual puede ser destruido a su vez por la actividad
de la catalasa o de la glutation peroxidasa (Mayor, 2010; Cruz et al., 2011). La
glutation peroxidasa (GP) es una enzima que utiliza como cofactor al selenio, y que
se ha encontrado en el citoplasma y las mitocondrias de los tejidos animales.
Cataliza la reaccion a través de la cual el glutatiéon reducido (GSH) reacciona con
peréxidos para transformarlos en agua y alcohol. Durante el proceso el glutation es
oxidado (GSSG), para posteriormente ser regresado a su estado original, por la
enzima glutation reductasa. 2GSH + H202 — GSSG + 2 H20 (Gonzalez-Torres

et al., 2010).

3.5.4 No Enziméticos
Estos constituyen un grupo de moléculas hidréfobas e hidrofilas que capturan los
radicales libres y originan especies quimicas menos nocivas para la integridad
celular, se ubican principalmente en el citosol, matriz mitocondrial y nuclear, y en
fluidos extracelulares (Cordova et al., 2010). Los antioxidantes no enzimaticos se
unen a los radicales libres y los transforman en radicales menos agresivos (Huerta et

al., 2005). Algunos antioxidantes no enzimaticos de las células son el glutation que
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tiene varios efectos en la defensa antioxidante celular, el acido lipoico un antioxidante
eficaz y sustituto eficaz del glutation, las ubiquinonas (CoQ10) tienen efectos de gran
utilidad como antioxidantes, los flavonoides, la vitamina E (alfa tocoferol) el cual
elimina los radicales libres en membrana evitando la lipoperoxidacion, la vitamina C
(acido ascorbico) tiene un efecto eliminador de radicales y recicla la vitamina E.
Ambas vitaminas C y E trabajan como antioxidantes, los carotenoides son
antioxidante de lipidos, acetil-L-carnitina, curcumina, N-acetilcisteina (NAC),

resveratrol, selenio, vitamina B (Lopez et al., 2012).

3.6 Ensilado

El ensilaje es un método de fermentacion anaerdbica, donde bacterias acido lacticas

(BAL) convierten los carbohidratos solubles, en acidos organicos y agua;

disminuyendo el pH para conservar el material (Gollop et al., 2005).

El ensilaje pasa por seis fases (Driehuis y Oude, 2000):

1.-Fase enzimética:
Después del corte, las enzimas del vegetal hidrolizan parte de las proteinas
verdaderas, del almidon y de la hemicelulosa, causando pérdidas de distinto
orden y generando azucares que seran utilizados durante la fermentacion lactica
(Muck, 2013).

2.- Fase aerobica:
El oxigeno atrapado en la masa ensilada se reduce rapidamente por la actividad
respiratoria del material vegetal y microorganismos aerobios facultativos (Duniére

et al., 2013)
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3.- Fase anaerobica:
Al agotarse el O, este es reemplazado por CO, generando anaerobiosis asi, los
jugos celulares (azucares) le sirven como fuente energética a las BAL.
4.- Fase de fermentacion o acidificacion:
Se inicia cuando las BAL (homo y heterofermentadoras) dominan la
fermentacion, disminuyendo rapidamente el pH debido a la acumulacion de acido
lactico y acético.
5.- Fase de almacenamiento o estabilizacion:
El ndmero de microorganismos viables disminuye (Driehuis y Oude, 2000) y se
generan pocos cambios en el ensilaje (Driehuis y Oude, 2000; Duniére et al.,
2013).
6.- Fase de deterioro aerobico:
Inicia cuando el ensilaje queda expuesto al aire, provocando un periodo de
oxidacion de los &cidos organicos conservantes, incrementa el pH e inicia la
proliferacion de organismos anaerdbicos indeseables (levaduras &cido
tolerantes) (Driehuis y Oude, 2000).
Los residuos agroindustriales citricos pueden ser ensilados como alimentos para
rumiantes sin ofrecer efectos negativos (Volanis et al., 2004). Recientemente se han
encontrado trabajos donde utilizan el ensilado de naranja, por ejemplo, Bermudez-
Loaiza et al., 2015 y Melo-Camacho et al. (2017) evaluaron el ensilaje de naranja
entera (Citrus sinensis) como alternativa de suplementacién en rumiantes.
Los subproductos agroindustriales y los residuos de cosecha constituyen en los

paises agricolas una fuente importante de alimento para la produccion de leche y
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carne, especialmente, en zonas donde los forrajes naturales son insuficientes
(Martinez, 2008). En la conservacion por ensilajes se trata de inhibir el crecimiento
de microorganismos degradadores de la materia seca (Garcés et al., 2006). Se
puede lograr muy facilmente el proceso de fermentacion y ensilado del bagazo con
minimas pérdidas de material incluso sin taparlo con polietileno, aunque siempre es
recomendable taparlo. Una manera sencilla y que permite minimizar las pérdidas es
depositarlo sobre un polietileno de 200 micrones 0 mas de espesor apoyado en el
suelo, dejando suficiente plastico en los laterales para el posterior tapado del
material, a fin de evitar el ingreso de aire. Esto se realiza en lugares altos con
pendiente tal que permita la evacuacion de los efluentes y desde el cual, una vez
fermentado (luego de 15 o mas dias) se va sacando diariamente para alimentar a los
animales (Fernandez, 2015).

Filippi (2011) menciona las caracteristicas que debe tener un buen ensilado.

1. Buen color verde oliva (aceituna) o café claro.

2. Buen olor (avinagrado)

3. Textura (no babosa)

4. pH de 4.2 0 menor

5. Composicion botanica del material ensilado

El tamafo de picado debe estar definido por varios factores, tales como, el uso
eficiente de la maquinaria, facilidad de la compactacion, aprovechamiento de la
energia aportada por el grano, la movilidad ruminal y el correcto aprovechamiento del

forraje en los comederos. Es por ello que se define como correcto, un picado
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aproximado a los 1.5 cm, con el grano bien partido, que tenga entre un 7 y un 12 %
de particulas de mas de 2.5 cm pero nunca mayor a 8-10 cm (Cattani et al., 2010).
En este método de preservacion se lleva a cabo una serie de distintos procesos
fermentativos, como la fermentacién acética, donde en las células vegetales se
desarrollan ciertas bacterias coliformes que producen acido acético a partir del acido
lactico y cuya actividad requiere una temperatura de 18 a 25 ° C.

Las fermentaciones secundarias son procesos bacterianos indeseables y que es
preciso minimizar. La mas peligrosa es la fermentacién butirica, producida por
bacterias que se desarrollan entre 20-40 °C. El incremento de amoniaco generado
por esas bacterias tiende a favorecer la proliferacion de especies del género Bacillus,
gue generan aun mas amoniaco, y algunos microorganismos nocivos que pudren el

alimento almacenado (Valencia et al., 2011).

3.6.1 Factores que afectan el proceso y calidad de ensilaje
La eficiencia de la fermentacion de un ensilado hace referencia a dos conceptos
importantes: a) fermentacién de azucares para producir acido lactico que previene el
desarrollo de Clostridium; b) reduccion del pH en los tres primeros dias para detener
la protedlisis (Chilson et al. 2016). El acido lactico es producido por fermentacion
disminuyendo el pH a porcentajes suficiente para inhibir el crecimiento de
microorganismos que promueven la putrefaccion; de Ilo contrario, estos
microorganismos rompen el &cido lactico y los aminoacidos a acido butirico,

amoniaco, aminas y otros productos de degradacion (Conde, 2009).

15



3.7 Andlisis de fibra por el método de Van Soest

El sistema para el andlisis de las fracciones de la pared celular y fibra de los
alimentos fue desarrollado por Van Soest et al., en los afios 60 del siglo pasado
(Cozzolino et al., 2006). Este permite determinar mas especificamente la fraccion de
fibra cruda de los alimentos proporcionados a los animales, en el que la cantidad y
calidad nutrimental de la fibra es significativa.

Este método fracciona los carbohidratos (Casallas, 2014). La fibra es la estructura
quimica que le da rigidez a las plantas (Santini, 2014). La fibra verdadera esta
intimamente ligada con los componentes que forman la estructura de la planta, la
cual consiste de hemicelulosa, celulosa y lignina, estos son parte de la Fibra
Detergente Neutra (FDN). La otra fraccion es la Fibra Detergente Acida (FDA), esta

constituida de celulosa y lignina (Aguilar, 2015).

3.7.1 Fibra Detergente Neutra (FDN)
El conocimiento de la digestibilidad de los alimentos es basico para establecer su
valor nutritivo y, por tanto, para la formulacién de raciones para animales. En la
busqueda de una mejor caracterizaciéon quimica de los forrajes, se consider6 mas
conveniente, dividir la materia seca en: contenidos celular y pared celular. La FDN es
el material insoluble en una solucion detergente neutra (método de los detergentes
de Van Soest) y se compone de celulosa, hemicelulosa, lignina y silice, y se le
denomina pared celular. La misma se correlaciona inversamente con el consumo
voluntaria de materia seca. Ocupan espacio en el rumen, se digieren lentamente y en

diferente porcentaje, la parte o diferencia que es soluble en detergente neutro se
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considera como contenido celular y es totalmente digerible (Lopez, 2014). Existen
otros componentes minoritarios como residuos de algodon cenizas y nitrégeno. Para
la determinacion de fibra detergente neutra sugieren la utilizacion de amilasas
termoestables especificas (libres de actividad hemicelulosa, proteasa o glicanasa),
especialmente en concentrados o ensilados de maiz, y la correccién por el contenido
en cenizas, la proteasas una enzima que cataliza la digestion de otras proteinas (Van

Soest et al., 1991).

3.7.2 Fibra Detergente Acida (FDA)

Es la proporcion de la muestra de alimento que es insoluble en un detergente acido
(método de los detergentes de Van Soest). Esta basicamente compuesta por
celulosa, lignina y silice. La importancia de la misma es que esta inversa
correlacionada con la digestibilidad del forraje (L6épez, 2014). A medida que la FDA
aumenta, se reduce la capacidad de digerir o la digestibilidad del forraje y la energia
gue contendra (Fernandez, 2017).

Este procedimiento permite determinar la lignocelulosa en los alimentos. Ademas
también contiene silice. El método de fibra detergente acido (FDA) es el paso previo

para la determinacién de lignina (L6pez, 2014).

3.8 Acidos Fenolicos
Los fenoles son compuestos quimicos localizados en frutas y vegetales, lo cual
origina una de las clases mas importantes de metabolitos secundarios en plantas, en

su mayoria derivados de la fenilamina y en menor cantidad de la tirosina (Porras-
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Loaiza y Lépez-Malo, 2009; Lépez et al. 2015). La estructura quimica de los fendlicos
se basa en el fenol, que es la molécula basica. El fenol se compone de un anillo
aromatico (fenil) unido a un grupo hidroxilo (OH) (Pefiarrieta et al., 2014). Los acidos
fendlicos consisten en dos grupos: los &acidos hidroxibenzoicos y los acidos
hidroxicinamicos. Es importante recalcar que la presencia de mas de un grupo
hidroxilo y una mayor separacion del grupo carbonilo al anillo aromatico aumentan la
capacidad antioxidante de estos compuestos. Por ejemplo, los acidos
hidroxicinamicos son mas efectivos en términos de la actividad antioxidante que los
acidos hidroxibenzoicos (Pefiarrieta et al., 2014). Su capacidad antioxidante va a
depender del compuesto al que esté conjugado, que pueden ser azucares como la
galactosa, glucosa arabinosa. La principal fuente de compuestos fendlicos en la dieta
son los alimentos de origen vegetal por ejemplo: frutas, verduras, semillas, flores,
etc. (Navarro et al.,, 2017). Los &cidos fendlicos como el gélico, vianillinico, p-
hidroxibenzoico, y los aldehidos como la vianillina, son abundantes en plantas
superiores y helechos. La funcién antioxidante de los polifenoles radica en la amplia
gama de actividades bioldégicas como eliminacién de radicales libres, quelacion
metalica y su capacidad para la modulacién de enzimas, asi como sus efectos sobre
las vias de sefializacion celular y en la expresion de genes (Rodrigo et al., 2011). La
hesperidina y neohesperidina se han reportado en las naranjas dulces (Merken y

Beecher, 2000).
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3.9 Flavonoides

Los flavonoides se refieren a un grupo aromatico, pigmentos heterociclicos que
contienen oxigeno ampliamente distribuido entre las plantas, constituyendo la
mayoria de los colores amarillo, rojo, violeta y azul de las flores y los frutos, atraen a
animales polinizadores y participan en el crecimiento y desarrollo de la planta (lelpo
et al., 2000).

Son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comin de
difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a
través de un anillo C de pirano (heterociclico) (Andersen y Markham, 2006).

Son un tipo particular de los polifenoles presentes en plantas, y son los compuestos
responsables del color de las flores y frutas. El término flavonoide viene del latin
"flavus"”, que significa amarillo, ya que muchos flavonoides purificados son de color
amarillo. La estructura quimica tipica de flavonoides consta de tres anillos:
benzopirano 2-fenil, un anillo dihidroxilados fendlicos en las posiciones 5 y 7,
(denotado A), un segundo anillo fendlico generalmente mono-hidroxilado, orto-
dihidroxilados o vic- trihidroxilados (que se denota B), que también pueden contener
grupos metoxi (O-CH3) como sustituyentes y el anillo C, que puede ser un anillo
heterociclico con oxigeno pirano, pirylium o de forma pirona (Pefarrieta et al., 2014).
Las flavanonas como hesperitina y naringenina y sus respectivos glicésidos (la
hesperidina y la naringenina), son los compuestos mas abundantes, aunque también
se han reportado bajas concentraciones de flavonoles como la quercetina y las
flavonas polimetoxiladas como la nobitelina y la sinensetina (Ramful et al., 2010;

Goulas y Manganaris, 2012).
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Estos compuestos presentan en su estructura un numero variable de grupos
hidroxilo, lo que les confiere una gran capacidad antioxidante y excelentes
propiedades de quelacion de metales (Kumar et al., 2012; Thilakarathna y

Rupasinghe, 2013).

O
C

Figura 2. Estructura basica de los flavonoides. Anillos aromaticos (A y B), heterociclo

oxigenado (C) (Ochoa y Ayala, 2004)

Se han identificado mas de 5,000 flavonoides, entre los que se pueden destacar:

1) Acido elagico: se encuentra en frutas como la uva y las verduras.

2) Antocianidinas: pigmentos responsables de los colores rojo-azulado y rojo de las
cerezas.

3) Catequina: se encuentra en el té negro y verde.

4) Citroflavonoides: como la quercetina, limoneno, hesperidina, rutina y narangenina.
El sabor amargo de la naranja, del limon y el de la toronja lo otorga la narangenina.
5) Isoflavonoides: tales como la genisteina y la daidzeina, presentes en los

alimentos de soya como tofu, leche, porotos, proteina vegetal, tempeh, miso y harina.
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6) Kaemferol: encontrandose en brécolis, remolacha roja y rabanos.

7) Proantocianidinas: que aparecen en las semillas de las uvas, en el extracto de
corteza de pino marino y en el vino tinto (Ross y Kasum, 2002).

La funcion antioxidante de los flavonoides depende de las combinaciones de sus
propiedades quelatantes de hierro y secuestradoras de radicales libres, ademas de la
inhibicion de las oxidasas: lipooxigenasa, ciclooxigenasa, mieloperoxidasa y la
xantina oxidasa; evitando asi la formacion de especies reactivas de oxigeno y de
hidroxiperéxidos organicos, también inhiben enzimas involucradas indirectamente en
los procesos oxidativos, como la fosfolipasa A;; al mismo tiempo que estimulan otras
con reconocidas propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superéxido

dismutasa (Escamilla et al., 2009).

3.10 Inclusion de la naranja en alimentacion animal

Agregar subproductos de naranja en dietas para rumiantes representa una
alternativa ante el alto costo y disponibilidad de los granos. Torres (2017), realizé una
investigacién que tuvo como objetivo determinar los parametros de fermentacion in
vitro con contenidos crecientes de pulpa de naranja deshidratada (PND) al (O, 5, 10,
15 y 20 %) en dietas para corderos, observd que la inclusién del 20% de PND
propicio mejora de fermentacion ruminal in vitro asociandose a una degradacion de

MS.

Bermudez-Loaiza et al. (2015), evaluaron la inclusiéon de ensilaje de frutos enteros de
naranja en 26 hembras bovinas F1 (Cebu x Holstein) con promedio de 8 afios de
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edad, 508 kg de peso vivo, cinco partos y 184 dias de lactancia, durante un periodo
experimental de 28 dias (7 de adaptacion y 21 de muestreo), distribuidos en dos
grupos de manera aleatoria: el grupo HO control (n=13) sometido a la alimentacion
convencional de la granja y el grupo H1 (n=13) al cual se le remplaz6 el 30% del
concentrado comercial por la misma cantidad en MS de ensilaje de naranja (35 kg).
Se evaluaron cambios en produccion, porcentaje de soélidos totales, proteina bruta,
grasa total, pH, acidez de la leche y pH ruminal. Los resultados indican que el
ensilaje de naranjas enteras es una alternativa viable para la alimentacién de
bovinos, sin ningun efecto negativo sobre el desempefio de los animales.

Un efecto semejante fue observado al alimentar bovinos (cruza Cebu) con citricos
como suplemento energético (Coppo et al., 2006).

Lopez (2007) elabor6 y validé dietas balanceadas para la engorda de ganado ovino,
sustituyendo diferentes porcentajes (0, 15 y 30%) de una dieta tradicional, con
harina de bagazo de naranja, dandole un uso alternativo a este subproducto. Se
elaboraron las dietas con una sustitucion de 0, 15 y 30% de harina de naranja y se
balancearon conforme a los nutrientes presentes en cada uno de los ingredientes,
encontrandose que es posible su aporte en la dieta sin que se afecte los parametros

productivos.
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En los sistemas de produccioén, el elevado costo de los insumos para la alimentacion
provoca que se disminuya la produccion. En la industria de la jugueria, la gran
cantidad de desechos en el procesado de jugo de naranja y desperdicios de cosecha
provocan un problema ambiental a nivel de plantas industriales y jugueria; ya que
son arrojados al medio ambiente, no obstante, ofrece al mismo tiempo una
oportunidad de alimentacion suplementaria para rumiantes (Fernandez, 2015). Pero
la facil descomposicion de los desechos de naranja hace necesaria la busqueda de
mejores métodos para la conservacion (Lopez, 2007).

La produccion de naranja es estacional y, por lo tanto, la obtencion de desecho de
naranja, lo que hace necesaria la conservacion de los desechos de naranja, sin
embargo se desconoce el mejor método de conservacion y los cambios en sus
propiedades nutrimentales y antioxidantes durante el proceso (Gomez vy

Schwentesis, 1997).
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5.- HIPOTESIS
e El estado oxidativo y valor nutrimental de desechos de naranja proveniente de

juguerias varia con los diferentes métodos de conservacion.
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6.- OBJETIVO
6.1 Objetivo General
e Determinar la capacidad antioxidante y composicion quimica de desechos de

naranja con diferente método de conservacion a diferente tiempo.

6.2.- Objetivos Especificos

e Comparar la concentracion de acido lactico y pH de los desechos de naranja
fresca y ensilados a diferente tiempo.

e Comparar la composicion nutrimental de los desechos de naranja fresca,
ensilados a diferente tiempo y deshidratado al sol.

e Comparar la concentracion de vitamina C presente en los desechos de naranja
fresca, ensilada a diferente tiempo y deshidratada al sol.

e Comparar la capacidad antioxidante en los desechos de naranja fresca, ensilada a
diferente tiempo y deshidratada al sol.

e Comparar los acidos fendlicos y flavonoides de los desechos de naranja.

e Determinar el tiempo 6ptimo de ensilaje en desechos de naranja
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7.- JUSTIFICACION

Hoy en dia, se ha buscado utilizar subproductos agroindustriales en la alimentacion
animal para reciclar materiales que podrian causar contaminacion ambiental y
disminuir el costo de produccién del ganado, que se ha incrementado ultimamente,
principalmente debido a los precios de los cereales. Una alternativa de bajo costo y
facil disponibilidad son los residuos de naranja (Mayer, 2015).

La finalidad del presente trabajo es aportar informacion que enriquezca el
conocimiento actual sobre el uso de desechos de naranja los cuales pueden ser
usados para la alimentacion de animales, y a su vez proporcionar fuentes de
antioxidantes naturales de facil acceso. Aunado a eso el desconocimiento del mejor
método de conservacion y la escasa informacién sobre el estado oxidativo y valor
nutricional de los desechos de naranja se realiza el siguiente trabajo de investigacion
bajo tres métodos de conservacién, y asi poder determinar cual es la mejor opcion
gue proporcione los mas altos niveles de antioxidantes y valores nutricionales; para

ofrecer a los animales en la época de escasez de insumos y forrajes.
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8.- MATERIAL Y METODOS
8.1 Descripcion del area donde se realizé el estudio
El estudio se realizo en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia (FMVZ) de
la Universidad Autonoma “Benito Juarez” de Oaxaca; localizada entre las
coordenadas 17°04' de latitud norte y 96°43' de longitud oeste a una altura de 1,550
msnm en la parte central del estado perteneciente a la region de Valles Centrales
como se muestra en la figura 3 (INAFED, 2017).
En el laboratorio de nutricion animal de la FMVZ se realizaron los analisis de

medicién de pH, proteina cruda, fibra detergente &cida (FDA) y fibra detergente

neutra (FDN).

ava Autos OB

OAXACA REGION VALLES CENTRALES
DISTRITO 19 CENTRO

9"‘“’ : Banio Judte: de.

AVenicis Universicey

Figura 3. Macro localizacién de la FMVZ — UABJO (INAFED, 2017)

En laboratorios del departamento de Nutriciébn Animal y Bioquimica de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de México se
realizaron los analisis de capacidad antioxidante y vitamina C; localizada entre las
coordenadas 19° 20' latitud Norte y 99° 11' longitud Oeste, una altitud de 2268

msnm, al Sur de la Zona Metropolitana de la Ciudad de México (UNAM, 2020)
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En laboratorios del Colpos Montecillo se realizaron los analisis de los acidos

fendlicos y flavonoides.

En laboratorios de nutricidon animal de la facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad de Cuajinicuilapan de Guerrero se realizd el analisis de &acido

lactico.

8.2 Periodo de Estudio

El estudio se realiz6 en etapas. La primera comprendié del 29 de agosto al 8

diciembre del afio 2017; la segunda se realiz6 del 18 de diciembre del afio 2017 al 20

de noviembre del 2018.

8.3 Tratamientos

Se usaron desechos de naranjas variedad valencia tardia provenientes del estado de

Veracruz (Gomez y Schwentesis, 1997), que fueron recolectados en dos juguerias de

la ciudad de Oaxaca. En el cual se realizaron tres tratamientos que consistieron:

» T1: desecho de naranja en fresco

» T2: desecho de naranja deshidratado al sol

» T3: ensilado de desecho de naranja a diferente tiempo (7, 14, 21, 28, 35, 42y 49
dias).

La recoleccion del desecho de naranja se realiz6 por 7 dias, los ultimos dias de

agosto y primeros dias de septiembre de 2017, inmediatamente se trituraron

utilizando una criba de 18 mm de diametro y una vez homogenizados se tomaron 3

muestras. La primera muestra se conservo en fresco, la segunda deshidratada al sol

y la tercera fue ensilada. El procedimiento se describe a continuacion.
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8.3.1 Fresco
Se tomaron tres muestras, una de 100 g de desecho de naranja el cual fue guardado

a —80 °C en un ultracongelador Thermo Scientific MR

modelo 8600 Series, para
posteriormente realizarle analisis de vitamina C, capacidad antioxidante vy
cromatografia (Figura 4); la segunda muestra de 500 g la cual se coloc6 en una
charola para posteriormente deshidratarlas en la estufa a una temperatura constante
de 40 °C por 48 h, una vez transcurrido el tiempo se guardé la muestra en bolsas de

papel para andlisis bromatolégico y la tercera muestra de 50 g sé licuo para medicion

del pH.

Figura 4. Pesaje de muestra fresca de desecho de naranja previo al tratamiento
de congelacion.

8.3.2 Ensilado de desecho de naranja
El desecho de naranja triturado se introdujo en 7 botes de plastico (microsilos) con

capacidad de 4 litros cada uno, comprimiéndolos para extraerles el oxigeno que
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pudiera quedar dentro del bote (Figura 5). Una vez lleno se cerraron herméticamente
y se colocaron en un lugar seco y fresco. El procedimiento se repitido durante 7 dias
(Figura 7), en total se trabajo con 49 microsilos.

Los microsilos se abrieron en las semanas 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 después del llenado, de
tal manera que existieron microsilos destapados en las diferentes semanas de 7
diferentes dias de recoleccion de desechos de jugueria.

Cuando se abrieron los microsilos se tomaron tres muestras, la primera muestra de
50 g sé licué para medicion del pH; la segunda muestra de 100 g fue guardada en
bolsa de plastico previamente identificada y depositada en el ultracongelador a -80
°C para su posterior andlisis de capacidad antioxidante, tipos de antioxidantes y
vitamina C, y la tercera muestra de 500 g se coloc6 en una charola para
deshidratarla en la estufa a una temperatura constante de 40 °C por 48 h, una vez
transcurrido el tiempo se guardd la muestra en bolsas de papel para posteriormente

realizar su analisis bromatoldgico (Figura 6).

Figura 5. Llenado y compactacion Figura. 6. Toma de muestra del microsilo
de microsilos de desecho de naranja. de desecho de naranja.
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Figura 7. Almacenaje de los microsilos de desecho de naranja.

8.3.3 Deshidratado de desecho de naranja
La tercera muestra fue deshidratada, el procedimiento consistié en tomar la misma
cantidad que se utilizé para el llenado de un bote de 4 litros. El secado se realiz6 en
un desecador artesanal a temperatura promedio de 45 °C por cuatro dias (Figura 8),
diariamente se movié la muestra para que tuviera una mejor deshidratacion. Una vez

deshidratado se guardd en bolsas de papel.

Figura 8. Desecho de naranja en deshidratador solar.
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8.4 Medicion de pH
La medicion de pH se llevd a cabo en el Laboratorio de Nutricion Animal de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UABJO. Para lo cual se ocupo el

siguiente equipo, material y reactivo:

Materiales y equipo:
Guantes

Licuadora (Oster)
Agua destilada
Probeta

Vaso de precipitados

Papel filtro

- & & & ¥+ # = T

Potenciometro (Thermo Scientific, modelo Orion 3 Star)

Para la medicion de pH en la naranja fresca y ensilada se pesaron 50 g de muestra
(Figura 9) los cuales se depositaron en un vaso de licuadora, se agregdé 100 ml de
agua destilada, fue licuado durante 5 minutos y posteriormente se filtrd (Figura 10)
para obtener el extracto el cual fue depositado en un vaso de precipitado y se tomd la
lectura de pH con un potenciometro (Thermo Scientific, modelo Orion 3 Star) (Figura

11).
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Figura 9. Pesaje de muestra de Figura 10. Filtrado de muestra de
desecho de naranja desecho de naranja licuada.
para medir el pH.

fa o
O\
Figura 11. Lectura de pH del extracto
de desecho de naranja.
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8.5 Extraccion de acido lactico
La medicion del acido lactico por la técnica de Kinberley y Taylor (1996) se realizo en
el Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la Universidad Autbnoma de Guerrero ubicada en Cuajinicuilapan.
+ Reactivos:
Acido metafosforico (Meyer®)
Agua destilada
Acido sulfarico (Baker, 97.3%)
CuSO4 H,0 (Merk; 4 %)
Phidroxidifenil (Aldrich; 1,5 %)
Material:

Vaso de precipitados (100 ml)

+

+

+

+

+

+

+

+ Gasas
+ Tubos eppendorf (Neptune, México)

+ Tubos de ensaye (Kimax®; 18 x 150 mm)

+ Equipo:

+ Estufa (RIOSSA® HCF-41, México)

+ Vortex (Genie 2, Daigger, USA)

+ Espectrofotometro UV-Vis (JENWAY® 6850 UV, UK)

Del extracto que se hizo para medir pH se tomaron 4 ml y se le agreg6 1 ml de acido
metafosférico al 25 % (Meyer®) (Figura 12), después se vacio en tubo de plastico

con capacidad de 12 ml (Figura 13), los cuales se guardaron en refrigeraciéon a una

temperatura de 6 °C para su posterior analisis. El envio se realizé en una hielera de
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unicel con refrigerantes para conservar la temperatura durante el traslado para su
analisis.

La muestra se diluy6 (1:50) con agua destilada, se tom6 0.5 ml de la muestra diluida
y se mezcld con 3 ml de H,SO,4 (Baker, 97.3%) en un tubo de ensaye (Kimax®; 18 x
150 mm) y se incub6 100 °C por 10 min en una estufa (RIOSSA® HCF-41, México).
Cuando la temperatura se redujo a 25 °C, se adicionaron 50 pl de CuSQO,. 5H,0
(Merk; 4 %) y 100 pl de phidroxidifenil (Aldrich; 1.5 %) e inmediatamente se
mezclaron en un vortex (Genie 2, Daigger, USA). Las muestras reposaron 30 min y
se midio la absorbancia a 570 nm en un espectrofotometro UV-Vis (JENWAY® 6850

UV, UK) calibrado con una curva patron usando acido lactico a diferentes

concentraciones (r2=0.9994) de acido lactico.

Figura 12. Medicion de extracto Figura 13. Rotulacion de tubo para guardar
de ensilado de naranja para el extracto de ensilado de naranja.
analisis de acido lactico.
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8.6 Proteina cruda

La proteina cruda se determind bajo el método de Kjendhal (AOAC, 2017). Para lo

cual se ocupo el siguiente equipo, material y reactivo:

Reactivos:

*

- F + +& & ¥

Acido sulfirrico concentrado

Hidréxido de sodio en lentejas (Meyer)

Tabletas Kjeltec
Verde de bromocresol
Rojo de metilo

Acido bérico (Meyer)

Alcohol etilico al 96%

Material:

*
*
*
*
*
*
*
*

Bureta graduada

Tubos de digestion (Foss)
Matraz volumétrico de 2000 m
Matraz volumétrico de 50 ml
Matraz Erlenmeyer de 250 ml
Pipeta

Frascos color ambar de 50 ml.

Bandeja de plastico

Equipo:

*

Equipo Foss Kjeltec™ 8200
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+ Balanza analitica digital de 300 g (Velab, modelo VE-303)

Se pesoO 1 g de muestra (Figura 14), luego se colocé en los tubos de digestion FOSS
previamente identificados, posteriormente le fue agregado dos tabletas Kjeltec y 12
ml de &cido sulfdrico concentrado; se colocaron los tubos en el digestor por el lapso
de una hora (Figura 15). Para la destilacién se preparé una solucion de hidréxido de
sodio al 40 %. lo cual para su preparacion se ocup6 una bandeja con agua y hielos
en la cual se colocé un vaso de precipitado de 1 litro, se le agregdé 500 ml de agua
destilada y 400 g de hidroxido de sodio, se dejé enfriar y aforé a un litro; de igual
manera se prepararon los indicadores Foss en un matraz volumétrico de 50 ml, se
peso6 0.05 g de verde de bromocresol y se agregd 50 ml de alcohol etilico al 96 %, se
agitdé, afor6 y vacié en un frasco ambar rotulado, en otro matraz se repitidé el
procedimiento para el rojo de metilo. Para la solucion receptora Foss la preparacion
fue en un matraz volumétrico de 2000 ml en el cual se colocé 80 g de acido borico,
600 ml de agua destilada caliente, se mezclé hasta disolver el acido, le fue agregado
20 ml de indicador verde de bromocresol y 14 ml de indicador rojo de metilo, después
fue aforado, a esta solucion se le realizé una prueba de color, agregando 100 ml de
agua destilada en un matraz y agregando 24 ml de solucién receptora, al obtener un
color morado es indicativo que la solucion si es correcta y fue vaciado en un
recipiente previamente identificado para posteriormente poner los tubos a destilar
cada uno (Figura 16), del cual el destilado fue puesto en un matraz. El daltimo paso
fue la titulacion donde en una bureta se coloco 25 ml de acido sulfdrico al 0.1 N, y por

goteo se vertid en el matraz hasta que se igual6 el color con el de la prueba (Figura
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17); para calcular el porcentaje de nitrogeno se realizé por la formula siguiente:
mililitros gastados de acido sulfurico al 0.1 N, por la normalidad del acido sulfurico,
por la constante de 1.4 entre el peso de la muestra; y para calcular el porcentaje de
PC se multiplico el porcentaje de nitrégeno obtenido por 6.25 que es un factor de

conversion AOAC (2017).

Figura 14. Pesaje de la muestra Figura 15. Muestra de desecho de
de desecho de naranja para analisis naranja en el digestor del equipo
de proteina cruda. FOSS.

Figura 16. Destilacion de la muestra Figura 17. Titulacion de la
digerida con hidréxido de sodio (NaOH). muestra con acido sulfarico (H,SO,).
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8.7 Determinacion de fibra detergente acida

La FDA se determiné bajo el método de Van Soest (1994). Para lo cual se ocupo el

siguiente equipo, material y reactivos.

+ Reactivos:

*

- F & & & ¥+ #

*
*
*
*
*
*

*

Decahidronaftaleno (Decalin) (Sigma)

Acetona

Agua destilada

Acido sulfarico

Cetriltrimetril Aminiobromuro CTAB (Meyer)
Material:

Papel filtro libre de cenizas nimero 1 (Whatman)

Pizeta

Equipo:

Balanza analitica (Velab, modelo VE-303)

Digestor de fibra (Tecnilab modelo FC-6U)

Estufa (Riossa, modelo E-71).

Bomba de agua semisumergible (GB, modelo LP9W)

Bomba de vacio (Siemens, modelo 1RF425A-2YC34).

Cristaleria:

4+ Vasos de Berzelios

+ Matraz Kitasato
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4+ Embudo Buchner
+ Pipeta de 10 ml
+ Desecador

+ Matraz volumétrico de 2000 ml

Para iniciar el analisis se preparo la solucién acida con acido sulfurico (H.SO4) 1N,
en un matraz volumétrico de 2000 ml se agregé 500 ml de agua destilada y 53.4 ml
de acido sulfarico para después enrazarlo con agua destilada. Posteriormente se
preparé la solucion &cida detergente pesando 40 g de Cetiltrimetril Amoniobromuro
(CTAB), el cual se agregé al matraz volumétrico y se le afiadio la solucion acida y se
agité para disolver el CTAB. El siguiente paso fue pesar la muestrade 1 a 2 g la cual
se depositd en un vaso de Berzelios, el cual se rotuld con el nimero de muestra
(Figura 18), se le agreg6 100 ml de la solucion detergente acida y 2 ml de Decalin, se
colocaron en el digestor de fibra para dejarlo refluir por 60 minutos (Figura 19). Una
vez que paso el tiempo de reflujo se armo la bomba de vacio con el matraz kitasato y
el embudo de bichner, y se colocé el papel filtro (Whatman libre de cenizas namero
1) que fue tarado (12 horas) en el desecador, se dejo enfriar por 20 minutos y se
peso. Se filtr6 la muestra a vacio en papel filtro, se lavo el residuo 2 o 3 veces con
agua caliente y acetona (Figura 20). Ya que se enjuagé la muestra se dejo el papel
con el residuo en la estufa durante 12 horas a 100 ° C. Se extrajeron de la estufa y
se colocaron en un desecador por 20 minutos para dejarlos enfriar y poderlos pesar
(Figura 21). Una vez obtenidos los datos se utilizo la siguiente formula para

determinar el porcentaje de fibra detergente
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% FDA= (peso papel + muestra seca) — peso papel X 100
peso muestra

Figura 18. Pesaje de la muestra Figura 19. Reflujo de la muestra en el
para analisis de fibra detergente digestor de fibra.
acida.

Figura 20. Filtrado y enjuague Figura 21. Pesaje final de muestra

de la muestra con agua destilada en el papel Wathman.
y acetona.
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8.8 Determinacién de fibra detergente neutra
La FDN se determinoé bajo el método de Van Soest (1994). Para lo cual se ocupo el
siguiente equipo, material y reactivos.
+ Reactivos:
Sulfito de Sodio Anhidro (J. T. Baker)
Borato de Sodio, 10-Hidrato, Cristal (J. T. Baker).
Lauril Sulfato de Sodio (Meyer)
Fosfato de Sodio Di basico (Meyer)

Decahidronaftaleno (Decalin) (Sigma)

+

+

+

+

+

+ E.D.T.A Sal Di sédica (Meyer)
+ Acetona

+ Agua destilada

+ Material:

+ Papel filtro libre de cenizas nimero 1 ( Whatman)
+

Pizeta

Equipo:

Balanza analitica (Velab, modelo VE-303)

Digestor de fibra (Tecnilab modelo FC-6U)

Estufa (Riossa, modelo E-71).

Bomba de agua semisumergible (GB, modelo LP9W)

Bomba de vacio (Siemens, modelo 1RF425A-2YC34).

- + & & ¥+ ¥+ #

Cristaleria:
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Vasos de Berzelios sin pico capacidad de 600 ml
Matraz Kitasato

Embudo Bichner

Pipeta de 10 ml

Desecador

- F + +& & ¥

Matraz volumétrico de 2000 mi

Para iniciar el analisis se pes6 1 g de muestra y 0.5 g de Sulfito de sodio anhidro los
cuales se depositaron en un vaso Berzelius sin pico, después se le agregaron 100 ml
de solucion neutra detergente y 2 ml de Decahidronaftaleno (Decalin) (Figura 22),
para después colocar el vaso de Berzelius con la muestra y reactivos en el digestor
de fibra. Se dejo6 reflujar la muestra durante 60 minutos (Figura 23). Una vez que se
cumplié el tiempo se apag6 el digestor. Se instalo la bomba de vacio con el Kitasato
y el embudo Buchner, al cual se le coloco papel filtro libre de ceniza previamente
tarado y pesado. Se filtr6 la muestra a vacio en papel filtro, se lavo el residuo 2 o0 3
veces con agua caliente y acetona (Figura 24). Ya que se enjuag6 la muestra se dejo
el papel con el residuo en la estufa durante 12 horas a 100 ° C. Se extrajeron de la
estufa y se colocaron en un desecador por 20 minutos para dejarlos enfriar y
poderlos pesar (Figura 25). Una vez obtenidos los datos se utilizé la siguiente
férmula para determinar el porcentaje de fibra detergente neutra:

% FDN = (Peso papel estufa — Peso papel) X 100
Peso Muestra
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Figura 22. Afadiendo la solucion Figura 23. Reflujo de la muestra
neutra a la muestra de desecho de de desecho de naranja en el digestor.
naranja.

Figura 24. Filtrado y lavado Figura 25. Pesaje final de la
de la muestra con agua destilada muestra con papel Wathman.
y acetona.
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8.9 Determinacion de Flavonoides y Fendlicos

El estudio se realizd6 en laboratorios del Area de Fitoquimica del Colegio de

Posgraduados, Campus Montecillos.

Para lo cual se ocup0 el siguiente equipo, material y reactivo.

Reactivo:

+ Etanol

+ Acido trifluoracético

+ Acetonitrilo

+ Agua bidestilada

+ Estandares comerciales marca Sigma-Aldrich, USA.

Material:

+ Balanza analitica (Velab)

+ Capsula de porcelana

Equipo

+ Bafio Maria con agitador

+ Centrifuga (Thermo)

+ Liofilizador

+ Cromatografo de liquidos marca Agilent modelo 1100

+ Columna Hypersil ODS 5um de diametro de particula, 125 x 4.0 mm d. i. marca
Agilent Technologies

4+ Columna: Nucleosil 100 A 125 x 4.0 mm d. i., 5 um marca Macherey-Nagel
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Se utilizaron 0.150 g de las muestras del T1 y las muestras de ensilado que fueron
guardadas en el ultracongelador; las cuales fueron liofilizadas, una vez que se
deshidrataron se molieron en una capsula de porcelana, se utilizé una balanza
analitica para pesar 0.150 g de cada muestra (Figura 26) y fueron depositadas en
tubos anadiéndole 3 ml de etanol al 80%, los cuales se colocaron en bafio maria con
agitador con dos periodos de 5 minutos y un periodo de reposo; seguidos de una
centrifugacion por 5 minutos a 3000 rpm, después con una pipeta se tomo6 un ml del
extracto y se colocaron en viales previamente identificados para posteriormente
colocarlos en el cromatégrafo. Se utiliz6 un cromatografo de liquidos marca Agilent
modelo 1100, equipado con un inyector automatico modelo 1200 y un detector de
arreglo de diodos (Figura. 27). La columna fue una Zorbax SB-C8, 4.6 x 75 mm, la
fase movil fue: A: agua con 0.1% de &cido trifluoracético y B: acetonitrilo con 0.1% de
acido trifluoracético. El analisis fue por gradiente T (0.10 min) 85 A %, 15% B; T (20
min) 65% A, 35% B y T 25 min) 65% A, 35% B. La velocidad de flujo fue de 1.0
ml/min™ a una temperatura de 30 °C y el detector se ajustd a 254 nm.

Para obtener la curva de calibracion de los flavonoides se utilizaron de referencia 8
estdndares como rutina, floridzina, miricetina, quercetina, naringenina, floretina,
apigenina, galanginina; también se us6 una columna Hypersil ODS 5 um de diametro
de particula, 125 x 4.0 mm marca Agilent Technologies. Por &cidos fendlicos, una
columna: Nucleosil 100 A 125x 4.0 mm d. i. 5 um, marca Macherey-Nagel con un
gradiente de H,O a pH 2.5 con TFA (&cido trifluoroacético) y (B) ACN (acetonitrilo);
para acidos fendlicos se incluyen los siguientes: flujo, 1 ml/min; temperatura 30 °C;

volumen de inyeccion variable; y tiempo de analisis 25 min. Los estandares utilizados
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fueron 10: Protocatecuico, hesperidina, galico, galo, clorogénico, p-camurico, cafeico,

vainillico, pag-hidroxibenzoico y siringico de la marca Sigma-Aldrich, USA.

Figura 26. Pesaje de la muestra
para obtener el extracto de desecho
de naranja pasa su posterior
andlisis cromatografico.

= T T VK '_15,;[% 1
T T ks pel
BTy o

Figura 27. Equipo cromatégrafo de
liquidos marca Agilent modelo 1100
analizando la muestra de desecho
de naranja.
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8.10 Extraccion de antioxidantes para determinacion de

antioxidante

Se ocupo el siguiente equipo, material y reactivos.

Reactivos:

Agua destilada

Metanol RA

Acetona RA

HCI 2N

Acetato de sodio (3H20)

Acido acético glacial

Agua desionizada

TPTZ (2,4,5-tripridyl-s-triazine)
Material

Vasos de precipitados
Potencidmetro

Tubos de 50 ml

Celdas desechables para espectrofotometria
Equipo:

Centrifuga

Agitador orbital

Agitador magnético

Bafio con agitador

la capacidad
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+ Espectrofotometro (Thermo Scientific)
+ Molino eléctrico
+ Balanza Analitica

+ Pipeta

Antes de determinar la capacidad antioxidante total, se obtuvo un extracto de cada
muestra de acuerdo con el método reportado por Rojas-Barquera y Narvaez-Cuenca
(2009). Para ello, se colocaron 0.5 g de muestra seca molida o 2 g de muestra
hameda molida (fresca o ensilada) (Figura 28) en tubos de 50 ml con 10 ml de una
mezcla de metanol y agua (50/50, v/v) acidificada a pH 2 con HCI 2N, y se pusieron
en agitacion por 1 hora usando un agitador orbital, luego se centrifugaron a 3000 rpm
por 15 minutos. Posteriormente, cada sobrenadante se recuperd y reservo, cada
precipitado se transfiri6 a tubos de 50 ml y se le agregé 10 ml de una mezcla de
acetona y agua (30/70, v/v), se puso en agitacion por 1 hora (Figura 29); y luego se
centrifugd a 3000 rpm por 15 minutos. El segundo sobrenadante se mezclé con el
primero segun correspondié a cada muestra, se identific6 como extracto MA y se
guardaron en un congelador a -40 °C, hasta su analisis La determinacién de
capacidad antioxidante se realizé mediante el método de poder antioxidante por

reduccion férrica (FRAP) de Benzie y Strain (1999), con modificaciones.

Alicuotas de 100 ul del extracto de cada muestra se agregaron a 1.5 ml de una
mezcla de reaccion formada por disolucion amortiguadora de acetato 300 mM a pH
de 3.6 (3.1 g de acetato de sodio mas 16 ml de acido acético glacial aforados a 1

litro), disolucion acuosa de cloruro férrico hexahidratado 20 mM y disolucion de
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disolucion de TPTZ 10 mM (disuelto en HCI 40 mM), en una relacion 10:1:1
respectivamente. Los extractos mas la mezcla de reaccion se incub6 en agitacion a
37 °C por 20 minutos, con base en el trabajo de Perez-Jimenez y Saura-Calixto
(2007), y se obtuvieron las absorbancias en un espectrofotdmetro UV-VIS a 593 nm.
Las muestras se analizaron por duplicado. Los resultados se calcularon usando
curvas patrén de trolox disuelto en etanol a diferentes concentraciones (0.2-1.6 nM).

Los resultados se reportaron como nmol de trolox por g de muestra (materia seca).

Figura 28. Pesaje de la muestra Figura 29. Muestras en agitador
para extraccion de antioxidantes orbital a temperatura ambiente
para determinacion de la capacidad para obtener el sobrenadante de
antioxidante desecho de naranja.
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Figura 30. Preparacion de la Figura 31. Adicion de MR y muestra
muestra reaccion (MR). en viales para incubar.

Figura 32. Colocacion de celdas en espec-  Figura 33. Preparacion del reactivo
trofotdbmetro y lectura de las muestras. 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ).
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8.11 Determinacion de acido ascorbico

Se ocupo el siguiente equipo, material y reactivo.

Material

Tubos de 2 ml

Tubos de 15 ml

Celdas desechables para espectrofotometria
Reactivos

Agua destilada

Reactivo de Folin-Ciocalteu fenol
Acido tricloroacético RA

Acido ascérbico RA

Equipo

Agitador

Espectrofotometro (Thermo Scientific)

Centrifuga

- F & & & F F # & £ # + ¥+ ¥

Agitador Orbital

Antes de determinar la concentracion de acido ascérbico, se obtuvo un extracto de
cada muestra de acuerdo con el método reportado por Rojas-Barquera y Narvaez-
Cuenca (2009). Para ello, se colocaron 0.5 g de muestra seca molida o 2 g de
muestra humeda molida (fresca o ensilada) en tubos de 50 ml con 10 ml de una

mezcla de metanol y agua (50/50, v/v), acidificada a pH 2 con HCI 2N, y se pusieron
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en agitacion por 1 hora usando un agitador orbital (Figura 34). luego se centrifugaron
a 3000 rpm por 15 minutos. Posteriormente, cada sobrenadante (extracto) se
recupero, se identific6 como extracto M y se guardd en un congelador a -40 °C, hasta
su analisis. La determinacion de acido ascorbico se realizo de acuerdo con el método
reportado por Rojas-Barquera y Narvaez-Cuenca (2009). Se mezclaron 0.4 ml del
extracto M de cada muestra con 1.6 ml de acido tricloroacético al 10 % usando tubos
de 2 ml (Figura 35). Los tubos se agitaron vigorosamente por 5 segundos en un
vortex y se incubaron en agua con hielo por 5 minutos (Figura 36). A continuacion,
los tubos se centrifugaron a 3000 rpm por 5 minutos, de cada tubo se tomd6 1 ml del
sobrenadante y se mezcloé con 100 ul de reactivo de Folin-Ciocalteu fenol 10 % en
tubos de 2 ml (Figura 37). Los tubos se agitaron por 5 segundos y luego se incubaron
a temperatura ambiente por 10 minutos. Después, se obtuvieron las absorbancias de
las muestras usado un espectrofotometro UV-VIS a 760 nm (Figura 38). Las
muestras se analizaron por duplicado. Los resultados se calcularon usando curvas
patron de &cido ascoérbico a diferentes concentraciones (20-160 pg/ml). Los

resultados se reportaron como pg de acido ascorbico por gramo de materia seca.

Figura 34. Muestras de naranja Figura 35. Adicion de acido tricloroacético
en agitador orbital a temperatura al extracto de las muestras de desecho
ambiente. de naranja
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Figura 36. Incubacion del Figura 37. Adicién del reactivo Folin
extracto de las muestras en agua fria. a los sobrenadantes de las muestras
de desecho de naranja.

Figura 38. Colocacioén y lectura de Figura 39. Preparacion de los
muestras en el espectrofotometro. tubos para estandarizar la curva.
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8.12.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron capturados y ordenados en el programa Excel 2013 y
posteriormente analizados en el programa SAS (2003). Se realizaron pruebas de
homogeneidad de varianzas mediante la prueba de Bartlett y de pruebas de
normalidad con la prueba de Shapiro- Wilk. Cuando los datos no cumplieron con
homogeneidad y normalidad de varianza se realizaron transformaciones como “Log”
y “sqrt’; posteriormente se realizaron analisis de varianza utilizando como efecto fijo
el tratamiento. La comparacion de medias se realizd por la prueba de diferencia

minima significativa.
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9.- RESULTADOS y DISCUSION

9.1.- Materia Seca, FDA, FDN, y PC

En el cuadro 3 se muestran los porcentajes de materia seca, se puede observar que
la cascara de naranja deshidratada tiene un 88.87 % de MS dicho valor es mayor
qgue el ensilado (P<0.05), donde se reportan promedios de 18.62 % (dia 49) a 19.62
% (dia 35). De igual manera se observa que en todos los dias de ensilado existieron
pérdidas de MS, al compararlas con el promedio de la muestra fresca.

Con respecto a fibra detergente acida, de manera general, se observo que el ensilaje
incrementd el porcentaje de FDA con respecto a la cascara fresca (P<0.05), solo en
el dia 7 es similar (P>0.05) con respecto a la muestra fresca, posteriormente se
incrementd hasta estabilizarse a partir del dia 35 de ensilaje (P<0.05). El
deshidratado no afecté esta variable (P>0.05). Los promedios de fibra detergente
neutra son mas estables solo se encontré que en el dia 28 de ensilado, el porcentaje
es mayor que en el deshidratado.

Se encontrd que el deshidratado incrementd la proteina cruda (P<0.05) con respecto
al fresco; de igual manera el ensilado lo incrementa no existiendo diferencia (P<0.05)
entre los dias de ensilaje, aunque se observa que a partir del dia 35 existe una
estabilizacion.

Volanis et al. (2004) mencionaron que el contenido de MS del ensilaje al inicio es de
25 % y al final de 21 %; al igual que en el presente estudio existié una pérdida de MS
durante el ensilaje, estos autores lo atribuyen a la produccion de gas, al respecto,

Ashbell y Donahaye (1984) demostraron que la pérdida de materia seca de naranja
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durante el ensilaje se debe a lafiltracion y la liberacién de gas durante el periodo de
fermentacion. De la Rosa (2005) obtuvo de 18 a 20% de FDA, valores por debajo de
los obtenidos y de 20 a 25% de FDN valores similares a los obtenidos en este
trabajo; Piquer et al. (2009), encontraron 7.6% de proteina cruda en naranja fresca
variedad Clementinas (Citrus reticulate x Citrus auratium) valores superiores al
obtenido en el presente trabajo.

Piquer, (2006) menciona que las diferencias entre valores obtenidos de las diferentes
variedades de naranja podrian atribuirse a la alta variabilidad de estos subproductos
ya que su valor nutritivo esta influenciado por factores que incluyen la fuente del
fruto, la proporcion de semillas y cascaras y el tipo de procesamiento.

Mayer (2015), al ensilar la cascara de naranja a 45 dias reporta valores muy

similares de MS, PC, FDA y FDN a los que se obtuvieron en el presente trabajo.
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Cuadro 3.- Promedios de Materia Seca, FDA, FDN, y PC en desecho de naranja

fresca, deshidratada y ensilada a diferente tiempo

Tratamientos % de MS % de FDA % de FDN % de PC

Deshidratado 88.87 +0.55 * 22.39 +1.27° 24.33 +1.30" 526 +0.17°

Fresco 21.58 +0.55" 2277 £1.27% 2475+153® 493 +0.16°
Ensilado

7 dias 18.65 +0.55 © 26.88+1.68"°  24.82+130% 560 +0.18%
14 dias 18.78 +0.55°¢ 2736 +1.27° 2585+1.14* 555 +0.18%
21dias 18.39 #0.60° 30.33+1.27* 2558 +1.53* 574 +0.17°

28 dias 18.63+0.55 ¢  27.46 +1.27° 28.06+1.31% 5.56 +0.18%
35 dias 19.62 +0.55° 3079 +1.27* 2579+1.14* 584 +0.17°

42 dias 19.03+0.55° 3141 +1.27% 27.12+1.14* 586 +0.17°
49 dias 18.62 +0.55°  31.02+1.27%  27.40+131%*° 584 +0.17°

MS: % de materia seca, FDA: % de fibra detergente &acida, FDN: % de fibra
valores con distinta literal indican

detergente neutra 'y PC: % de proteina cruda, 2 °

diferencia (P<0.05).
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9.2.-Capacidad antioxidante y Vitamina C

Al comparar la capacidad antioxidante por efecto del deshidratado, se observa que
este proceso incrementa la capacidad antioxidante, aunque estadisticamente no
existio diferencia (-P=0.05) con respecto a las muestras frescas. Durante el proceso
de ensilaje se observa que la capacidad antioxidante se va incrementando (P< 0.05)
con los dias de ensilado, hasta alcanzar su valor maximo en el dia 35.

Con respecto a vitamina C, el deshidratado de desecho de naranja presenta un valor
alto (P< 0.05), respecto al desecho de naranja fresco. El ensilado de desecho de
naranja a partir del dia 7 no afecto la concentracion de vitamina C (P>0.05).

La capacidad antioxidante de los extractos de frutos citricos se debe a la presencia
de acidos fendlicos, flavonoides y otro tipo de compuestos fendlicos (Bocco et al.,
1998; Kawaii et al., 2000; Rodriguez et al., 2006; Escobar et al., 2010)

Segun Ferreira et al. (2018), la alta actividad antioxidante de los extractos de cascara
de citricos puede explicarse por su composicion fendlica, como hesperidina,
naringina, rutina y acidos cafeico y clorogénico.

Estos antioxidantes actian para proteger contra la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno, elimindndolos del sistema a través de la deshidrogenacion
irreversible. Por ejemplo, el &cido ascérbico reacciona directamente con O,-, HOO- y
OH-, eliminando O, (ZOU, 2016). Barros et al. (2012) informaron que la pulpa de
diferentes citricos comerciales de Brasil contenia una mayor cantidad de acido
ascorbico en las cascaras. La variacion en las concentraciones reportadas por

diferentes autores podria deberse a la variacion en los cultivares, las etapas de
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madurez y otros factores ambientales. Se ha encontrado que la vitamina C disminuye
durante la gestacion e inicio de lactancia (Salinas-Rios et al., 2017) Por lo que es
interesante probar la suplementacion cascara de naranja durante estas etapas.
Pliego (2018) reporta que la suplementacion de vitamina C protegida con etilcelulosa
durante esta etapa no afectd las variables reproductivas evaluadas y mejora la
capacidad antioxidante en ovejas durante sincronizacion de estro e inicio de
gestacion.

Kwak (2018) comenta que la fermentacién de granos de café verde durante 24 h fue
efectiva para inducir un aumento significativo en la actividad antioxidante. En general,
los antioxidantes previenen la autooxidacion de los componentes de los alimentos y
neutralizan la gran cantidad de radicales libres que se generan en el cuerpo humano
(He et al., 2012).

Sun (2014) propone que para aumentar la actividad antioxidante de los alimentos de
origen vegetal mediante la fermentacion es necesario considerar diversos factores
como: las especies de microorganismos, el pH, la temperatura, el disolvente, el
contenido de agua, el tiempo de fermentacion, el tipo de alimento y las condiciones
aerobicas.

Lu (2019) reporté que en la germinacion del frijol mungo (vigna radiata) con efecto
de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, con respecto al efecto de 0 horas luz,
incremento la vitamina C, y explica que la produccion de ROS aumenta cuando la
planta se expone a la luz intensa, por lo tanto, aumenta la vitamina C para minimizar
la produccion de ROS. Por lo que esto podria explicar en parte la mayor

concentracion de vitamina C en el tratamiento deshidratado en el cual fue expuesto a
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la luz la cascara de naranja. Se sugiere que para poder corroborar el incremento de
vitamina C, se debe medir la actividad de genes involucrados en la sintesis, el acido
deshidroascorbico y la actividad enzimatica de la vitamina C. La estabilizacion de la

actividad antioxidante en el ensilado del presente trabajo se dio a partir del dia 21.
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Cuadro 4.- Promedios de indicadores de Capacidad antioxidante y vitamina C

en desecho de naranja fresca, deshidratada y ensilada a diferente tiempo

Tratamientos Micromoles de trolox Vitamina C
(ug de trolox/ g de ms) (ug de vitamina C/g de ms)

Deshidratado 53.41951 + 7137.46° 2013.53 + 276.23%
Fresco 38.26580 + 7146.72 © 1045.64 + 273.48°
Ensilado
7 dias 54.95942 + 7137.46*° 1288.87 + 273.48°
14 dias 53.59797 + 7137.46 1112.38 + 273.48°
21dias 65.02152 + 7139.68%° 1116.00 + 273.48°
28 dias 70.61054 + 7139.68 834.53 + 273.48"
35 dias 78.28820 + 7139.68 2 950.43 + 273.48 "
42 dias 65.14761 + 7139.68 1102.10 + 273.48°
49 dias 61.71932 + 7139.68 1142.60 + 273.48°

Trolox: pug de trolox/ g de ms; Vitamina C: g de vitamina C/g de ms;
a5 valores con distinta literal en cada columna indican diferencia (P<0.05).



9.3.- Indicadores de fermentacion

El pH al momento de ensilar fue de 2.40, se incrementd (P<0.05) a 3.05 en los
primeros 7 dias de ensilado y llegd a 3.54 en el dia 14. Del dia 14 al 49, no existi6
diferencia (P>0.05), lo que podria indicar que existi6 una estabilizacion de la fase
anaerobia de la fermentacion a partir del dia 14. Melo-Camacho et al. (2017) reportan
un pH de 3.33 a 4.2 a los 21 dias de ensilaje de naranja, valor muy similar al
encontrado en el presente estudio. Wattiaux (2003) encontré que dicha estabilizacion
se da a partir del dia 21, esta fase es llamada semiesterilizacion de la masa de
ensilaje, en el sentido que todo crecimiento bacteriano es paralizado, y
eventualmente el crecimiento de la bacteria acido lactica se inhibe a si misma. El pH
de ensilado de naranja se incrementa por la produccion de algunas especies
proteoliticas que degradan el nitrdgeno protidico de la cascara hasta acido butirico y
amoniaco, el amoniaco producido tiende a elevar el pH en el silo, caso contrario al
ensilado de maiz que se disminuye durante el proceso (De la Rosa, 2005). La
importancia del pH comprendido entre 3 y 4 en ensilaje es que las bacterias lacticas
llevan a cabo una buena fermentacion en condiciones de anaerobiosis, (Ruiz et al.,
2006). Al comparar la concentracion de acido lactico, se observa que durante el
ensilaje se incrementa este valor (P<0.05) respecto al desecho de naranja fresca,
hasta establecerse en el dia 28. Por lo que podriamos decir que a partir de este dia
existe una estabilizacion del ensilado de desecho de naranja ya que también se
mantiene estable el pH, la capacidad antioxidante y los demas compuestos. A partir
de la fermentacion lactica espontanea bajo condiciones anaerobicas las bacterias

epifiticas de acido lactico (BAC) fermentan los carbohidratos hidrosolubles (CHS) del
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forraje produciendo acido lactico y en menor cantidad acido aceético (Weinberg y
Muck, 1996; Merry et al., 1997). Los azlcares, materia seca y composicion de los
azucares, combinados con las propiedades del grupo BAC asi como su tolerancia a
condiciones &cidas o de presidon osmotica, y el uso del substrato, influyen en forma
decisiva sobre la capacidad de competencia de la flora BAC durante la fermentacion
del ensilaje (McDonald et al., 1991). Su accion es inhibida por escasez de azlcares
solubles y acumulacion de acido lactico. Cuando esto ocurre, el bagazo o cascara de
naranja queda estabilizado y se ha convertido en ensilado (De la Rosa, 2005). Las
BAL epifiticas juegan un papel primordial en la fermentacion del ensilaje; su
concentracion dentro del silo se convierte en un factor importante para la prediccion
de un buen proceso fermentativo (Lin et al., 1992). Las bacterias del acido lactico se
han empleado en los alimentos para producir péptidos inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina (ECA) y acido c-aminobutirico, los cuales son utiles en
la prevencion y el tratamiento de la hipertension (Kono y Himeno, 2000; Torino et al.,

2013).
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Cuadro 5.- Promedios de indicadores de fermentacion en desecho de naranja

fresca, deshidratada y ensilada a diferente tiempo

Tratamientos pH Acido lactico
Deshidratado - -

Fresco 2.40 +0.069 ° 1.10 +5.14 ¢
Ensilado

7 dias 3.05 +0.069° 13.33+3.90™
14 dias 3.54 +0.0692 20.73 +3.22"
21dias 3.73 +0.0692 26.32 +351%
28 dias 3.69 +0.069 2 32.46+3.22°
35 dias 3.65 +0.069 2 35.60 +3.512
42 dias 3.63 +0.0692 30.05 +3.222
49 dias 3.58 +0.0692 34.67 +3.222

pH: potencial de Hidrégeno, ®® valores con distinta literal en cada columna indican

diferencia (P<0.05), - no se tomé muestra.
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9.4.- Acidos fenolicos

De los 10 estandares utilizados se encontraron acido protocatecuico, hesperidina,
acido galico, acido clorogénico, &acido siringico, acido vainillinico, &acido p-
hidroxibenzoico, acido cafeico y acido p-cumarico.

En el cuadro 6 se puede observar una mayor concentracion de acido protocatecuico
en el tratamiento deshidratado (P<0.05) en relacion al desecho de naranja fresca y
ensilada; y que entre los tratamientos fresco y ensilado no hay diferencia (P>0.05).
Con respecto al acido clorogénico se observa que el deshidratado incrementé
(P<0.05) este acido fendlico al pasar de 0.0583 % cuando €l desecho se encontraba
fresco a 0.1893 % en el deshidratado. Con respecto al ensilaje se encontré que este
compuesto se va incrementando, al incrementarse el tiempo de ensilado hasta
alcanzar su valor maximo en el dia 42, para posteriormente disminuir en el dia 49.
Hay acidos que no muestran tendencia clara de incrementar o disminuir, esto es
posible por las muy bajas concentraciones encontradas.

La hesperidina se va incrementando numéricamente durante el proceso de ensilaje,
siendo en el dia 28 donde se obtiene la mayor concentracién (P<0.05) de igual
manera el acido galico se va incrementando numéricamente hasta alcanzar su valor
maximo en el dia 35 (P<0.005). Aguifiiga-Sanchez et al. (2017) reportaron haber
encontrado en S. edule var. nigrum spinosum algunos acidos fendlicos, como acido
galico, clorogénico, p-hidroxibenzoico, cafeico y p-cumarico (0.072, 0.823, 0.020,
0.091 y 0.032 mg / g de extracto, respectivamente) valores inferiores a los
encontrados en este experimento, y que son capaces de contrarrestar el crecimiento

de células cancerigenas en humanos. En estudios de Escobar et al. (2010)
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obtuvieron 0.17 mg/g de hesperidina valor menor al encontrado en nuestra
investigacion. Los compuestos fendlicos tienen propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antimutagénicas, antibacterianas y anticancerigenas (Shahidi y
Chandrasekara, 2010; Arellano-Gonzalez et al., 2011). La fermentacién se ha
aplicado para aumentar el contenido de compuestos fendlicos bioactivos en las
legumbres mejorando asi su actividad antioxidante (Lee et al., 2008; Torino et al.,
2013).

Sun et al. (2014) citan que durante la fermentacion aumentan la cantidad de
fendlicos que es el resultado de una reaccion de hidrolisis microbiana debido a la
ruptura estructural de las paredes celulares de las plantas, lo que conduce a la
liberacién o sintesis de diversos compuestos antioxidantes. Covarrubias-Cardenas et
al. (2018) mencionan que durante su estudio en cascara de naranja el mayor
componente antioxidante que obtuvo fue el acido galico 4.095 % de peso seco en
cascaras de naranjas agrias frescas, valor superior al que se obtuvo en este trabajo y
también reporta que el acido clorogénico y el acido cafeico fue menor, caso contrario
en el presente trabajo ya que estos dos compuestos fendlicos fueron los mas

elevados en cascara deshidratada.

67


file:///C:/Users/IRVING/Desktop/seminario/articculos%20doc%20teo%20131219/Effect%20of%20fermentation%20on%20the%20antioxidant%20activity%20in%20plant-based%20foods.docx%23_bookmark42
file:///C:/Users/IRVING/Desktop/seminario/articculos%20doc%20teo%20131219/Effect%20of%20fermentation%20on%20the%20antioxidant%20activity%20in%20plant-based%20foods.docx%23_bookmark42
file:///C:/Users/IRVING/Desktop/seminario/articculos%20doc%20teo%20131219/Effect%20of%20fermentation%20on%20the%20antioxidant%20activity%20in%20plant-based%20foods.docx%23_bookmark42

Cuadro 6a.

tiempo.

Promedios de acidos fendlicos en desecho de naranja fresca, deshidratada y ensilada a diferente

Tratamiento

% Acido
Protocate-
cuico en ms.

% Hesperi-
dina en ms.

% Acido Galico en
ms.

% Acido Clorogénico

en ms.

% Acido Siringico
en ms.

Deshidratado
fresco

Ensilado
7 dias

14 dias
21 dias
28 dias
35 dias
42 dias

49 dias

0.8710 + 0.036°

0.0516 + 0.039 °

0.0410 +0.036°"
0.0453+0.036 °
0.0454 +0.039 °
0.0521 +0.036°"
0.0433 +0.036°"
0.0543+0.036 "

0.0491+0.036 °

7.441 +1.21%®

7.864 +1.32%

6.820 +1.21%
6.639+1.21%
6.590 +1.32%
0.887 +1.21°
7.383 £1.21%
8.391 +1.21%

5.800 + 1.21°

0.0032 +0.0035 "

0.0025 +0.0032 ™
0.0022 +0.0032
0.0116 +0.0035%
0.0109 +0.0032 **
0.0134 +0.0032 2

0.0109 + 0.0032 ¢

0.1893 + 0.0533%°

0.0583 +0.0581 ™

0.0120 + 0.0533 °
0.0125 +0.0533¢
0.0733 +0.0581"
0.1533 + 0.0533 @
0.2235 + 0.0533
0.2271 + 0.05332

0.1378 + 0.0533 3

0.0228+ 0.0057 °

0.0255 + 0.0062°

0.0250+ 0.0057 @
0.0195+ 0.0057 ®
0.0126 + 0.0062
0.0129 + 0.0057
0.0261 + 0.0057 @
0.0150 + 0.0057

0.0048 + 0.0057 °

2P valores con distinta literal en cada columna indican diferencias (P<0.05), -- no se detecto.
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Cuadro 6b. Continuacién de promedios de acidos fendlicos en desecho de naranja fresca, deshidratada y ensilada a

diferente tiempo.

Tratamiento

% Acido Vainillinico en
ms

% Acido p-
hidroxibenzoico en ms

% Acido Cafeico
en ms.

% Acido
P-cumarico en ms.

Deshidratado
fresco

Ensilado
7 dias

14 dias

21 dias
28 dias

35 dias
42 dias
49 dias

0.00066 + 0.0066°

0.00646 + 0.0061%

0.00055 + 0.0066 °
0.02160 + 0.0060 2

0.00576 + 0.0060 %
0.00877 + 0.00602

0.00014 + 0.0028°¢

0.00139+ 0.0025
0.00266 + 0.0025

0.00806 +0.0028
0.00910 + 0.0025%

0.00467 + 0.0025 2
0.00320 + 0.0025 2©
0.00366 + 0.0025 &°

0.00587 + 0.0096°

0.02227 + 0.0105 ®

0.02926 + 0.0096 2
0.03461 + 0.0096 2

0.00979 + 0.0105 ®
0.01786 + 0.0096 2

0.03411 + 0.0096 2
0.03651 + 0.00962
0.01844 + 0.0096 2

0.00029 + 0.0025°

0.00833 +0.0022°
0.00899 +0.0022°

0.00427 + 0.0025%2
0.01013 +0.002232

0.00817 +0.0022%
0.00881 + 0.00222
0.00464 + 0.0022 2

2P valores con distinta literal en columna indican diferencias (P<0.05), -- no se detectd.
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9.5.- Acidos Flavonoides

De los 8 estandares utilizados, se encontraron: rutina, florizina, quercetina,
naringenina y galangina. En el cuadro 7 se muestra que las concentraciones de los
flavonoides encontrados en el analisis de cromatografia estan en minimas
concentraciones. Los porcentajes de florizina y naringenina son similares (P>0.05) en
naranja fresca, deshidratada y ensilada a diferente tiempo; mientras que la
concentracion de rutina, quercetina y galangina son similares entre el tratamiento
fresco y deshidratado. Al comparar el efecto del ensilado en estos 3 compuestos se
observd que la rutina no tiene una tendencia a través de los dias de ensilado,
mientras que la quercetina tiende a reducirse (P<0.05) durante el ensilado, y la
galangina con diferencia del dia 42 tiende a mantenerse estable. Aguifiiga-Sanchez
et al. (2017) reportaron haber encontrado algunos acidos flavonoides que estan
representados en la S. edule var. nigrum spinosum como son florizina, (0.005 y 1.556
mg / g de extracto) valores similares a los encontrados en este trabajo. Perez-Najera
et al. (2013) reportan 14.32 mg quercetina/g ms en cascara de lima; Escobar et al.
(2010) obtienen 1.32 mg/g de naringenina en cascara de naranja, valores superiores
a los encontrados en nuestro trabajo.

Los flavonoides eliminan eficazmente los radicales hidroxilo y peroxilo, forman
complejos con metales e inhiben la oxidacion lipidica (Lee et al., 2004). Sun et al.
(2014) citan que durante la fermentacion aumentan la cantidad de flavonoides que es
el resultado de una reaccion de hidrolisis microbiana debido a la ruptura estructural
de las paredes celulares de las plantas, lo que conduce a la liberacién o sintesis de

diversos compuestos antioxidantes.
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Xiao-Yu et al. (2017) mencionaron en su estudio de ensilado de hojas de trigo
sarraceno con levaduras de aspergillus niger, haber encontrado rutina y quercetina, y
que durante el ensilaje presentaba tres etapas que inicialmente aumentaba, luego
disminuia y finalmente era relativamente estable y se lo atribuyen a una degradacion

de los compuestos por enzimas liberadas por A. niger.
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Cuadro 7.- Promedios de acidos flavonoides en desecho de naranja fresca, deshidratada y ensilada a diferente

tiempo

Tratamiento % Rutina en ms.

% Florizina en ms.

% Quercetina en ms.

% Naringenina en
ms.

%Galangina en ms.

Deshidratado 0.0039 + 0.0008?

Fresco 0.0017 + 0.0009 ***
Ensilado
7 dias 0.0025 + 0.0008*"
14 dias 0.0026 +0.0008%"
21 dias 0.0007 #+ 0.0009 ™
28 dias 0.0006 + 0.0008 **
35 dias 0.0019 + 0.0008 *
42 dias 0.0002 + 0.0008°
49 dias 0.0010 + 0.0009 ™

0.0057 + 0.0408
0.0047 + 0.0444

0.0156+ 0.0408
0.0041+ 0.0408
0.0360+ 0.0444
0.1139+ 0.0408
0.0246 + 0.0408
0.0169+ 0.0408
0.0877+ 0.0444

0.0114 + 0.0019 2
0.0064 + 0.0020 ®

0.0080 +0.0019 *
0.0086 +0.0019 *
0.0046 +0.0020°
0.0057 + 0.0019°
0.0050 + 0.0019°
0.0066 + 0.0019 ®
0.0042 + 0.0020°

I+

0.0183 + 0.0305
0.0632 +0.0333

0.0133 + 0.0305
0.0429 + 0.0305
0.0993 +0.0333
0.0443 + 0.0305
0.0636 +0.0305
0.0617 + 0.0305
0.0367 +0.0333

0.0407 +0.0192°
0.0620 + 0.0210 ®

0.0616 +0.0192°
0.0580 +0.0192°
0.0598 + 0.0210°
0.0530 +0.0192°
0.0541 +0.0192°
0.1150 +0.0192 2
0.0495 +0.0210°

2P valores con distinta literal en columna indican diferencias (P<0.05), -- no se detectd.
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10.- Conclusidn

Con respecto a los indicadores de fermentacidon, la concentracion de &cido
lactico y pH fueron mayores en el ensilaje, reportando que el acido lactico se
estabiliza al dia 14 de ensilado y el pH al dia 21. En la composicidon nutrimental
con relacion a MS el registré de promedios es mayor en deshidratado al sol; los
promedios reportados de FDA se mantienen en deshidratado y fresco, dandose
un incremento en el ensilado y estableciéndose a partir del dia 21. Los
promedios de FDN no presentan variacion en deshidratado, fresco ni los
primeros 21 dias de ensilado, a partir del dia 28 de ensilado se incrementa en
un 3%.

En lo que respecta a PC los tratamientos de deshidratado y ensilado son los
gue presentan mayor promedio. El ensilar mejora la capacidad antioxidante al
igual que él deshidratado; La exposicion al sol de los desechos de naranja
mejora la produccion de vitamina C. En deshidratado, los acidos fendlicos
hesperidina, siringico y cafeico se mantienen en cantidades similares al fresco;
sin embrago, el acido protocatecuico y clorogénico aumentan con respecto al
tratamiento fresco. En desecho de naranja ensilado los promedios de acidos
flavonoides no varian en ninguno de los tres tratamientos.

Se concluye que existe variacion en el estado oxidativo y composicion
nutrimental entre los tres métodos de conservacion, mientras que el tiempo
optimo recomendado de un ensilaje de desechos de naranja es a partir del dia

28 que es cuando existe una estabilizacion en el proceso.
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