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Resumen 

El contenido de diferentes tipos de compuestos (fenólicos, flavanonas, carotenoides) en los 

epicarpios de dos cítricos (naranja tangelo-Citrus reticulata x C. paradisi, mandarina “Arrayana”-C. 

reticulata) fue determinado en extractos Soxhlet con el propósito de escoger la biomasa más 

promisoria. Dicha biomasa fue sometida a extracción con fluidos supercríticos (EFS), con miras a 

evaluar la posibilidad de obtener extractos con actividad antioxidante. El epicarpio de C. reticulata 

presentó mayor actividad antioxidante, con esta biomasa se realizó un diseño central compuesto 

para determinar el efecto de las variables del proceso de EFS (temperatura-T, presión-P, 

porcentaje de cosolvente-%EtOH) sobre las variables respuesta (contenido total de compuestos 

fenólicos-CTF, contenido total de flavanonas-CTFo y actividad antioxidante-AA, medida como la 

capacidad de atrapamiento de radicales DPPH). Al comparar la EFS contra Soxhlet se observó 

que EFS presentó menor rendimiento (10 vs 22%), mayores CTF (>100 vs <40 mg-eq AG/g 

extracto), CTFo (>3 vs <1 mg-eq naringina/g extracto) y porcentajes de inhibición (cerca de 90% 

vs < 30%). La temperatura fue la variable que más influenció el CTF y CTFo, los cuales 

correlacionaron linealmente con la AA (coeficiente de correlación 0.88). La curva cinética del 

extracto más activo (extracto 11, obtenido a 220 bar, 80°C, 5% EtOH) fue ajustada al modelo de 

transferencia de masa de Sovová, con un R2 de 0.87. 

 

Los extractos EFS se analizaron por cromatografía líquida (UHPLC-DAD), identificando 

tentativamente ocho flavonoides. Al realizar el análisis de componentes principales (ACP) no se 

observó efecto importante de algúno de los componentes identificados sobre el CTF, CTFo y la 

AA, sin embargo se confirmó que el CTF y CTFo presentan un efecto positivo e importante sobre 

sobre la AA. Empleando HPLC/MS se cuantificó el contenido de hesperidina (polifenol mayoritario 

en mandarina) en el extracto más áctivo, obteniendo 0.66 mg/g extracto. Dicho extracto se probó 

como antioxidante en una emulsión (mayonesa), monitoreando la peroxidación lipídica por TBARS 

vs el tiempo de almacenamiento, logrando atenuar un 30% la peroxidación lipídica de la 

mayonesa almacenada a 60ºC por seis días. Lo anterior permite plantear la posibilidad de obtener 
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extractos con actividad antioxidante a partir del epicarpio de mandarina “Arrayana” empleando 

EFS, dichos extractos pueden ser aprovechados por la industria de alimentos. 

 

 

Palabras clave: Epicarpio de mandarina, fluidos supercríticos, oxidación lipídica, emulsión, 

flavonoides, UHPLC-DAD, modelo de Sovová. 
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Abstract 

The content of different types of compounds (polyphenols, flavanones, carotenoids) in the peels of 

two citrus fruits (tangelo orange-Citrus reticulata x C. paradisi, mandarin var. ‘Arrayana’ -C. 

reticulata) was determined in Soxhlet extracts for the purpose of choosing the most promising 

biomass. This biomass was subjected to supercritical fluid extraction (SFE), to evaluate the 

possibility of obtaining extracts with antioxidant activity. The peel of C. reticulata presented greater 

antioxidant activity. With said biomass a central composite design was made to determine the 

effect of the SFE process variables (T-temperature, P-pressure, percentage of cosolvent-% EtOH) 

on the response variables (total phenol content (TPC), total flavanone content (TFC) and 

antioxidant activity-AA, measured as the scavenging capacity of DPPH radicals). When comparing 

the SFE against Soxhlet it was observed that SFE presented lower yield (10 vs 22%), higher TPC 

(> 100 vs <40 mg-eq AG / g extract), TFC (> 3 vs <1 mg-eq naringin / g extract) and percentages 

of inhibition (close to 90% vs <30%). Temperature was the variable that most influenced TPC and 

TFC, which correlated linearly with the AA (correlation coefficient 0.88). The kinetic curve of the 

most active extract (extract 11, obtained at 220 bar, 80 ° C, 5% EtOH) was adjusted to the mass 

transfer model of Sovová (R2= 0.87). 

 

The SFE extracts were analyzed by liquid chromatography (UHPLC-DAD), tentatively identifying 

eight flavonoids. When carrying out the principal component analysis (PCA), no significant effect of 

any of the components identified on CTF, CTFo and AA was observed, however it was confirmed 

that CTF and CTFo present a positive and important effect on AA. Using HPLC / MS the content of 

hesperidin (major polyphenol in mandarin) in the most active extract was quantified, obtaining 0.66 

mg / g extract. Said extract was tested as an antioxidant in an emulsion (mayonnaise), monitoring 

the lipid peroxidation by TBARS vs the storage time, achieving a 30% attenuation of the lipid 

peroxidation of the mayonnaise stored at 60ºC for six days. This allows us to set the possibility of 

obtaining extracts with antioxidant activity from the ‘Arrayana’ mandarin peel using SFE. Said 

extracts can be used by the food industry. 

 

Keywords: Mandarin peel, supercritical fluids, lipid oxidation, emulsion, flavonoids, TBARS, 

UHPLC-DAD, Sovová model. 
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Introducción 

Los cítricos, incluyendo naranjas, mandarinas, limones, toronjas son cultivos 

permanentes, susceptibles de adaptarse a diferentes climas, por lo que constituyen un 

cultivo importante a nivel mundial. Este cultivo se caracteriza porque su producción es 

permanente a través de todo el año, con épocas marcadas de concentración de la 

cosecha, según sea la distribución de la precipitación. Este fenómeno ocasiona 

sobreproducción del fruto, que conlleva a una disminución en su precio de venta y 

pérdidas económicas para los agricultores. De acuerdo a lo anterior, se hace necesario la 

exploración de alternativas que permitan aprovechar esta sobreoferta de fruta en la 

obtención de productos de alto valor agregado [1-3]. 

 

En Colombia, el cultivo de los cítricos también es relevante, debido a que, entre los 

frutales (con excepción de banano y plátano) poseen mayor participación en área 

cosechada (10%) [4]. Los cítricos son altamente consumidos por la población por ser una 

fuente de vitaminas, minerales y fibra dietaria [5]. Cundinamarca, Tolima, Santander y 

Valle del Cauca producen el 50% de los cítricos de Colombia. Cundinamarca produce el 

18% de ese total [6]. Entre las especies que más se comercializan se encuentra el 

tangelo (C. reticulata x C. paradisi) en sus variedades ‘Mineola’ y ‘Orlando’, que son 

apetecidas naranjas de mesa por su sabor dulce y su atractiva presentación externa. 

Cundinamarca produjo 11175 toneladas de este fruto en 2014 [7]. Otra de las especies 

relevantes de cítricos en el país es la mandarina (C. reticulata), variedades “Oneco” y 

“Arrayana”, la cual ha presentado un aumento creciente en su producción desde el 2009, 

alcanzando en el 2014 las 131541 toneladas anuales, donde Santander y Cundinamarca 

son los principales productores con 106303 y 10792 toneladas al año, respectivamente 

[7]. Debido a su relevancia para el país y a nivel mundial, se escogen estas especies del 

género citrus, cultivadas en Cundinamarca como objeto de estudio en la presente 

investigación. 
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Cerca de un 60% de los cítricos se consumen en el mercado de productos frescos, y 

aproximadamente un 40% es procesado. De los frutos cítricos que son transformados, el 

81.9% corresponde a naranjas y el 6.8% a mandarinas [8]. De esta actividad se estima 

que cada año, de acuerdo con la producción mundial de cítricos, se estarían produciendo 

alrededor de 40 millones de toneladas en residuos, donde el principal producto de 

desecho que se genera es la cáscara, que representa aproximadamente un 50% del 

peso fresco de la fruta [9]. Se ha reportado que la disposición directa de estos residuos 

sin un procesamiento adecuado causa problemas ambientales, por lo que se hace 

importante darle un tratamiento adecuado en las industrias alimenticias y siguiendo esta 

premisa, las investigaciones actuales se han enfocado en métodos para explotar 

completamente los distintos desechos generados por esta industria [9, 10]. 

 

La cáscara de los cítricos, es destinada principalmente a la producción de aceites 

esenciales, compost, alimentación animal y gasificación [9, 11].Por ejemplo, en el mundo, 

el principal aceite esencial de cítricos comercializado es el de naranja (250000 ton en 

2014 [12] cuyo precio puede estar entre 0.7-3.3 USD/Kg [8]. Sin embargo, estas 

aplicaciones no representan una alternativa para la alta valorización de este residuo, de 

acuerdo con el potencial que este podría tener. Recientemente, los cítricos han sido 

estudiados en la búsqueda de otros componentes que si bien no hacen parte de la 

nutrición son metabolitos secundarios con actividad biológica, como los ácidos fenólicos, 

flavanonas (un tipo de flavonoides) y carotenoides, que podrían evitar el desarrollo de 

enfermedades crónicas, y cuyo mecanismo consiste en el atrapamiento de radicales 

libres, protegiendo al organismo de modificaciones en células y tejidos, asociadas a 

enfermedades degenerativas, como arterioesclerosis y cáncer [13]. 

 

Estas características han convertido a este tipo de metabolitos (principalmente a los de 

origen natural) en sustancias de demanda creciente por muchos consumidores en todo el 

mundo, otorgándoles un alto valor de comercialización [14]. Específicamente, los 

flavonoides han sido estudiados en sus actividades anti-cáncer, antinflamatorias, 

antibacteriales, antioxidantes in-vitro e in-vivo, con animales [15-17] y actividad protectora 

contra enfermedades vasculares en humanos [18-20]. 
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En los cítricos, los flavonoides se concentran en la cáscara, específicamente en el albedo 

e incluso se ha reportado que de los desechos sólidos generados en la industria de 

jugos, la cáscara concentra mayor cantidad de antioxidantes, comparado con la parte 

carnosa de la fruta [9, 16] y a las frutas peladas [21]. Así mismo, los antioxidantes 

presentes en extractos de cítricos han sido probados como efectivos inhibidores de la 

oxidación en las matrices alimenticias grasas, resultando una alternativa promisoria 

frente al uso de antioxidantes sintéticos.  

 

Para la extracción de este tipo de compuestos bioactivos se han explorado distintos 

procesos que permitan obtener alto rendimiento y selectividad para los compuestos de 

interés, como los procesos de extracción con fluidos a alta presión, en reemplazo de las 

tecnologías clásicas que pueden degradar los polifenoles debido a la alta temperatura 

empleada o los largos tiempos de extracción [22].  

 

En la extracción con fluidos supercríticos se lleva el disolvente a temperaturas y 

presiones superiores a su punto crítico, con lo cual se puede tener el alto poder de 

solvatación de los líquidos y la alta difusividad de los gases, permitiendo una mayor 

interacción con la matriz del soluto y favoreciendo selectivamente, de acuerdo a ciertas 

condiciones de presión y temperatura, la extracción de los analitos de interés. El fluido 

supercrítico más utilizado es el CO2 dado que presenta condiciones críticas fáciles de 

alcanzar (72.8 bar y 304 K), es económico, no tóxico, ni inflamable. No obstante, el CO2 

es un disolvente lipofílico, lo que limita su aplicación a la extracción de moléculas de baja 

polaridad. Es por esto que, en algunas ocasiones, se adicionan pequeñas cantidades de 

modificadores (<10%), con el fin de incrementar ligeramente la polaridad del CO2 [23]. 

Para aplicaciones en alimentos se hace necesario utilizar modificadores GRAS (por sus 

siglas en inglés, Generally Recognized As Safe), es decir, que sean aptos para el 

consumo humano, como el etanol o el agua. En cítricos, previamente se ha reportado la 

extracción con CO2, a partir de cáscaras de Citrus junos, utilizando mezclas de 

agua/etanol como co-solvente, favoreciéndose la extracción de hesperidina con una 

proporción agua/etanol de 20:80 y a una temperatura de 120 °C, puesto que a 160 °C 

ocurría una degradación de los flavonoides [24]. En otro trabajo se reporta extracción de 

flavanonas con cáscaras de Citrus genkou con CO2 supercrítico, en donde se obtuvo que 

el rendimiento de extracción de hesperidina se incrementa significativamente a presiones 

de 300 bar [25].  
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Además de las variables temperatura y la presión, se encuentra el tiempo óptimo de 

extracción, el cual determina el punto en el cual el solvente agota el analito presente en 

la matriz y que puede reducirse o ampliarse al cambiar la temperatura y la presión. Esta 

relación rendimiento vs. tiempo puede modelarse a través de un estudio de la cinética de 

difusión entre el analito, la matriz y el solvente presurizado. Dichos modelos resultan 

útiles al realizar la simulación de un proceso para su escalamiento o para la aplicación de 

una metodología de optimización con el fin de encontrar las variables o el diseño óptimo 

que convierte un proceso en una alternativa rentable [26]. A pesar de que en la literatura 

existe una cantidad importante de modelos desarrollados, de acuerdo a lo expuesto en el 

artículo de revisión realizado por Huang et al. [26], no se han encontrado datos 

experimentales que permitan ajustar la difusividad efectiva del soluto, ni reportes sobre el 

modelamiento de la cinética de extracción de flavanonas, lo que no hace posible 

actualmente evaluar si alguno de los modelos ya desarrollados permiten predecir el 

comportamiento de la cinética de estos procesos de extracción. 



 

 
 

1. Marco teórico 

1.1 El cultivo de cítricos 

Los cítricos son originarios de Asia y el archipiélago malayo y pertenecen a la familia de 

las Rutáceas. Solo tres géneros poseen importancia comercial: Poncirus, Fortunella y 

Citrus [27]. 

El género Citrus, incluye algunas de las frutas más importantes a nivel mundial. En 

general, los cítricos son el tercer cultivo frutal más importante del mundo después de la 

manzana y el banano [28], con una producción a nivel mundial de cerca de 92 millones 

de toneladas anuales (incluyendo los cultivos de naranja, mandarina, limones, limas y 

pomelo), donde Brasil, China y Estados Unidos se destacan como los principales 

productores [29]. 

Son cultivos permanentes, con una vida entre 30 y 40 años. Éstos requieren de lluvias 

repartidas durante todo el año, en caso contrario es necesario recurrir al riego, y tienen 

escasa resistencia al frío. Normalmente, crecen entre los 0 m y los 1600 m de altitud, a 

temperaturas medias de 23ºC a 34°C, pluviosidades acumuladas anuales de 900 mm a 

1200 mm y luminosidad mayor a 1900 horas de brillo solar anual, especialmente en los 

procesos de floración y fructificación [8, 30]. 

Colombia, debido a su variedad de pisos térmicos, presenta las condiciones climáticas 

adecuadas para el desarrollo de este cultivo, por lo que el cultivo de los cítricos es 

relevante, debido a que, entre los frutales (con excepción de banano y plátano) es el que 

posee mayor participación en el área cosechada, con un 5.6% [31]. 
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1.1.1 Naranja Tangelo (Citrus reticulata x Citrus paradisi) 

La naranja tangelo (C. reticulata x C. paradisi) es un híbrido entre mandarina y toronja o 

pomelo. Los primeros cruces fueron hechos por W.T. Swingle en Florida-1897 y por H.J. 

Webber en California-1898. Su tamaño varía desde el de una naranja dulce hasta el de 

una toronja. El fruto, achatado a redondo, tiene una cáscara que se remueve fácilmente; 

la pulpa es normalmente colorida, dulce y jugosa. Por lo general no posee semillas 

(Figura 1-1) [32], por lo que es muy apetecida. Las variedades más comercializadas en 

Colombia son “Orlando” y “Minneola” [8]; la primera es resultado de polinizar toronja 

“Bowen” con mandarina “Dancy” (actividad realizada por primera vez por el Dr. Swingle-

1911), la segunda es un híbrido entre pomelo “Duncan” y mandarina “Dancy” [32]. 

 

Figura 1-1: Naranja tangelo (Citrus reticulata x Citrus paradisi). 

1.1.2 Mandarina (Citrus reticulata) 

La mandarina fue descrita por Francisco M. Blanco en 1837, por lo que en ocasiones se 

refiere a la especie como Citrus reticulata blanco [33]. En la región central de nuestro 

país se cultiva y consume la mandarina ‘Arrayana’, la cual aún no es considerada una 

variedad por la comunidad científica [34]. La mandarina es un fruto redondo, algo 

achatado, originario presuntamente del sur de Asia [35]. Su piel es delgada con glándulas 

aceitosas y se caracteriza por su fácil pelado (Figura 1-2), por lo cual se consume en 

fresco principalmente [8], aunque algunas agroindustrias en Colombia la procesan para la 

producción de zumos. La pulpa está conformada por segmentos de fácil separación de 

color salmón a rojizo [36]. En la Figura 1-2 se muestra la biomasa sometida al presente 
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estudio (mandarina ‘Arrayana’). En la literatura especializada no se encuentran estudios 

sobre el aprovechamiento de subproductos en mandarina ‘Arrayana’, sin embargo hay 

trabajos en los cultivares ‘Ponkan’ o ‘Clementina’ [37–41]. 

 

Figura 1-2: Mandarina (Citrus reticulata) var. ‘Arrayana’ parcialmente pelada. 

1.2 Residuos cítricos 

Desde la década de los 20s, la industria procesadora de cítricos ha venido en 

crecimiento. Con el desarrollo de concentrado congelado de jugo en 1945, se ha logrado 

un procesamiento creciente del 70% de naranja y 50% de toronja en Florida, Estados 

Unidos. En consecuencia, esto ha traído un incremento gradual de los residuos, 

representados principalmente en cáscara, pulpa (constituida por los sacos a los cuales se 

les ha extraído el jugo) y semillas [42], que en la actualidad asciende a 15 millones de 

toneladas por año aproximadamente; es de aclarar que la industria de cítricos no solo 

abarca la producción de jugos, sino también de mermeladas, mandarina en cascos, 

frutos deshidratados y aceites esenciales, por parte de la industria química [43]. 

La pulpa principalmente y el resto de los residuos cítricos, por su alto contenido de 

azúcares es altamente fermentable, representando su disposición un problema 

ambiental. Además, existe un límite de materia orgánica que puede ser adicionada al 

suelo, ya que podría verse afectada su microflora natural, por lo que ésta no constituye 

una alternativa de disposición completa. Lo que normalmente se hace es compostaje, 
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incineración, termólisis, gasificación o destinarlos a alimentación animal como método de 

generar el menor impacto ambiental posible [9].  

Por otra parte, el cultivo de cítricos, por su carácter estacional debido a la concentración 

de las lluvias en ciertas épocas del año, sufre de fluctuaciones de precio y en ocasiones 

cuando la oferta es muy alta, resulta más rentable para los agricultores dejar perder el 

fruto por los costos asociados a su cosecha [44].  

Debido a los aspectos mencionados anteriormente se han desarrollado, a lo largo de los 

años, alternativas para el aprovechamiento de estos residuos que permitan su 

valorización, puesto que se han demostrado que son ricos en fibra, pectina, azúcares, 

polifenoles, vitaminas, entre otros [45,46]. 

1.2.1 Valorización de residuos cítricos 

Los subproductos de los frutos cítricos pueden ser aprovechados en la alimentación de 

animales, o en la obtención de fibra y de otras sustancias. A continuación, se mencionan 

algunas de dichas opciones: 

 Alimento animal 

Se han estudiado métodos de obtención de alimento animal a través de la pulpa 

residual, en el cual tratamientos alcalinos con óxido de calcio (CaO) o enzimáticos 

(con Citrozima LS) son aplicados a la biomasa, facilitando el prensado y ayudan a 

que el material pueda ser secado, ya que éste se obtiene originalmente con un 

exceso de agua de 85%, la cual no puede ser retirada por métodos normales de 

secado. Esta pulpa seca mostró alta digestibilidad in-vitro (88.6%) y su contenido 

en proteína (7.7%) es comparable con la de muchos otros residuos 

agroindustriales actualmente utilizados como alimento animal [45]. 

 

 Fibra dietaria 

La fibra dietaria se compone de fibra soluble y insoluble. La última está 

conformada principalmente por celulosa y lignina. El residuo cítrico contiene 13-

17% de fibra insoluble, la cual facilita el paso de los alimentos por el sistema 

digestivo [47]. 
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La fibra soluble en los residuos cítricos se presenta como pectina y mucílago. Las 

pectinas son polisacáridos, útiles como suplementos dietarios y para industrias 

farmacéuticas y cosméticas por sus propiedades gelificantes y estabilizantes. Los 

mucílagos también son polisacáridos pero con una composición diferente en 

ácidos urónicos y azúcares. Tienen los mismos usos que la pectina e incluso se 

ha reportado que el mucílago de limón posee propiedades antinflamatorias. El 

desecho seco de procesamiento de cítricos contiene entre 15-25% de pectina  

[45], por lo que es una alternativa ampliamente utilizada para el aprovechamiento 

de los mismos. En las cáscaras se puede alcanzar rendimientos entre 15-32%, 

dependiendo del fruto y del método de extracción [48–50]. 

 

 Obtención de compuestos 

Por vías enzimáticas o bioquímicas es posible transformar los residuos cítricos en 

materiales con valor agregado de importancia para la industria.  

A través de la fermentación de melaza (líquido viscoso oscuro con alto contenido 

en azúcares, obtenido del prensado de la pulpa) puede obtenerse riboflavina y 

ácido cítrico [51]; de la fermentación de la cáscara se obtiene ácido láctico [52]; a 

través de hidrólisis enzimática puede obtenerse limoneno por filtración del residuo 

[53] por citar algunos ejemplos. En general, hay muchas rutas de bioconversión 

hacia productos químicos de valor agregado [54]. 

 

 Flavonoides 

Los flavonoides son compuestos polifenólicos (ver sección 1.3) que poseen una 

estructura de fenil benzopirona, representando dos anillos bencénicos, unidos 

entre sí por una cadena lineal de tres carbonos. Estos compuestos se presentan 

naturalmente en frutas y ciertas partes de las plantas, incluyendo los cítricos [55]. 

Aunque los flavonoides, como la mayoría de los compuestos polifenólicos, no son 

considerados como agentes nutritivos, son metabolitos clave en la prevención de 

muchas enfermedades crónicas. Es por esto que se han desarrollado varias 

investigaciones alrededor de técnicas para su extracción y aislamiento [49-52], así 

como de estudios de sus efectos benéficos sobre la salud humana [15, 53, 54]. 
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1.3 Compuestos polifenólicos 

El término ‘polifenol’ puede ser definido químicamente como una sustancia que posee un 

anillo aromático acompañado por un sustituyente hidroxilo, incluyendo derivados 

funcionales como ésteres, metil ésteres y glicósidos, entre otros. El fenol por sí mismo es 

un producto natural, pero la mayoría de los polifenoles poseen dos o más grupos 

hidroxilos y más de un anillo aromático con estas características [62]. Debido al grupo 

hidroxilo que los acompaña, estos compuestos resultan buenos captadores de radicales 

libres y han sido estudiados en las últimas décadas por sus efectos benéficos sobre la 

salud, principalmente sobre el sistema cardiovascular, siendo las enfermedades 

asociadas a éste una de las principales causas de muerte en el mundo [56, 57]. 

Los compuestos polifenólicos son producto del metabolismo secundario de las plantas, 

contribuyendo a su pigmentación, proveyendo resistencia a patógenos y predadores por 

la síntesis de fitoalexinas o incrementando su astringencia, haciendo a la planta de mal 

sabor a sus predadores; protegiendo a los cultivos de las plagas, entre otros. Se han 

identificado más de 8000 estructuras fenólicas [63]. 

Los polifenoles han sido clasificados de acuerdo a Bravo [63] en diez grandes grupos 

según el tamaño de su estructura química, desde los fenoles simples hasta los taninos 

condensados. Entre estos, los más importantes son los flavonoides por su abundancia en 

la naturaleza (más de 5000 compuestos identificados a 1990). Se encuentran 

constituidos por dos anillos fenólicos A y B, unidos por un anillo heterocíclico (Figura 1-3). 

 

Figura 1-3: Estructura general de los flavonoides. 

En el epicarpio de cítricos se ha encontrado compuestos tipo flavonoide (Figura 1-3), 

principalmente flavanonas y polimetoxiflavonas. 
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 Flavanonas: Éstas presentan un carbonilo en el carbono 4 (Figura 1-4a) y 

muchas veces se encuentran naturalmente glicosidadas (Figura 1-4b y Figura 1-

4c). Entre las flavanonas, las formas glicosidadas de la naringenina y hesperetina: 

naringina y hesperidina, respectivamente resultan particularmente importantes por 

su abundancia en los frutos cítricos [16]. En general las flavanonas son las 

responsables del sabor amargo de la cáscara y pulpa de los cítricos [65]. 

 

(a) 

(b) (c) 

Figura 1-4: Flavanonas. 

(a) Estructura general de las flavanonas. Estructura química de (b) naringina (c) hesperidina [16]. 

 

 Polimetoxiflavonas: Este tipo de compuestos (Figura 1-5) son exclusivos de los 

cítricos, especialmente en los epicarpios de estas frutas. Las polimetoxiflavonas 

(PMF) es un término general para flavonas que poseen uno o más grupos 

metoxilo en la estructura básica de un flavonoide (C6-C3-C6) (Figura 1-3) con un 

grupo carbonilo en el carbono C4. Las PMF se han utilizado en la medicina 

tradicional para aliviar malestares estomacales, inflamaciones de la piel y para 

disminuir la presión arterial [66].  
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(a)                                               (b)                                            (c) 

Figura 1-5: Algunas polimetoxiflavonas representativas de los cítricos.  

(a) Nobiletina (b) Heptametoxiflavona (c) Tangeretina [67]. 

1.3.1 Extracción de compuestos polifenólicos 

Los componentes polifenólicos pueden ser extraídos mediante técnicas de extracción 

convencionales o emergentes.   

Entre las técnicas convencionales se encuentran la maceración y el Soxhlet con 

solventes de mediana y alta polaridad para extraer polifenoles. El Soxhlet es una de las 

técnicas más utilizadas, debido a que es una metodología que permite agotar en su 

mayor parte la muestra a extraer, dejando la biomasa libre de analitos, debido a que hay 

un reflujo constante de solvente. 

 

Figura 1-6. Montaje de extracción Soxhlet. 
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La extracción Soxhlet es un método semi-continuo de extracción sólido-líquido en el que 

el solvente cae continuamente a gotas sobre un dedal con la muestra sólida de la que se 

necesitan extraer analitos, los cuales se solubilizan lentamente en el solvente (montaje 

en la Figura 1-6). Este tipo de extracción también puede realizarse a presión de vacío, 

disminuyendo el punto de ebullición del solvente y garantizando la conservación de 

posibles analitos termolábiles [68,69]. No obstante, esta técnica utiliza gran cantidad de 

disolvente y tiempos de extracción prolongados, lo que incide sobre los costosos, y no es 

fácilmente automatizable [70].  

Los fluidos supercríticos han sido explorados en las últimas décadas como solventes 

verdes para extracción debido a que poseen características únicas como su alta 

densidad, otorgándoles alto poder de solvatación. Así mismo podrían presentar una alta 

selectividad para los analitos de interés, puesto que, con la variación de la presión, 

temperatura y co-solventes añadidos en pequeñas cantidades es posible modificar en 

cierta medida la naturaleza del disolvente haciéndolo afín con ciertos analitos. 

Adicionalmente, los fluidos supercríticos presentan bajas viscosidades y alta difusividad, 

lo que permite alta velocidad de extracción. El etano, propano, dióxido de carbono, entre 

otros pueden ser utilizados como fluidos supercríticos, sin embargo, este último se 

prefiere ya que a pesar de que todos tienen puntos críticos relativamente bajos, el CO2 

es un gas no inflamable, no tóxico (se puede encontrar en grado alimenticio), tiene un 

bajo costo, puede retirarse del extracto sin dejar residuos y su baja temperatura crítica 

(304 K) permite ser aplicado a extracción de analitos termolábiles [71]. El dióxido de 

carbono es un solvente relativamente apolar. Aumentar la presión de extracción, 

aumenta la polaridad del solvente y la posibilidad de extraer compuestos de mayor peso 

molecular [72]. No obstante, pequeñas cantidades de etanol-EtOH puede mejorar la 

solubilidad de compuestos con mayor polaridad y disminuir la presión de trabajo 

necesaria para obtener la solubilidad deseada, que en ocasiones hace la operación de 

los equipos muy costosa. De esta manera, se hace la tecnología aplicable a la extracción 

de un amplio espectro de compuestos [71]. 

La extracción con fluidos supercríticos se ha estudiado desde la década de los 70s. Los 

ejemplos clásicos de extracción supercrítica son para la descafeinación de café y para 

obtener extracto de lúpulo para saborizar la cerveza. Actualmente toda la extracción de 

lúpulo para industria cervecera es hecha con EFS utilizando CO2 supercrítico, mientras 

que la descafeinación compite con otros procesos de extracción. Es así, que esta 
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extracción se puede utilizar para extraer compuestos deseados como para eliminar 

compuestos indeseados [73]. Actualmente existen varias empresas que utilizan la 

tecnología de extracción a alta presión. Por citar algunos ejemplos, Valensa en Estados 

Unidos, produce actualmente nutraceuticos como espirulina, astaxantina utilizando 

extracción a ultra-alta presión [74]. Natex, es una empresa austriaca que desde 1985 se 

dedica a la EFS de aditivos para la industria de alimentos, farmacéutica y cosmética. Se 

reconoce como la primera planta de descafeinado de té a nivel mundial [75]. 

1.3.2 Métodos espectrofotométricos para cuantificación de 

polifenoles 

El contenido total de compuestos fenólicos (CTF) se mide por espectrofotometría UV-Vis, 

empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu (F-C), un complejo formado a partir de una 

mezcla de tungstato de sodio, molibdato de sodio y sulfato de litio (el cual aporta un color 

amarillo intenso a la solución) (Figura 1-7). Los compuestos polifenólicos reaccionan con 

el reactivo de F-C únicamente bajo condiciones básicas (por lo que la reacción se da en 

presencia de carbonato de sodio) y cuantifica la capacidad de una sustancia o conjunto 

de sustancias para reducir dicho complejo. Esta reducción genera una coloración azul, 

medible a 750 nm, la cual es comparada con la capacidad de reducción del polifenol 

ácido gálico, por lo que los resultados son expresados en equivalentes de ácido gálico 

por cantidad de extracto o de muestra, mediante una curva de calibración [76]. 

 

Figura 1-7: Reacción de polifenoles con el reactivo de Folin-Ciocalteu. 
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Por otra parte, el contenido total de flavanonas (CTFo) es un método que emplea la 2,4-

dinitrofenilhidracina (DNPH, por sus siglas en inglés), la cual reacciona con el grupo 

carbonilo de las flavanonas y dihidroflavonoles, formando dinitrofenilhidrazonas (Figura 1-

8) que presentan un máximo de absorbancia a 495 nm. La reacción se ve favorecida por 

la ausencia del doble enlace en los carbonos 2-3. Por otro lado, las flavonas, flavonoles e 

isoflavonas, al poseer un doble enlace en esta posición, se produce una resonancia 

electrónica que aleja parte de la carga positiva del grupo carbonilo. Esto hace al carbono 

que posee el grupo carbonilo menos electrofílico, así que el ataque nucleofílico de la 

DNPH se ve menos favorecido [77]. 

 

 2,4-dinitrofenilhidracina                   Derivado de DNPH (hidrazona) 

Figura 1-8: Reacción con dinitrofenilhidracina para producir una hidrazona. 

1.3.3 Identificación de polifenoles en cítricos por cromatografía 

líquida  

El uso de cromatografía líquida de ultra-alta eficiencia (UHPLC) ha sido usada 

ampliamente en muestras de alimentos para la identificación rápida y tentativa de 

polifenoles. Esta metodología permite la separación e identificación de compuestos en 

matrices complejas, logrando una buena resolución [78]. 

Específicamente los polifenoles son separados utilizando fase reversa C18. El orden de 

elución en fases estacionarias no polares es consistente con el número de grupos 

hidroxilo de la molécula, el grado de metoxilación y la cantidad de moléculas de azúcares 

en la estructura [78].  
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En los cítricos se han logrado identificar y cuantificar flavanonas como narirutina, 

naringina, hesperidina y neohesperidina; en menor cantidad, polimetoxiflavonas como 

sinensetina, nobiletina, tangeretina, tetrametil-o-scutellareina, heptametoxiflavona, entre 

otros. Adicionalmente se han identificado variedad de derivados de ácido hidroxicinámico 

como ácido cafeico, ferúlico, entre otros [22,79]. 

Generalmente esta cromatografía emplea un detector de arreglo de diodos - DAD. Éste 

requiere un haz de luz continua que atraviesa la celda. La radiación es descompuesta en 

sus longitudes de onda constitutivas que son detectadas individualmente mediante el 

DAD. Estos detectores adquieren los datos de absorbancia sobre el intervalo total UV-Vis 

y proveen la absorbancia en las longitudes de onda seleccionadas y los espectros UV-Vis 

de los componentes eluidos [80]. 

Sin embargo, esta técnica posee sus limitaciones, ya que no brinda información sobre 

estructura química. Los espectros UV, aunque son característicos de cada sustancia, 

pueden resultar muy similares para ciertos compuestos, por lo que es necesario realizar 

una revisión cuidadosa de literatura científica y el uso de sustancias patrón para su 

adecuada identificación y cuantificación. Adicionalmente, hay un alto riesgo de co-elución 

de analitos. Actualmente la espectrometría de masas es una de las técnicas más 

efectivas para el análisis de compuestos polifenólicos puesto que posee bajos límites de 

detección, mejorando su separación de compuestos. Es por esto que esta técnica se 

utilizada acoplada a la cromatografía líquida para lograr una identificación y cuantificación 

más confiable [78]. 

1.4 Carotenoides en cítricos 

Los carotenoides son pigmentos naturales presentes en distintas frutas como los cítricos 

y éstos pueden ser fuentes de colorantes naturales para la industria alimentaria 

reemplazando pigmentos sintéticos. Los carotenoides más abundantes en el epicarpio de 

cítricos son α-caroteno, β-caroteno, luteína, zeaxantina y β-criptoxantina (Figura 1-9)[81]. 

Debido a que los carotenoides son compuestos coloreados su contenido en las frutas 

puede cuantificarse espectrofotométricamente extrayéndolos de la muestra utilizando un 

solvente de baja polaridad como el hexano o acetato de etilo [82]. Los contenidos de 

carotenoides de los epicarpios de frutos cítricos oscilan entre 11-204 mg/100 g cáscara 



Marco Teórico 33 

 

seca utilizando el método anteriormente descrito. Estos valores dependen de la variedad 

frutal, donde la mandarina contiene los mayores valores y el limón los menores [81]. 

 

Figura 1-9: Formula química de los carotenoides más abundantes en cítricos [81]. 

1.5 Determinación in- vitro de la capacidad antioxidante  

Para la determinación de la capacidad antioxidante de un extracto o molécula pura se 

pueden utilizar métodos in-vitro e in-vivo. En muchos casos las metodologías in-vitro se 

prefieren ya que son análisis sencillos, rápidos y económicos de efectuar. Aunque no son 

una reproducción exacta de la realidad sí dan una aproximación a ella y permiten hacer 

“tamizajes” cuando se tienen gran cantidad de muestras por analizar [76]. Los ensayos 

in-vitro podrían clasificarse en medidas directas o indirectas. 
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1.5.1 Medidas indirectas 

Los ensayos indirectos son aquellos que no se realizan directamente sobre la matriz de 

aplicación en la que se quiere probar los extractos o moléculas purificadas y pueden ser 

utilizados como método de tamizaje preliminar. Por lo general, se utilizan metodologías 

basadas en trasferencia de electrones usando como sustrato radicales cromóforos 

sintéticos. El más utilizado de ellos es el ensayo de captación de radicales 2,2 difenil 1-

picrilhidracilo (DPPH). 

 Ensayo de captación de radicales libres DPPH 

El ensayo se basa en la decoloración del radical DPPH de violeta a amarillo a 

causa de su reducción por parte de la sustancia antioxidante a analizar por 

transferencia de electrones (Figura 1-10). Sin embargo, este ensayo no es 

específico para compuestos antioxidantes; el ensayo puede tener interferentes 

como el glutatión (principalmente presente en muestras biológicas), α-tocoferol 

aminas aromáticas, entre otros; no reacciona con fenoles monohidroxilados, 

azúcares simples, purinas, pirimidinas y precipita las proteínas [83]. 

 

 

Figura 1-10: Reducción del radical DPPH en presencia de un antioxidante. 

1.5.2 Medidas directas 

Los ensayos o medidas directas, a diferencia de los anteriores, se realizan directamente 

con la matriz a analizar y el antioxidante adicionado. La importancia de probar 

antioxidantes en matrices lipídicas se debe a que la mayoría de los alimentos o 

formulaciones alimenticias presentan en su contenido grasas y aceites. Esta medida 
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representaría una aproximación más cercana a la realidad puesto que se está 

adicionando sobre el producto final. 

Las emulsiones son productos ampliamente utilizados en mayonesas y salsas. Según la 

paradoja polar [84] los antioxidantes, normalmente de carácter hidrofílico, actúan mejor 

en situaciones de interfase por lo que resulta importante evaluar su comportamiento en 

este tipo de sistemas.  

La oxidación se puede determinar a través de la cuantificación por espectrofotometría de 

los productos secundarios de la oxidación en el tiempo, por medio del ensayo de 

sustancias reactivas al ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS, por sus siglas en inglés). 

 

 Sustancias reactivas al ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS) 

El test del ácido tiobarbitúrico (TBA), actualmente, es uno de los más utilizados 

para detectar el deterioro producto de la oxidación en matrices grasas [84]. 

Durante la oxidación lipídica, el ácido tiobarbitúrico reacciona principalmente con 

malondialdehido (MDA), el cual es un producto de descomposición de 

endoperóxidos formado durante la peroxidación de ácidos grasos poli-insaturados 

que poseen tres o más dobles enlaces, es decir, el ensayo muestra la capacidad 

de una sustancia de inhibir compuestos secundarios de la oxidación lipídica En 

aceites comestibles el MDA se cree ser derivado principalmente de ácido 

linolénico. El TBA es usado como un indicador del proceso de oxidación, ya que 

al reaccionar con el MDA se forma un complejo MDA-TBA (ver Figura 1-11) de 

color rosado que es medido espectrofométricamente entre 530 y 535 nm. 

 

Figura 1-11: Reacción de Ácido 2-tiobarbitúrico (TBA) con malondialdehído (MDA). 

2-TBA

2

MDA Aducto TBA-MDA
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1.6 Modelamiento de la cinética de EFS: Modelo BIC 

El modelo de células rotas e intactas (modelo BIC, por sus siglas en inglés) fue propuesto 

por H. Sovová en 1994. Fue utilizado inicialmente para modelar la extracción de aceite de 

semillas oleaginosas. Éste se basa en la existencia de células rotas y células intactas 

dentro de la matriz debido al proceso de molienda al que normalmente se somete una 

muestra antes de extraer (Figura 1-12). Esto da lugar a que durante la extracción una 

cierta cantidad de soluto esté disponible para ser extraído rápidamente durante una 

primera etapa del proceso, seguido de una velocidad de transferencia de masa más lenta 

proveniente del soluto dentro de las células intactas [85]. La existencia de células rotas 

ha sido identificada por microscopía en la superficie del lecho [86]. 

Derivado de esto se pueden diferenciar tres periodos en la extracción: periodo de 

velocidad de extracción constante (CER, por sus siglas en inglés) gobernado por el 

fenómeno de convección; periodo de velocidad de extracción decayente (FER, por sus 

siglas en inglés), donde interviene el fenómeno de difusión combinado con convección y 

por último, el periodo controlado por difusión, donde el soluto en las células rotas ha 

desaparecido y solamente el soluto en las células intactas se difunde lentamente en el 

lecho hacia el disolvente [26].  

 

Figura 1-12: Diagrama del modelo BIC [26]. 
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En el modelo BIC se asume lo siguiente [26]: 

1. El sistema de extracción es isotérmico e isobárico. 

2. Las propiedades físicas del fluido supercrítico son constantes durante la 

extracción. 

3. La concentración inicial de soluto y la distribución de tamaño de partícula son 

uniformes en el lecho empacado. 

4. La fracción porosa del lecho es constante durante la extracción en el lecho 

empacado. 

5. La acumulación de soluto en el solvente es despreciable. 

6. El fluido supercrítico está libre de soluto a la entrada del lecho. 

7. El fenómeno de transferencia de masa de todos los extractos es similar. 

8. La dispersión axial es despreciable debido a que se asume un flujo pistón. 

1.6.1 Ecuaciones 

La solución analítica de las ecuaciones de transferencia de masa del modelo BIC está 

dado por las siguientes fórmulas [87]: 

𝑦(𝑡) = 𝑄𝐶𝑂2𝑌∗[1 − exp(−𝑍)]𝑡,             𝑠𝑖   0 ≤ 𝑡 ≤ 𝑡𝐶𝐸𝑅                        (1 − 1) 

𝑦(𝑡) = 𝑄𝐶𝑂2𝑌∗[𝑡 − 𝑡𝐶𝐸𝑅 ∗ exp (𝑍𝑤(𝑡) − 𝑍)], 𝑠𝑖   𝑡𝐶𝐸𝑅 ≤ 𝑡 ≤ 𝑡𝐹𝐸𝑅         (1 − 2) 

  

𝑦(𝑡) = 𝑚𝑆𝐼 [𝑋0 −
𝑌∗

𝑊
𝑙𝑛 {1 + [𝑒𝑥𝑝 (

𝑊𝑋0

𝑌∗
) − 1] ∗ 𝑒𝑥𝑝 [

𝑊𝑄𝐶𝑂2

𝑚𝑆𝐼

(𝑡𝐶𝐸𝑅 − 𝑡)] (
𝑋𝑘

𝑋0
)}], 

             𝑠𝑖   𝑡 ≥ 𝑡𝐹𝐸𝑅                        (1 − 3) 

Donde Zw(t) es una función definida por: 

𝑍𝑤(𝑡) =
𝑍𝑌∗

𝑊𝑋0
𝑙𝑛 {

𝑋0𝑒𝑥𝑝 [𝑊𝑄𝐶𝑂2 ∗
𝑡 − 𝑡𝐶𝐸𝑅

𝑚𝑆𝐼
] − 𝑋𝑘

𝑋0 − 𝑋𝑘
}                  (1 − 4) 

Xp representa la fracción de material fácilmente extraíble (presente en las células rotas) y 

se define como: 

𝑋𝑝 =
𝑡𝐶𝐸𝑅𝑌∗𝑍𝑄𝐶𝑂2

𝑚𝑆𝐼
        (1 − 5)    

      𝑋𝑘 = 𝑋0 − 𝑋𝑝                    (1 − 6) 
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tFER se calcula con la ecuación: 

𝑡𝐹𝐸𝑅 = 𝑡𝐶𝐸𝑅 +
𝑚𝑆𝐼

𝑊𝑄𝐶𝑂2
𝑙𝑛 [

𝑋𝑘 + 𝑋𝑝𝑒𝑥𝑝 (
𝑊𝑋0

𝑌∗ )

𝑋0
]                       (1 − 7) 

Convenciones: 

𝑦: 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑛 𝑒𝑙 𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜 (𝑘𝑔)  

𝑄𝐶𝑂2: 𝐹𝑙𝑢𝑗𝑜 𝑚á𝑠𝑖𝑐𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒 (𝑘𝑔/𝑠) 

𝑌∗: 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑏𝑖𝑙𝑖𝑑𝑎𝑑 𝑑𝑒𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑣𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑎 𝑢𝑛𝑎 𝑝𝑟𝑒𝑠𝑖ó𝑛 𝑦 𝑡𝑒𝑚𝑝𝑒𝑟𝑎𝑡𝑢𝑟𝑎 (
𝑘𝑔

𝑘𝑔
). 

𝐶𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑎 𝑐𝑜𝑚𝑜 𝑙𝑎 𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑡𝑎𝑛𝑡𝑒 

𝑍: 𝑃𝑎𝑟á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛 𝑙𝑎 𝑐𝑜𝑛𝑣𝑒𝑐𝑐𝑖ó𝑛 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑓𝑙𝑢𝑖𝑑𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑒𝑐ℎ𝑜 

𝑡𝐶𝐸𝑅: 𝐹𝑖𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟 𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (𝑠) 

𝑡𝐹𝐸𝑅: 𝐹𝑖𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (𝑠) 

𝑡: 𝑡𝑖𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 (𝑠) 

𝑍𝑤: 𝑃𝑎𝑟á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑒𝑔𝑢𝑛𝑑𝑜 𝑝𝑒𝑟𝑖𝑜𝑑𝑜 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑐𝑖ó𝑛 

𝑚𝑆𝐼: 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑏𝑙𝑒 (𝑙𝑖𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜)(𝑘𝑔) 

𝑋0: 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑏𝑙𝑒, 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑎 𝑙𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑏𝑙𝑒 

 (𝑘𝑔/𝑘𝑔) 

𝑋𝑘: 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑏𝑙𝑒 𝑒𝑛 𝑙𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑖𝑛𝑡𝑎𝑐𝑡𝑎𝑠, 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑎 𝑙𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 

 𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑏𝑙𝑒 (𝑘𝑔/𝑘𝑔) 

𝑋𝑝: 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑏𝑙𝑒 𝑒𝑛 𝑙𝑎𝑠 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑟𝑜𝑡𝑎𝑠, 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜 𝑎 𝑙𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙  

𝑛𝑜 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎í𝑏𝑙𝑒 (𝑘𝑔/𝑘𝑔) 

𝑊: 𝑃𝑎𝑟á𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜 𝑑𝑒𝑙 𝑚𝑜𝑑𝑒𝑙𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛 𝑙𝑎 𝑑𝑖𝑓𝑢𝑠𝑖ó𝑛 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑠ó𝑙𝑖𝑑𝑎 𝑑𝑒𝑙 𝑙𝑒𝑐ℎ𝑜 

1.6.2 Curva cinética y ajuste de datos 

La solución de las ecuaciones de Sovová dan como resultado la relación de cantidad de 

extracto obtenido respecto a la cantidad de matriz sólida en el tiempo, así como los 

tiempos tCER y tFER. Esto nos permite identificar los tres momentos de la extracción y saber 
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cuándo detenerla (que se recomienda hacerlo al final del periodo de velocidad de 

extracción constante) [71]. Así mismo, nos permite obtener información por medio de la 

regresión con los datos experimentales los coeficientes de transferencia de masa, los 

cuales se pueden aplicar a la extracción a escala laboratorio y a escala industrial [26]. 

Puesto que cada parte de la curva de extracción depende de un parámetro diferente, los 

parámetros pueden ser ajustados manualmente. Para un mayor refinamiento en los 

parámetros del modelo se puede utilizar un método de optimización numérica [85].  

Debido a la no linealidad que las ecuaciones poseen se puede utilizar la optimización 

global, evitando mínimos locales. El problema normalmente se plantea minimizando el 

error de los datos experimentales respecto a los calculados por el modelo [87]. 

Con el panorama anterior, a continuación, se describe la metodología empleada en el 

presente trabajo. 



 

 
 

2. Metodología 

2.1 Tipo de investigación y recolección de información 

La investigación que se desarrolló fue de tipo aplicada, cuantitativa y exploratoria, 

tomando como fuentes de información principalmente los datos experimentales obtenidos 

de los distintos ensayos realizados y artículos publicados en revistas indexadas en bases 

de datos como Science Direct, Springer, Wiley, entre otras. 

2.2 Preparación de la muestra 

Las muestras de tangelo (C. reticulata x C. paradisi) y de mandarina (C. reticulata) fueron 

obtenidas en la cosecha de marzo-abril, de una Parcela de Investigación Participativa 

Agropecuaria (PIPA) establecida por el proyecto, en Anapoima-Cundinamarca. La 

muestra fue lavada y desinfectada para su posterior uso. 

 Los epicarpios de los frutos fueron separados y secados hasta peso constante (secador 

de flujo de aire constante de 140 cfm-60 °C). Posteriormente fueron molidos y tamizados 

a un tamaño de partícula de 0.3-0.6 mm, según otros autores [75, 76]. Cada biomasa se 

sometió a extracción Soxhlet.  

2.3 Extracción Soxhlet 

La extracción Soxhlet se realizó sobre 5.0 g de cada muestra siguiendo el esquema de la 

Figura 2-1, obteniendo tres extractos por cada biomasa, cada uno por triplicado. La 

extracción se realizó durante 8 h a presión reducida (-575 mbar). En los extractos se 

determinó el rendimiento, contenido total de compuestos fenólicos-CTF, el contenido total 

de flavanonas-CTFo, el contenido total de carotenoides-CTC y la actividad antioxidante 
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por DPPH, con el fin de seleccionar la biomasa más promisoria, la cual se sometió a 

extracción con fluidos supercríticos-EFS.  

 

Figura 2-1: Esquema de la extracción Soxhlet con codificación de los extractos. 

Las letras AE, AEE y E indican el procedimiento realizado en la extracción Soxhlet. AE: Soxhlet con AcOEt. 

AEE: Soxhlet con EtOH sobre la biomasa previamente extraída con AcOEt. E: Soxhlet con EtOH. 

2.4 Extracción con CO2 supercrítico y EtOH 

Se ensambló un equipo para la EFS como se muestra en la Figura 2-2. El equipo consta 

de una celda de extracción de 10 mL aprox. en acero inoxidable 316S, con reservorios 

para CO2 (impulsado por una bomba de diafragma (Nova Swiss, Suiza) conectada a un 

regulador de frecuencia) y para EtOH, impulsado por una bomba de HPLC (Beckman 

modelo 140A). Las dos corrientes se unen en un punto de mezcla que va hacia la celda 

con chaqueta de calentamiento conectada a un controlador de temperatura tipo PID. 

Adicionalmente, el equipo cuenta con una válvula reguladora de caída de presión – BPR 

(Pressuretech, Reino Unido) que puede controlar la presión manteniendo un flujo 

constante y una celda de separación de 50 mL de capacidad con chaqueta de 

calentamiento, en la que se hace una despresurización inicial para que la diferencia de 

presión no congele las tuberías. Finalmente, el extracto se colecta en un recipiente de 

acero inoxidable, acoplado a un medidor de flujo (Dwyer, EUA).  

 

Epicarpios de 
mandarina (M) o 

tangelo (T)

Acetato de etilo 
(M-AE/ T-AE)

Etanol

(M-AEE/ T-AEE)

Etanol

(M-E/ T-E)
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Figura 2-2: Sistema de extracción con fluidos supercríticos.  

1. Depósito de CO2, 2. Depósito de etanol, 3. Compresor de diafragma, 4. Bomba de HPLC, 5. Celda de 

extracción; 6,11. Chaquetas calefactoras eléctricas, 7. Controladores de temperatura, 8. Indicadores de 

presión (manómetros), 9. Regulador de caída de presión (BPR), 10. Celda de despresurización, 12. Válvula 

de flujo, 13. Colector de extracto de acero inoxidable, 14. Flujómetro de CO2. 

2.5 Diseño experimental  

Para probar la eficacia del método de extracción, así como unas condiciones adecuadas 

para la realización de la misma, se desarrolló un diseño experimental central compuesto, 

variando temperatura, presión y porcentaje de co-solvente (etanol) en dos niveles (bajo y 

alto), entre 50-80 °C, 120-220 bar y 5-15% de etanol, respectivamente, junto con 5 

réplicas en el punto central, para un total de 19 experimentos (Tabla 2-1). Las franjas del 

diseño experimental se escogen de acuerdo a recomendaciones de la literatura y 

capacidad de los equipos [24,25]. 
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Tabla 2-1: Diseño experimental.  

Ensayo P [bar] T [°C] % co-solvente 

1 120 (-1) 50 (-1) 5 (-1) 

2 170 (0) 65 (0) 10 (0) 

3 120 (-1) 80 (+1) 15 (+1) 

4 255 (+1.44) 65 (0) 10 (0) 

5 170 (0) 90 (+1.44) 10 (0) 

6 85 (-1.44) 65 (0) 10 (0) 

7 170 (0) 65 (0) 10 (0) 

8 170 (0) 65 (0) 18,4 (+1.44) 

9 220 (+1) 50 (-1) 5 (-1) 

10 220 (+1) 50 (-1) 15 (+1) 

11 220 (+1) 80 (+1) 5 (-1) 

12 170 (0) 40 (-1.44) 10 (0) 

13 120 (-1) 50 (-1) 15 (+1) 

14 170 (0) 65 (0) 10 (0) 

15 220 (+1) 80 (+1) 15 (+1) 

16 170 (0) 65 (0) 1,6 (-1.44) 

17 170 (0) 65 (0) 10 (0) 

18 170 (0) 65 (0) 10 (0) 

19 120 (-1) 80 (+1) 5 (-1) 

En rojo se muestra la codificación de cada variable: -1: nivel bajo, 0: nivel medio, +1: nivel alto, -1.44: punto 

estrella inferior, +1.44: punto estrella superior. 

 

La extracción se llevó a cabo en modo continuo, con un flujo de CO2 de 5 L/min. Se 

cargaron aproximadamente 5 g de muestra en cada punto experimental. Para determinar 

el tiempo de extracción se realizó una curva de extracción para observar el tiempo de 

agotamiento de la matriz.  

 

Para realizar la curva de extracción se tomó 5 g de muestra seca y se sometió a 

extracción a las condiciones más bajas del diseño experimental (120 bar, 50 °C, 5% de 

co-solvente), debido a que en este punto el CO2 posee su menor densidad, por lo que 

toma las propiedades de un gas y por tanto presenta menor poder de solvatación. Así 

mismo, la baja temperatura disminuye la difusividad. Debido a esto se asume que en 

estas condiciones se obtendrá el tiempo más largo de agotamiento de la matriz [23]. Se 

realizó una extracción durante 5 horas, recolectando extracto cada 10 min. Los 

recipientes fueron pesados y se determinó el rendimiento de extracto en cada punto. Se 

realizó una gráfica de rendimiento acumulado vs tiempo de extracción para observar el 
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comportamiento asintótico que indica el agotamiento de los componentes extraíbles de la 

muestra. 

2.6 Variables de respuesta 

Tanto para la extracción Soxhlet con disolventes de diferente polaridad, como para el 

diseño experimental de la EFS se midieron como variables de respuesta el contenido 

total de fenoles, contenido total de flavanonas, actividad antioxidante por DPPH y 

rendimiento. Adicionalmente, se midió el contenido total de carotenoides a los extractos 

Soxhlet, para la caracterización de los residuos. 

2.6.1 Contenido Total de Compuestos Fenólicos 

Se determinó el contenido total de compuestos fenólicos-CTF utilizando el método de 

Folin-Ciocalteu. En breve, se adicionaron 20 µL de extracto reconstituido a 8 mg/mL en 

un recipiente eppendorf. Posteriormente se adicionaron 1580 µL de agua destilada y 100 

µL de reactivo de Folin-Ciocalteu. Se dejó reposar durante ocho minutos y se adicionaron 

300 µL de carbonato sódico al 20%. Se dejó incubar por dos horas y se leyó la 

absorbancia del color azul a 765 nm. Los resultados fueron expresados como mg-

equivalentes de ácido gálico utilizando una curva de calibración (Anexo A) [90]. 

2.6.2 Contenido Total de Flavanonas 

El contenido total de flavanonas-CTFo se determinó utilizando la metodología propuesta 

por Chang et al. [77]. 100 µL de extracto a 8 mg/mL se mezclaron con 200 µL de solución 

de 2,4-dinitrofenilhidracina (DNPH) al 1% en metanol/ácido sulfúrico y 400 µL de 

metanol. La solución de DNPH fue preparada con 1 g de DNPH, 2 mL de ácido sulfúrico 

concentrado y se ajustó a 100 mL con metanol. La mezcla fue incubada a 50 °C por 50 

minutos. Posteriormente se enfrió y se adicionó 500 µL de una solución de hidróxido de 

potasio al 10% en metanol al 70%. Se incubó a temperatura ambiente por dos minutos. 

Se centrifugaron los tubos a 2000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se 

tomaron 80 µL del sobrenadante y se les adicionaron 1920 µL de metanol y se midió la 

absorbancia a 495 nm. El blanco utilizado fue metanol. Los resultados fueron expresados 

como mg-equivalentes de naringina utilizando una curva de calibración (Anexo A). 
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2.6.3 Contenido Total de Carotenoides 

El contenido total de carotenoides–CTC se realizó únicamente en los extractos Soxhlet a 

modo de caracterización de la biomasa. Se siguió el método de Lee y Castle [91] con 

algunas modificaciones. Para esto se tomó 200 µL de los extractos a 8 mg/mL, los cuales 

fueron llevados a un concentrador centrífugo con vacío, SpeedVac, a 25 °C. A los pellets 

obtenidos les fue adicionado 1.5 mL de n-hexano. La extracción se realizó en un agitador 

Eppendorf a 2000 rpm por 10 min, a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla se 

centrifugó a 6500 rpm por 5 min a 5 °C y se recuperó el sobrenadante de color naranja. 

El proceso se repitió varias veces hasta obtener un pellet incoloro. Reunidos los 

sobrenadantes, se llevó a un volumen final de 10 mL con hexano. Finalmente se midió la 

absorbancia (𝐴) a 450 nm, con un paso óptico (𝑙) de 1 cm. Para expresar los resultados 

en términos de concentración (𝑐, 𝑚𝑜𝑙/𝐿), mediante la  ley de Lambert-Beer (Ecuación 2-

1), se utilizó la absortividad molar (𝜀) del β-caroteno en hexano, 139500 M-1cm-1 [92]. 

𝐴 = 𝜀 ∗ 𝑙 ∗ 𝑐          (2 − 1) 

2.6.4 Actividad antioxidante in-vitro de los extractos 

En la determinación de la actividad antioxidante por el método DPPH [83] se preparó 

inicialmente una solución de DPPH 100 µM, a la cual se le midió su absorbancia inicial. 

Se tomaron 950 µl de la solución de DPPH y se le adicionaron 50 µL de los extractos, 

tanto Soxhlet como supercríticos reconstituidos a 8 mg/mL. Se incubaron por 1 hora y se 

midió su absorbancia a 515 nm, expresando los resultados como porcentaje de inhibición 

utilizando la siguiente fórmula: 

𝐼𝑛ℎ𝑖𝑏𝑖𝑐𝑖ó𝑛 [%] =
𝐴𝑏𝑠𝑡=0 − 𝐴𝑏𝑠𝑡=60 𝑚𝑖𝑛

𝐴𝑏𝑠𝑡=0
∗ 100      (2 − 2) 

2.6.5 Rendimiento 

El rendimiento fue calculado como el porcentaje del peso del extracto respecto a la masa 

seca de biomasa sometida a extracción (Ecuación 2-3). 

𝑅𝑒𝑛𝑑𝑖𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 [%] =
𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑐𝑡𝑜

𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑏𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑠𝑒𝑐𝑎
∗ 100         (2 − 3) 
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2.7 Análisis de superficie de respuesta 

El diseño experimental fue sometido a una optimización con el análisis de superficie de 

respuesta utilizando el software Statgraphics Centurion XVI para encontrar los factores 

(presión, temperatura y % de cosolvente) que tenían mayor influencia sobre la actividad 

antioxidante. 

2.8 Adición de extracto promisorio a una mayonesa 

La mayonesa se preparó de acuerdo con una formulación sugerida, que contiene 60% de 

aceite de girasol, 30% de agua, 6% huevo en polvo, 3% vinagre y 1% de sal  [93]. Para 

cada extracto o patrón se preparó 10 g de mayonesa. El extracto con mayor capacidad 

antioxidante (extracto 11: 220 bar, 80 °C, 5% de EtOH) se dosificó en la mayonesa a tres 

concentraciones diferentes (250, 500 y 1000 ppm) con el fin de observar si tenía efecto 

protector sobre la oxidación de la emulsión. Para incorporarlos a la mezcla, el volumen 

de extracto en EtOH equivalente a la concentración requerida fue secado en 

rotaevaporador y solubilizado en el agua a adicionar a la mayonesa. Los controles 

positivos, es decir, los antioxidantes sintéticos BHA y TBHQ, fueron adicionados a 140 y 

200 ppm, respectivamente, de acuerdo a recomendaciones del Codex Alimentarius [94]. 

Éstos fueron solubilizados en el aceite que se adicionó a la mayonesa. El control 

negativo fue una mayonesa preparada sin ningún tipo de antioxidante. 

 

Para monitorear la oxidación de la mayonesa se desarrolló un método de oxidación 

acelerada, conservando los recipientes con la emulsión a 60 °C en un horno, midiendo 

cada dos días, durante seis días la formación de TBARS. 

 

Para la cuantificación de TBARS, se tomó una muestra de 250 mg de mayonesa y se le 

adicionó 1.5 mL de terbutil hidroquinona (TBHQ) para detener el proceso de oxidación y 

1.25 mL de ácido 2-tiobarbitúrico (TBA), que reacciona con los compuestos secundarios 

de oxidación, calentando los tubos a 95 °C en baño termostatado. Luego del 

calentamiento, fueron llevados a enfriamiento rápido utilizando agua fría. Se adicionó 2 

mL de cloroformo, se centrifugó 10 min a 3000 rpm y se midió en la fase acuosa la 

absorbancia del complejo rosado formado a 532 nm [95]. Los resultados fueron 
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expresados en mg MDA/g mayonesa, utilizando la absortividad molar del MDA (154000 

M-1cm-1) [96]. 

2.9 Análisis estadístico 

Los análisis anteriormente descritos se realizaron por triplicado, reportando el promedio 

junto con su desviación estándar. Para determinar diferencias significativas en los 

resultados se realizó un análisis de Tukey y para observar correlaciones entre las 

variables de respuesta estudiadas en EFS se realizó un análisis de correlación por medio 

de un ANOVA simple. 

2.10 Cromatografía líquida 

Los extractos EFS se analizaron por UHPLC/DAD inyectando 5.0 μL de muestra en una 

columna de Hypersil gold RP-C18 (150 mm×2.1 mmx1.9 μm, Thermo Scientific), con 

precolumna (10 mm×2 mm, 3 μm, Thermo Scientific). Se empleó dos mezclas de 

disolventes como fase móvil -disolvente A agua/acetonitrilo/ác. acético (99:1:0.1, v/v/v); 

disolvente B acetonitrilo/ác. acético (100:0.1, v/v). La elución de los analitos se realizó a 

30 °C aplicando el siguiente programa: condiciones isocráticas a 0% de B durante 5 min, 

gradiente lineal de 0 a 60% de B en 18 min y de 60-100% de B en 1 min, condiciones 

isocráticas al 100% de B por 3 min, gradiente lineal de 100-0% de B en 1 minuto, 

acondicionamiento en condiciones de inicio al 0% B por 7 min; caudal de la fase móvil de 

400 µL/min; detección a 280 nm [97]. 

Adicionalmente, el extracto más activo (mayor capacidad antioxidante) se analizó por 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (HPLC/MS) para la 

cuantificación de hesperidina (610.56 g/mol). Para esto se empleó un equipo de 

cromatografía liquida Accela (Thermo Electron Corporation, San José, CA, EEUU) 

acoplado a un espectrómetro de masas triple cuadrupolo TSQ Quantum (Thermo 

Scientific). Se utilizó una columna Phenomenex NX-C18 150 x 2 mm, 3 µm. El equipo 

cromatográfico se encuentra acoplado al detector de masas mediante una interfase de 

ionización por electrospray. Las fases móviles y el gradiente utilizados en la separación 

se describen en la Tabla 2-2. La temperatura de la columna se mantuvo a 30 °C, se 

utilizó un flujo de 0.3 mL/min.  
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Se buscó la señal cromatográfica que tuviera como ión padre en modo positivo [M+H]+ de 

611.2 y transiciones (m/z) de 303.0 (energía de colisión-EC, 31V) y 153.1 (EC, 67V), de 

acuerdo a la literatura [98]. 

 

Tabla 2-2: Método de elución en gradiente HPLC/MS 

 (A) 0.1% ácido fórmico en agua (v/v); (B) 0.1% ácido fórmico en acetonitrilo (v/v). 

 Tiempo (min) 

 0 1 12 15 15.50 17 

%(A) 95 95 100 100 95 95 

2.11 Ajuste de datos de curva cinética a modelo BIC 

Para realizar el ajuste del modelo se realizó una curva de extracción a las condiciones 

del extracto más activo, el extracto 11 (220 bar, 80 °C, 5% de EtOH), por duplicado, 

muestreando los primeros 30 min cada 5 min, los 30 min restantes cada 10 min, la 

segunda hora cada 20 min, y la tercera hasta la quinta hora cada 30 min, obteniendo 18 

puntos experimentales. 

Para plantear el problema de optimización, donde el objetivo era minimizar la función 

error (Ecuación 2-4), se utilizaron como recurso las ecuaciones y metodología propuestas 

por Martínez y Martínez [87], con algunas modificaciones, sin embargo, el modelo fue 

programado y construido en el software Matlab por los autores. 

  

Como datos de entrada para el modelo se necesita: 

 Flujo másico de solvente (𝑄𝐶𝑂2): Fijado en 5 L/min, que posteriormente fue 

convertido a flujo másico y es expresado en kg/s. 

 Solubilidad del extracto en el solvente (𝑌∗): Determinado como la pendiente de 

los primeros 30 minutos de extracción, en kg/kg. 

 La masa de material no extraíble (𝑚𝑆𝐼): Expresado como la resta entre la masa 

de la muestra y la masa de extracto obtenida al final de la extracción, en kg 

 La masa inicial de material extraíble relativa a la masa de material no extraíble 

(𝑋0): Definida como la división entre la masa de extracto total y  𝑚𝑆𝐼, en kg/kg. 

 La curva experimental, de donde se obtiene yobs (cantidad de extracto acumulado, 

en kg) y t (tiempo de extracción, en segundos). 
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Los valores para los datos de entrada del modelo se resumen en la Tabla 2-3. 

Tabla 2-3: Datos de entrada del modelo. 

Variable Valor 

𝑄𝐶𝑂2 1.53x10-4 kg/s 

Masa de la muestra 6.9427 x10-3 kg 

Masa de extracto 2.311 x10-4 kg 

𝑚𝑆𝐼 6.7116 x10-3 kg 

𝑋0 0.034 

𝑌∗ 2.1607 x10-4 kg/kg 

Número de puntos experimentales (n) 18 

2.11.1 Función objetivo y restricciones 

La función objetivo del problema de optimización es la minimización de la sumatoria del 

error relativo, de acuerdo a Martínez et al. [87]: 

𝑀𝑖𝑛𝑖𝑚𝑖𝑧𝑎𝑟: 𝐸𝑟𝑟𝑜𝑟(𝑦(𝑡𝐶𝐸𝑅 , 𝑍, 𝑡𝐹𝐸𝑅), 𝑦𝑜𝑏𝑠)       (2 − 4) 

𝐸𝑟𝑟𝑜𝑟 = ∑
|𝑦(𝑡𝑖) − 𝑦𝑜𝑏𝑠(𝑡𝑖)|

𝑦𝑜𝑏𝑠(𝑡𝑖)

𝑛

𝑖=1

                (2 − 5) 

Las restricciones son funciones definidas para evitar soluciones matemática y/o 

fenomenológicamente improbables. 

Dado que Z es un parámetro asociado al efecto de convección de la primera etapa, el 

caso Z=0 solo debería ser considerado si tCER=0, dado que en este caso la extracción 

únicamente estaría gobernada por la difusión (tercer periodo), es por esto que Z=0 y 

tCER>0 es físicamente imposible. Para evitar que esta combinación suceda se colocan 

límites superiores arbitarios para Z y tCER: Z≥Zmin>0 y tCER≥ tCERmin>0, respectivamente. De 

esta forma, estos números pueden tomar valores muy pequeños, pero no cero. 

En una simulación realista la fracción de material extraíble de las células rotas debe ser 

menor a la fracción total de material extraíble (Xp≤X0), por lo que de acuerdo con la 

ecuación (1-5) y (1-6) se debe cumplir que: 

𝑍 ≤
𝑚𝑆𝐼𝑋0

𝑡𝐶𝐸𝑅𝑌∗𝑄𝐶𝑂2
           (2 − 6) 
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A través de la ecuación (1-7) se puede ver que existe una relación entre W y tFER, es 

decir, al dar una estimación de la una se obtiene la otra; no es necesario estimar ambas. 

Sin embargo, se prefiere estimar tFER puesto que tiene un significado físico. Al realizar los 

límites de tFER cuando tiene a cero y a infinito se obtiene que: 

lim
𝑊→0

𝑡𝐹𝐸𝑅(𝑊) = 𝑡𝐶𝐸𝑅 +
𝑚𝑆𝐼𝑋𝑝

𝑄𝐶𝑂2𝑌∗
= 𝑡𝐶𝐸𝑅(1 + 𝑍)       (2 − 7) 

lim
𝑊→∞

𝑡𝐹𝐸𝑅(𝑊) = 𝑡𝐶𝐸𝑅 +
𝑚𝑆𝐼𝑋0

𝑄𝐶𝑂2𝑌∗
                (2 − 8) 

Teniendo en cuenta todo lo anterior, las restricciones serían las siguientes: 

𝑡𝐶𝐸𝑅
𝑚𝑖𝑛 ≤ 𝑡𝐶𝐸𝑅 ≤ 𝑡𝑛           (2 − 9) 

𝑍𝑚𝑖𝑛 ≤ 𝑍 ≤
𝑚𝑆𝐼𝑋0

𝑡𝐶𝐸𝑅𝑌∗𝑄𝐶𝑂2
          (2 − 10) 

𝑡𝐶𝐸𝑅(1 + 𝑍) ≤ 𝑡𝐹𝐸𝑅 ≤ 𝑡𝐶𝐸𝑅 +
𝑚𝑆𝐼𝑋0

𝑄𝐶𝑂2𝑌∗
       (2 − 11) 

Se asumieron los valores de tFER, tCER y Z, los cuales serían las variables de optimización 

siguiendo el algoritmo de cálculo descrito en la Figura 2-3. 

Para encontrar los valores de las variables asumidas, se optimizó manualmente, 

explorando inicialmente distintas regiones de la función objetivo y contrastando 

visualmente con el ajuste gráfico de la curva. No fue posible realizar una optimización por 

medio del complemento de optimización del software Matlab dado que éste calcula el 

primer valor de la función objetivo sin tener en cuenta las restricciones, y al tomar valores 

inviables la optimización se detiene (para código de Matlab ver Anexo D).



 

 
 

 

Figura 2-3: Algoritmo de cálculo para el modelo cinético de Sovová. 
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3. Análisis y discusión de resultados 

3.1 Extracción Soxhlet 

El contenido de los metabolitos obtenidos por extracción Soxhlet de los epicarpios de 

naranja tangelo y mandarina ‘Arrayana’ se observa en la Figura 3-1 y el rendimiento en la 

Figura 3-2. De forma general, el epicarpio de mandarina presentó más de 800 mg-eq de 

AG/100 g de muestra seca (CTF) y más de 7 mg-eq -caroteno/100 g de muestra seca 

(CTC); por su parte el CTFo fue superior en el epicarpio de tangelo (superó los 10 mg-eq 

de naringina/100 g de muestra seca). 

Los CTF reportados en epicarpio de mandarina son muy variados: Se encuentra en la 

variedad ‘Ponkan’ valores de 2800-3100 mg-eq AG/100 g de muestra seca (ms), 

extractos con agua caliente [37] y 1956 mg-eq AG/100 g ms, extrayendo con metanol al 

70% [38]; para variedad ‘Ellendale’ extraída con etanol al 70% se encontró 605.7 mg-eq 

AG/100 g ms [99], siendo este valor cercano a los obtenidos en el presente estudio 

(Tabla 3-1). Para tangelo se reporta 2.29 mg-eq AG/ 100 g ms [100], y 633 y 720 mg-eq 

AG/100 g de epicarpio fresco para flavedo y albedo, respectivamente [101], lo cual difiere 

de los resultados obtenidos (875 mg AG/100 g ms para Soxhlet de etanol). Las 

variaciones en estos datos normalmente están asociadas con el tipo de disolvente, la 

metodología de extracción empleados, así como por la variedad del fruto. Se resalta que 

para la mandarina ‘Arrayana’ no se han encontrado reportes. 

 

El CTFo fue ligeramente superior en tangelo, probablemente por la mayor cantidad de 

albedo que contiene esta fruta, donde se concentran dichos metabolitos [57]. Estos 

resultados concuerdan con lo encontrado por Peterson et al. [55], donde la mandarina se 

clasifica con bajo contenido de flavanonas, mientras que el tangelo se clasifica con 
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contenido moderado de las mismas. El contenido de estos metabolitos determinados por 

cromatografía para las biomasas de estudio se encuentran entre 8-100 mg flavanonas/g 

ms, dependiendo del solvente con el cual fueron extraídas [37,40,100,102,103]. Los 

datos obtenidos se encuentran muy por debajo de estos valores (1-12 mg-eq naringina 

(N)/100 g ms), por lo que se puede afirmar que la concentración de flavanonas en las 

biomasas de estudio es baja, respecto a la información encontrada en literatura para 

otros cultivares.  

 

Sin embargo, los resultados observados para otras biomasas que utilizan la 

determinación espectrofotométrica con DNPH indican una relación de proporción entre 

contenido total de fenoles y flavanonas similar a las obtenidas (aproximadamente 2% en 

peso de flavanonas respecto a fenoles totales, ver Tabla 3-1) [93-96]. Por ejemplo, para 

extracto metanólico de la fruta Carissa carandas, se obtuvo una concentración de 

polifenoles de 1580 mg-eq AG/100 g ms y una de flavanonas de 34.6 mg-eq N/100 g ms 

[106]; para extracto hidro-alcohólico de Opuntia elatior se obtuvo una concentración de 

fenoles de 44.0 mg-eq AG/ g extracto y de flavanonas de 1.05 mq-eq N/g extracto [105]. 

 

Respecto al contenido total de carotenoides, éstos resultaron mayores en mandarina que 

en tangelo (7.6 vs 2.1 mg de beta-caroteno/100 g ms); resultado esperado debido al color 

naranja del epicarpio de la mandarina. En la literatura se reporta el CTC para mandarina 

‘Ponkan’ de 2.04 mg de beta-caroteno/100 g ms [39], lo cual se encuentra en el mismo 

orden de magnitud que los resultados obtenidos. 

Los resultados obtenidos en literatura para rendimiento son diversos; los rendimientos 

obtenidos con etanol por maceración de compuestos fenólicos van del 11 al 46% en base 

seca [22], lo cual depende del tiempo de extracción, la cantidad de solvente, la 

temperatura, entre otras variables. Distintos autores afirman que los mejores 

rendimientos se obtienen con metanol, seguido de etanol y acetato de etilo, lo que 

concuerda con el presente trabajo, sin embargo, no se recomienda el uso del metanol 

debido a su toxicidad [22]. Por su parte, el alto rendimiento de los extractos etanólicos no 

podría ser atribuido con certeza a una mayor extracción de polifenoles. Los mayores 

rendimientos son obtenidos con etanol (Figura 3-2, Tabla 3-1), sin embargo, esto no 

posee una relación directa con el contenido de compuestos fenólicos en el extracto 

(Tabla 3-1), puesto que éste no sigue la misma tendencia que el rendimiento. 
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Probablemente, el aumento se debe a que los azúcares presentes en la muestra son 

afines con el etanol por la presencia de múltiples grupos OH. 

 

 

 

Figura 3-1: Contenido de metabolitos en las biomasas de estudio. 

(A) CTF.  (B) CTFo. (C) CTC. Las letras “M” y “T” corresponden al tipo de biomasa. Las letras AE, 

EE y E indican el tipo de extracto Soxhlet. Las letras sobre las barras corresponden al análisis de 

Tukey con resultados significativamente diferentes para p<0.05, barras de error con n=3. 
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Figura 3-2: Rendimiento de los extractos Soxhlet. 

Las letras sobre las barras corresponden al análisis de Tukey con resultados significativamente 

diferentes para p<0.05, barras de error con n=3. 

 

Tabla 3-1: Resultados de la extracción Soxhlet: Rendimiento, contenido de compuestos 

fenólicos, flavanonas, carotenoides y porcentaje de inhibición de radical DPPH.  

Las letras sobre las barras corresponden al análisis de Tukey con resultados significativamente diferentes 

para p<0.05, desviación estándar con n=3. N.D: No detectado. ms: muestra seca 

 

Considerando los resultados obtenidos por extracción Soxhlet, la caracterización de 

estos residuos permite direccionar el potencial que tienen para generar productos con 

valor agregado. Por otra parte, se observó que la mandarina Arrayana posee contenidos 

de metabolitos ligeramente mayores a la naranja tangelo. Por tanto, el epicarpio de este 

fruto se escogió para continuar con el presente estudio. 

Extracto Rendimiento 
 

CTF  
(mg-eq AG) 

CTFo  
(mg-eq N) 

CTC  
(mg-eq B-caroteno) 

Inhibición  

 % Por g de 
 extracto 

Por 100 g ms Por g de 
 extracto 

Por 100 g ms Por g de 
 extracto 

Por 100 g ms % 

T-AE 5.61±0.90a 20.70±1.78a 115.10±8.33a 0.20±0.04a 1.13±0.14a 0.34±0.08b 1.86±0.31a 18.75±2.68a 

T-EE 33.33±1.52c 20.04±3.15a 671.03+137.51b 0.37±0.01d 12.26±1.13d N.D. N.D. 24.84±2.29ab 

T-E 37.24±4.81c 23.68±3.15a 874.92±96.24bc 0.30±0.03c 11.24±0.33cd 0.06±0.01a 2.13±0.78a 27.77±0.75b 

M-AE 4.49±0.08a 35.71±1.54c 160.23±8.20a 0.76±0.06e 3.41±0.23a 1.86±0.25c 8.34±1.07b 25.52±2.80ab 

M-AEE 28.43±1.87b 31.89±1.83b 904.87±43.39bc 0.25±0.01ab 7.26±1.01b 0.08±0.00a 2.39±0.15a 27.21±4.19b 

M-E 34.85±1.97bc 30.38±1.43 b 1057.50±51. 
11c 

0.27±0.02bc 

 

9.51±0.44bc 0.22±0.02b 7.56±0.98b 24.02±1.09ab 
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3.2 Curva de extracción 

Al realizar la curva de extracción sobre la biomasa escogida, se observó que en 5 h se 

agotó la torta de extracción, presentándose el comportamiento asintótico característico 

de una curva de extracción (Figura 3-3). Sin embargo, se tomó el tiempo en el que se 

logró el 70% del rendimiento. Esto debido a que, en términos económicos la experiencia 

indica que en muchas ocasiones no resulta práctico extender el tiempo de operación 

hasta agotar 100% la torta. Además, es más conveniente detener la extracción cerca al 

fin del periodo de velocidad de extracción constante para obtener los mejores costos de 

manufactura [71].  

Por otra parte, al disminuir la presión y el porcentaje de co-solvente la densidad del CO2 

baja, lo que a su vez, disminuye el poder de solvatación. Adicionalmente, la difusividad 

de CO2 disminuye al bajar la temperatura [23,108]. Por ende, escoger el tiempo de 

extracción a estas condiciones, con poco poder de solvatación y baja velocidad de 

transferencia de masa, asegura que para las condiciones más favorables (con mayor 

densidad de solvente y mayor temperatura) se logre un mayor agotamiento de la 

muestra. 

Teniendo en cuenta lo anterior, el tiempo escogido fue de 210 min, el cual se aplicó a 

todos los puntos del diseño experimental para hacer comparables las respuestas entre sí. 

 

Figura 3-3: Curva de extracción de epicarpio de mandarina con CO2 supercrítico y EtOH 

como co-solvente (120 bar, 50 °C, 5% de EtOH). 
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3.3 Extracción con fluidos supercríticos 

En la Figura 3-4 se observa que, con la EFS a partir de epicarpio de mandarina, se 

obtiene, en general, mayores contenidos de metabolitos y actividad antioxidante-AA que 

con la extracción Soxhlet a pesar de que esta última presenta mayores rendimientos. 

Una posible explicación para la mayor actividad biológica de los extractos EFS es que 

dicha técnica presenta mayor selectividad para la extracción de compuestos con AA, la 

cual puede atribuirse a los polifenoles [63]. Esto último se confirma al observar que el 

CTF, el CTFo y la AA se encuentran relacionados entre sí de forma lineal (coeficiente de 

correlación superior al 85%) según el análisis de correlación de Pearson (ver Anexo B), 

siendo probablemente estas moléculas las responsables de la AA in vitro. 

 

Se observa que los extractos 5 y 11 son los que tienen mayor AA, reduciendo casi en su 

totalidad el radical DPPH. Estos extractos fueron extraídos en condiciones de alta presión 

y temperatura, encontrándose preliminarmente un efecto positivo de estas variables 

sobre la actividad, probablemente debido al mejoramiento de la difusividad del solvente 

en la matriz, tal como se reporta para cáscaras de Citrus junos  [24]. Esto es confirmado 

por el análisis del diagrama de Pareto (Figura 3-5), el cual evalúa el efecto de las 

variables sobre la AA. Adicionalmente, se observa un efecto negativo del aumento del 

porcentaje de EtOH sobre la actividad antioxidante, probablemente por la pérdida de 

selectividad al perder el estado supercrítico, ya que se cree que el punto crítico cambia al 

modificar el co-solvente [109] y al aumentarlo considerablemente, es probable que se 

esté extrayendo a condiciones sub-críticas [110]. En la Tabla 3-2 se muestra el estado en 

el cual se cree se encuentra la mezcla de solventes para cada combinación de P, T y % 

EtOH, de acuerdo a los puntos críticos calculados a través del método de Heidemann-

Khalil, el cual calcula los puntos críticos de una mezcla a partir de los puntos críticos de 

las sustancias puras [111]. 
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Figura 3-4: Variables de respuesta de los extractos obtenidos por EFS: A. CTF, B. 

CTFo, C. Actividad captadora de radicales DPPH, D. Rendimiento de extracción. 

CTF: expresado en mg-eq de ácido gálico (AG) por gramo de extracto. CTFo: en mg-eq naringina/g de 

extracto. Actividad captadora de radicales DPPH expresada como porcentaje de inhibición de oxidación. 

Rendimiento expresado en porcentaje (g de extracto/100 g de muestra seca). Las barras naranjas 

corresponden a los extractos Soxhlet. Las barras de error indican la desviación estándar para n=3. 

Al comparar contra literatura, se observa una tendencia similar: al aumentar presión y 

temperatura se aumenta la cantidad de flavanonas extraídas, hasta cierto punto. Por 

ejemplo, en el estudio realizado en C. depressa, se observó un aumento en la extracción 

de nobiletina y tangeretina al pasar de 20 a 30 MPa debido al aumento de densidad del 

solvente, pero una disminución en el intervalo de 30 a 40 MPa [112], explicado tal vez por 
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un cambio de polaridad del solvente, lo cual afecta la solubilidad del soluto [108] 

Adicionalmente, según Díaz-Reinoso et al., mayores incrementos de presión pueden 

representar un aumento en la viscosidad, lo cual reduce los coeficientes de difusión [72]. 

En el estudio en C. depressa, se observó un incremento en el contenido de metabolitos al 

aumentar la temperatura [112], tal como se observó en el presente estudio. Dicho 

comportamiento puede deberse al aumento de la presión de vapor de los solutos (lo cual 

le permite vaporizarse hacia el disolvente) y al aumento en la difusividad. Esto 

contrarresta el efecto de disminución de la densidad asociado al aumento de 

temperatura.  
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Tabla 3-2: Contenido de metabolitos y actividad antioxidante para extractos EFS. 

 

N° Presión 

[bar] 

Temp 

[°C] 

% co 

solvente 

Estado 

[P/SC] 

Rend 

[%] 

CTF [mg-eq 

AG/g 

extracto] 

CTFo 

[mg-eq N/g 

extracto] 

% 

inhibición 

1 120 50 5 P 5.01 26.88±0.16bc 0.87±0.02bc 31.92±1.04c 

2 170 65 10 SC 6.79  37.70±0.06d 1.14±0.02cd 61.17±1.48j 

3 120 80 15 P 28.47 60.74±1.22i 1.32±0.06de 55.31±0.70hi 

4 254 65 10 SC 5.38 50.54±1.61h 1.55±0.06ef 57.35±0.87hij 

5 170 90 10 SC 5.88 89.33±0.98k 2.75±0.10j 88.58±0.14m 

6 86 65 10 P 34.76 43.92±0.98ef 1.65±0.15bc 41.43±0.74d 

7 170 65 10 SC 3.67 44.51±0.63efg 2.47±0.14efg 53.36±1.60gh 

8 170 65 18.4 P 16.60 48.37±0.38fgh 1.58±0.06efg 58.45±0.60ij 

9 220 50 5 P 3.04 32.07±0.50c 1.02±0.08bcd 44.92±1.17de 

10 220 50 15 P 9.74 29.68±0.54bc 0.81±0.03abc 32.49±1.57c 

11 220 80 5 SC 3.90 112.42±0.79l 3.57±0.13k 89.22±0.88m 

12 170 40 10 P 5.00 27.29±0.39abc 0.72±0.05ab 21.85±1.08b 

13 120 50 15 P 18.12 23.53±1.72a 0.46±0.03a 16.81±1.47a 

14 170 65 10 SC 6.31 39.72±1.21de 1.61±0.02efg 50.92±2.41fg 

15 220 80 15 P 15.78 82.56±1.67j 2.40±0.15ij 83.83±1.96l 

16 170 65 1.6 SC 1.42 57.65±0.68i 1.73±0.10fg 75.80±1.82k 

17 170 65 10 SC 5.97 51.35±0.58h 1.97±0.10gh 53.60±2.82gh 

18 170 65 10 SC 7.73 49.25±0.67gh 1.89±0.31fg 47.76±0.63ef 

19 120 80 5 SC 3.71 111.92±5.99l 2.31±0.34hi 86.16±1.34lm 

 

La columna ‘Estado’ indica la fase en que se encuentra la mezcla de disolvente (Presurizado-P, supercrítico-

SC), calculado por el método Heidemann y Khalil [113]. Los datos se presentan con promedios y desviación 

estándar (n=3). Los superíndices indican resultados significativamente diferentes (p<0.05), análisis de Tukey. 

 

En resumen, la EFS resultó ser más efectiva que la extracción Soxhlet, aumentando 

considerablemente el contenido de metabolitos y la AA, a pesar del menor rendimiento. 

Al obtener extractos con alta concentración de polifenoles, en comparación con los 

extractos Soxhlet, se puede afirmar que existe un cierto grado de selectividad de la EFS 

hacia los compuestos de interés. El mejor extracto en términos de CTF y CTFo fue el 

extracto 11 (220 bar, 80°C y 5% de EtOH), 112.42 mg-eq AG/g extracto y 3.57 mg-eq N/g 

extracto, respectivamente, el cual redujo en mayor medida el radical DPPH (89%). 
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3.3.1 Metodología de superficie de respuesta 

El modelo matemático que representa la actividad antioxidante (AA) de los extractos de 

epicarpio de mandarina como una función de la presión (P), temperatura (T) y porcentaje 

de co-solvente (%EtOH) en de la región ensayada corresponde a la Ecuación 3-1. 

AA = -0,4394 + 0,00266478*P + 0,0166439*T - 0,0599443*(% EtOH) - 0,00000916038*P2 + 

0,00000486667*P*T + 0,0001408*P*(% EtOH) - 0,0000103294*T2 - 0,000145333*T*(% 

EtOH) + 0,00159207*(% EtOH)2                              (3-1) 

Generalmente la optimización de una superficie de respuesta puede arrojar resultados 

engañosos a menos que el modelo posea un buen ajuste. El coeficiente R2 es una 

medida del grado de ajuste, indicando un mejor ajuste cuando se aproxima a la unidad 

[108]. Por el análisis de varianza este valor fue determinado como 0.964324 (ver Anexo 

B), por lo que se puede decir que el modelo de regresión representó bien el 

comportamiento real del sistema. 

El sólido de respuesta obtenido muestra una correlación directa entre la presión y la 

temperatura con la AA (Figura 3-6). Esto se aprecia en el diagrama de Pareto (Figura 3-

5), donde el efecto principal sobre la actividad antioxidante es ejercido por la 

temperatura, seguido por el porcentaje de etanol, que ejerce un efecto negativo sobre la 

AA. Al respecto, al aumentar el porcentaje de etanol se requiere mayor temperatura y 

presión para alcanzar el punto crítico de la mezcla [71]. Se pudo verificar que para el 

nivel alto de co-solvente (15%), la mezcla se podría encontrar en estado subcrítico, al 

calcular el punto crítico de la mezcla utilizando el método de Heidemann y Khalil [111] 

(código de Matlab en Anexo D), teniendo en cuenta que el uso de este modelo es una 

aproximación a la realidad. Este cambio de estado pudo afectar el poder de solvatación 

del solvente o su afinidad por los analitos de interés. 

Las condiciones óptimas para este diseño experimental se encuentran en 192 bar, 90 °C 

y 1.6% de EtOH. Dos de los valores óptimos de las variables se encuentran en los puntos 

estrellas, por lo que esta optimización, seguramente, representa un mínimo local. Si se 

desea encontrar el óptimo global, se deben expandir los límites de la temperatura y el 

porcentaje de cosolvente del diseño experimental original. 
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Figura 3-5: Diagrama de Pareto de efecto estandarizado para la AA. 

 Las barras grises indican que la variable tiene un efecto positivo sobre la respuesta y las azules un efecto 

negativo. 

 

Figura 3-6: Sólido de respuesta para el diseño experimental factorial compuesto que 

optimiza la respuesta para la actividad antioxidante. 

La metodología de superficie de respuesta es una herramienta que permite analizar 

estadísticamente el efecto de las variables sobre respuesta de un diseño experimental. 

En este caso se pudo establecer que la temperatura poseía el efecto más significativo 

sobre la actividad antioxidante, lo cual es útil para encontrar condiciones óptimas de 

operación y permitir el escalamiento de este tipo de procesos de extracción que han 

demostrado ser eficaces para la extracción de analitos de alto valor agregado. 
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3.4 Adición del mejor extracto a una mayonesa 

De acuerdo con los resultados obtenidos en la sección anterior, el extracto 11 se probó 

como antioxidante en una mayonesa, para observar si en la interfase agua/aceite el 

antioxidante podría actuar y proteger al aceite de la oxidación. 

3.4.1 Cuantificación de TBARS 

Es evidente que el extracto protege de la oxidación a la mayonesa según el ensayo 

acelerado de oxidación (Tabla 3-3), siendo estadísticamente diferentes del control 

negativo (mayonesa sin antioxidantes). Con respecto a la concentración, se observa una 

diferencia significativa en el día 4 del extracto a 1000 ppm con respecto a los extractos a 

concentración menor. Al final del se observa que el extracto adicionado en menor 

concentración tiene una mayor protección contra la oxidación de la emulsión, con una 

concentración de TBARS similar al BHA (Figura 3-7), demostrando la eficacia de dicho 

extracto contra la oxidación de la mayonesa. 

 

Tabla 3-3: Resultados de TBARS para el extracto obtenido por EFS.  

Las letras corresponden al análisis de Tukey con resultados significativamente diferentes para p<0.05, 

desviación estándar con n=3. 

Extractos 
Concentración de TBARS por día [µg MDA/g mayonesa] 

Día 0 Día 2 Día 4 Día 6 

250 ppm 0.277±0.009ª 0.345±0.036b 0.528±0.031c 0.789±0.031b 

500 ppm 0.277±0.009ª 0.311±0.026b 0.537±0.027c 0.851±0.021b 

1000 ppm 0.277±0.009ª 0.342±0.006b 0.623±0.044b 0.828±0.007b 

TBHQ 200ppm 0.178±0.037b 0.169±0.000c 0.249±0.006d 0.279±0.020c 

BHA 140ppm 0.176±0.008b 0.321±0.012b 0.621±0.030b 0.798±0.068b 

Control 0.277±0.009ª 0.437±0.042ª 0.765±0.030ª 1.077±0.039ª 

 

La concentración de TBARS al final del ensayo es aproximadamente 4 veces mayor para 

la muestra control. Esto es similar con lo reportado por Raikos et al. [93], donde el valor 

es 3.5 veces mayor para la mayonesa elaborada con aceite de canola después de 4 

semanas de almacenamiento a 4°C. En estas condiciones, el ensayo de TBARS para 

una mayonesa adicionada con remolacha reportó valores que se encuentran 50% por 

debajo del control sin antioxidantes. 
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Aunque el TBHQ presenta un mejor desempeño que el BHA, se observó que a partir del 

cuarto día la mayonesa con TBHQ tomaba un color rojizo, probablemente debido a una 

reacción adversa con éste. El Codex Alimentarius no reporta el TBHQ como un 

antioxidante utilizado en mayonesa, probablemente debido a este comportamiento. 

 

 

 

Figura 3-7: Cuantificación de TBARS para el extracto obtenido por EFS. 

Control negativo: mayonesa sin antioxidantes. Controles positivos: BHA y TBHQ. 

 

En la presente investigación el extracto 11, adicionado a 250 ppm-almacenado por 6 días 

a 60ºC, disminuyó en un 30% los TBARS generados, comportamiento similar al BHA, 

antioxidante empleado en la industria alimentaria. Cabe señalar que un extracto obtenido 

de hojas de marañón por ultrasonido con EtOH, adicionado a 200 ppm, logró un 35% de 

protección respecto a la mayonesa control, dicho valor resultó similar al del antioxidante 

sintético BHT adicionado a 200 ppm al día 30 de almacenamiento a 30°C [114]. 

Previamente ha sido reportado el uso de extractos metanólicos de cáscara de cítricos 

para la conservación en aceite de maíz, con comportamientos parecidos a los 
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antioxidantes BHA y BHT [115], e incluso se ha estudiado el epicarpio de tangelo para la 

conservación de aceite de sacha inchi [100], logrando mejorar el tiempo de vida útil del 

aceite sin adición de antioxidantes. Aunque el uso de extractos cítricos para la 

conservación de mayonesa no ha sido ampliamente reportado, el haber empleado el 

antioxidante sintético como control positivo permitió establecer un mejor punto de 

referencia para determinar la efectividad de los extractos empleados. 

 

El empleo de este tipo de ensayos para la determinación de la actividad antioxidante de 

un extracto representa una aproximación más cercana a la realidad, ya que se realiza 

directamente sobre la matriz que se quiere proteger, a diferencia de los métodos 

espectrofotométricos que utilizan sustratos sintéticos o que pueden tener falsos positivos 

al determinar los contenidos de compuestos antioxidantes pero que bien se pueden 

utilizar a modo de screening fitoquímico cuando se tienen gran cantidad de muestras.  

 

A partir de los resultados obtenidos se puede afirmar que el extracto de cáscara de 

mandarina obtenido con EFS inhibe la oxidación de un alimento emulsionado como la 

mayonesa al adicionarlo a 250 ppm, logrando con esto un efecto similar al del 

antioxidante sintético BHA. 

3.5 Análisis por LC de los extractos obtenidos por EFS 

Con el fin de identificar polifenoles de tipo flavonoide normalmente encontrados en 

cítricos, a los cuales pudiera atribuírsele la AA, los extractos obtenidos por EFS se 

sometieron a análisis por cromatografía líquida de ultra alta eficiencia (Figura 3-8). Para 

ver los cromatogramas de todos los extractos ver Anexo C.  

Como muestra de lo importante de determinar la identidad de los componentes de los 

extractos; en la prevención de la lipoperoxidación en microsomas de hígado se afirma 

que la hesperetina, nobiletina y tangeretina son más activas que la diosmina, hesperidina 

y neohesperidina. Es probable que alguno(s) de estos compuestos sean los 

responsables de la protección de la emulsión. Los autores explican que la actividad 

antioxidante en matrices lipídicas disminuye con las glicosilaciones y se mejora con la 

presencia de grupos hidroxilo en el anillo, con doble enlace en C2-C3 [58]. 
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Figura 3-8: Cromatograma del extracto más activo (extracto EFS 11).  

Se muestran los picos de los ocho compuestos identificados a 280 nm. 

 

En todos los extractos fue posible identificar ocho señales correspondientes a flavonoides 

(Tabla 3-4) a través de la comparación de los espectros UV obtenidos (Figura 3-9) y el 

orden de elución, con aquellos encontrados en la literatura para las flavanonas y flavonas 

que son normalmente encontradas en cítricos [116]. Las áreas de dichas señales se 

registran en la Tabla 3-5. 

Las flavanonas poseen un espectro UV característico, que consta de una Banda II con un 

máximo de absorción fuerte entre 270 y 295 nm y un hombro para la Banda I entre 326-

327 nm [117]. El compuesto 1 fue identificado como naringina, contra estándar (ver 

Anexo C). El compuesto 2 tuvo mucha similitud al espectro UV reportado en trabajos 

previos [118,119], por lo que se identificó como hesperidina, y se considera el polifenol 

mayoritario en mandarina [58]. En el caso de la identificación de la naringina (compuesto 

1) y naringenina (compuesto 3), éstos poseen un espectro UV muy parecido [118], pero 

se diferencian por el tiempo de retención, puesto que la naringina, al ser glicosidada tiene 

mayor polaridad y eluye primero que la naringenina. En general las flavanonas se 

encuentran principalmente en los frutos cítricos y están asociadas a múltiples beneficios 

en la salud debido a su capacidad de atrapar radicales libres [65]. 

Comparando los espectros UV con los encontrados en la literatura, así como compuestos 

reportados para mandarina, se clasificaron tentativamente los compuestos 4-8 como de 

la familia de las flavonas, por su parecido con el espectro UV típico [120]. La Banda I 



Conclusiones y Recomendaciones 67 

 

presenta máximos entre 320–385 nm, que representa la absorción del anillo B mientras 

que la Banda II (250–285 nm) corresponde a la absorción del anillo A [117]. 

El compuesto 4 se identificó como sinensetina debido al espectro reportado por Wang, 

2007 [121]. Se identificaron tentativamente los compuestos 5 y 8 como nobiletina y 

tangeretina, respectivamente. Éstas son flavonas polimetoxiladas, de acuerdo a los 

espectros UV reportados por Sun, 2010  [122].  

El compuesto 6 se identificó tentativamente como tetrametil-o-scullareteina, debido a su 

similaridad con el espectro reportado por Wang, 2007[121]. En el mismo tiempo de 

retención se ubicó el compuesto 7, el cual ha sido tentativamente identificado como 

heptametoxiflavona (HMF) [121]. Es de aclarar que se presentó una co-elución de los 

compuestos 6 y 7, debido que en algunos extractos se presentaba el mismo tiempo de 

retención para dos espectros diferentes. En el caso que se observó la elución del 

compuesto 6 (en la mayoría de los extractos) es muy probable que esté co-eluyendo el 

compuesto 7, debido a que la intensidad de las bandas es mayor en éste. La HMF ha 

sido reportada en cáscaras de mandarina verde [121] y se ha estudiado como sustancia 

retardante de envejecimiento inducido por rayos UV  [123]. Por su parte la tetrametil-o-

scullareteina ha sido estudiada por sus propiedades anti-inflamatorias [124]. En general, 

la cáscara de los cítricos es conocida por ser rica en flavanonas polimetoxiladas como 

tangeretina, nobiletina y sinensetina [65]. Las fórmulas químicas de los compuestos 

anteriormente mencionados se muestran en la Figura 3-10. 

Tabla 3-4: Información de los picos cromatográficos tentativamente identificados. 

Pico Tiempo 
de 

retención 
[min] 

λmax 
(nm) 

Identidad tentativa Referencias 

1 14.81 214, 284, 
328 

Naringina - 

2 15.27 285, 326 Hesperidina [118,119,122] 

3 17.16 224, 285, 
324 

Naringenina [118] 

4 20.2 241, 329 Sinensetina [121] 

5 21.19 250, 333 Nobiletina [122,125,126] 

6 21.47 268, 321 Tetrametil-o-scullareteina [121,125,126] 

7 21.47 276, 320 Heptametoxiflavona (HMF) [121,125,126] 

8 22.42 273, 323 Tangeretina [122,125,126] 

Las referencias indican la fuente de donde se compararon los datos obtenidos para realizar la identificación. 
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Tabla 3-5: Áreas de los picos de interés para los extractos de EFS. 

 

Los resultados anteriores permitieron identificar tentativamente flavonoides de dos tipos: 

cuatro flavanonas y cuatro polimetoxiflavonas, sin embargo, el método cromatográfico 

podría ser mejorado para elucidar compuestos como las polimetoxiflavonas que 

probablemente estén co-eluyendo y proponer a alguno de estos compuestos u otros 

diferentes como responsables de la actividad antioxidante de los extractos estudiados. 

  

Extracto 

Área [mUA*min] 

Naringina Hesperidina Naringenina Sinensetina Nobiletina 
Tetrametil-o-
scullareteina 

+ HMF 
Tangeretina 

1 0.0520 0.1850 0.0340 3.6900 15.5090 7.5730 9.7400 

2 0.0710 0.4570 0.0440 2.051 7.3880 21.6970 4.3140 

3 0.4031 4.5628 0.3285 0.7100 2.3705 19.4046 1.3953 

4 0.1164 0.9737 0.0751 2.8202 10.6129 22.8923 6.3884 

5 0.2228 0.3475 0.0386 1.8803 7.6719 21.3236 4.6231 

6 0.3660 3.9779 0.1676 0.5717 1.8423 0.9778 1.0785 

7 0.1610 0.6244 0.0387 3.3820 15.0603 7.1024 9.6477 

8 0.1424 1.0044 0.0980 1.1529 4.0657 2.1033 2.3646 

9 0.0410 0.3883 0.0233 4.6278 18.109 9.1468 11.2373 

10 0.1217 0.8774 0.0746 1.8577 6.4389 3.3531 3.8297 

11 0.2736 0.1598 0.0296 2.9916 13.9093 6.5330 8.7762 

12 0.0614 0.2819 0.0364 2.9051 10.9596 5.7327 6.6681 

13 0.1243 0.8781 0.0568 0.9580 3.2281 1.7034 1.8950 

14 0.0598 0.1792 0.0274 2.576 9.4138 4.8211 5.4727 

15 0.2097 0.8690 0.0977 1.1555 4.1253 2.1430 2.3928 

16 0.1216 1.2967 0.0465 3.3244 21.3128 8.4761 15.9984 

17 0.1035 0.5117 0.0358 2.7506 10.8087 5.3493 6.4764 

18 0.0997 0.2271 0.0356 2.2875 8.5034 4.3127 4.9820 

19 0.4032 0.1697 0.0467 1.8475 10.0268 4.1494 6.7371 
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Figura 3-9: Espectros UV de los componentes de los extractos EFS. 
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Figura 3-10. Estructura química de los flavonoides identificados tentativamente. 
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3.5.1 Espectrometría de masas para extracto 11 

La hesperidina es un compuesto con una amplia gama de actividades biológicas como 

antiinflamatoria, antibacterial, anticarcinogénica y antioxidante [127]. Adicionalmente, ha 

sido reportado como el polifenol mayoritario en mandarina [55,79,122]. Mediante 

espectrometría de masas se cuantificó el contenido de este polifenol en el epicarpio de 

mandarina (Figura 3-11A, tiempo de retención de 5.50 min; Figura 3-12, espectro de 

masas), comparando con el patrón (Figura 3-11B). A partir de la curva de calibración 

(Figura 3-13) se pudo cuantificar el contenido de hesperidina en 0.66 mg hesperidina/g 

extracto. Al comparar este dato contra literatura se encontraron resultados diversos 

según la variedad de C. reticulata, para C. reticulata blanco y var. ‘Erythrosa’ 0.42 mg y 

74 mg/g de extracto, respectivamente [128]. Para mandarina Satsuma y Clementina se 

reportó 0.42 y 0.47 mg/g de extracto, respectivamente [40]. Nuevamente se observa que 

los contenidos de estos metabolitos varían dependiendo de la variedad y del método de 

extracción. Hasta donde se tiene conocimiento, en mandarina ‘Arrayana’ no se había 

cuantificado dicho compuesto. 
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Figura 3-11: (A) Señal cromatográfica encontrada. (B) Señal cromatográfica del patrón 

hesperidina. 

 

 

Figura 3-12: Espectro de masas de la señal obtenida. 

 

A 

B 
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Figura 3-13: Curva de calibración de hesperidina. 

3.5.2 Análisis de componentes principales para los extractos 
analizados  

Para determinar si los compuestos identificados tentativamente presentes en los 

compuestos están relacionados de alguna manera con la actividad antioxidante in-vitro, 

se realizó un análisis de componentes principales (ACP) para las áreas de los ocho 

compuestos tentativamente identificados. Mediante el ACP se estableció que dos 

componentes explican el comportamiento de los datos (ver Tabla 3-6), con ellos se 

explica el 70.20% de la variación. 

Tabla 3-6: Componentes con porcentaje acumulado de varianza 

Componente  Porcentaje de Porcentaje 

Número Eigenvalor Varianza Acumulado 

1 5,02377 38,644 38,644 

2 4,10179 31,552 70,197 

3 1,55184 11,937 82,134 

4 1,22194 9,400 91,533 

5 0,559199 4,302 95,835 

6 0,206694 1,590 97,425 

7 0,12816 0,986 98,411 

8 0,101308 0,779 99,190 

9 0,0457717 0,352 99,542 

10 0,0416265 0,320 99,862 

11 0,015072 0,116 99,978 

12 0,0027981 0,022 100,000 

13 0,000035842 0,000 100,000 
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Los resultados de la bigráfica que incluye la representación de los individuos (los 

extractos) junto con la tendencia de las variables en los componentes principales se 

presentan en la Figura 3-14. A partir de ésta se puede afirmar que se encuentran 

fuertemente correlacionadas de forma positiva las variables de CTF y CTFo con 

porcentaje de inhibición por DPPH (% Inhibición), las cuales inciden sobre el carácter 

antioxidante de los extractos con mayor AA (en su orden los extractos 11, 5, 19 y 15), lo 

anterior corrobora lo obtenido por el test ANOVA descrito en la sección 3.3 (Anexo B).  

 

Figura 3-14: Gráfica del ACP. Los puntos representan los extractos supercríticos con su 

codificación. 

Los pesos de las variables de cada uno de los componentes principales se muestran en 

la Tabla 3-7. 

De acuerdo con los pesos en cada componente, existe una correlación positiva entre la 

inhibición y los contenidos totales de metabolitos, con el área de naringina, hesperidina, 

naringenina (compuestos del tipo flavanona) para el componente uno. Para el 

componente dos se observa una relación positiva al aumentar el valor de este 

componente con el valor de área de la mezcla de tetrametil-o-scutellareina + HMF, 

favoreciendo al porcentaje de inhibición y flavanonas, por lo que los mejores extractos 

deben estar alrededor de los vectores de CTF, CTFo y %Inhibición, que son los extractos 

5, 11, 15 y 19, los cuales fueron obtenidos a alta temperatura, demostrando nuevamente 

que ésta tiene un efecto positivo sobre la actividad. 
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Tabla 3-7: Tabla de pesos en cada componente 

Variables Componente Componente 

 1 2 

Naringina 0,313388 0,254663 

Hesperidina 0,332941 -0,0572973 

Naringenina 0,36569 -0,0209722 

Sinensetina -0,419749 0,0163102 

Nobiletina -0,403209 0,0977264 

TMF + tetrametil-o-scutellareina 0,00348186 0,132365 

Tangeretina -0,382787 0,109961 

T 0,184563 0,432211 

%EtOH 0,303159 -0,182061 

P -0,198851 0,110483 

%Inhibición 0,0160213 0,476504 

CTF 0,074949 0,46852 

CTFo -0,0228178 0,46181 

 

En general se observa que los compuestos tienen un efecto favorecedor sobre la 

actividad antioxidante, sin poder afirmar hasta qué punto éste es significativo. Se ha 

reportado que polifenoles glicosidados (como la naringina y la hesperidina) y metoxilados 

(las polimetoxiflavonas en general) pueden atenuar el efecto prooxidante de algunos 

flavonoides en su forma aglicona [129]. 

En la Figura 3-14 se observa una correlación entre el contenido de tangeretina, nobiletina 

y sinensetina con la presión, la cual tiene un efecto positivo sobre la extracción de estos 

compuestos dado que ésta favorece la extracción de compuestos de alto peso molecular 

[72]. Por otra parte, la temperatura tiene un efecto positivo sobre el contenido de 

naringina y la mezcla de tetrametil-o-scutellareina + HMF y el % de EtOH sobre las áreas 

de hesperidina y naringenina, probablemente debido a su carácter polar (la hesperidina, 

por ejemplo, es un compuesto glicosidado). Adicionalmente, en la Figura pueden 

observarse dos grupos claramente diferenciados: en un lado, están concentradas las 

áreas de tangeretina, nobiletina y sinensetina relacionadas entre sí, compuestos que 

pertenecen al grupo de las polimetoxiflavonas y en la región opuesta se encuentran los 

compuestos identificados como de tipo flavanona, dando indicios de que la identificación 

tentativa de compuestos podría estar acercada a la identidad real de las moléculas. 

En conclusión, el ACP permitió establecer que existe una correlación positiva entre el 

área de los compuestos identificados con los contenidos de metabolitos y la actividad 
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antioxidante. Así mismo, se pudo confirmar el efecto positivo de la temperatura sobre la 

actividad antioxidante de los extractos. Finalmente, con dos componentes se explica el 

70% de la variación de los datos. 

3.6 Modelamiento de la cinética de extracción 

Después de realizar la curva cinética por cinco horas a las condiciones del extracto 11 

(CO2 a 220 bar y 80 °C, con 5% de EtOH), se obtuvieron los siguientes resultados: 

Tabla 3-8: Resultados de la curva cinética experimental (desviación estándar expresada 

para n=2). 

Tiempo 
acumulado 

(min) 

Peso  
acumulado de 

extracto (g) 

Rendimiento 
acumulado  

(%) 

5 0.0245 ± 0.0165 0.35% 

10 0.0352 ± 0.0149 0.51% 

15 0.0461 ± 0.0158 0.66% 

20 0.0589 ± 0.0059 0.85% 

25 0.0662 ± 0.0096 0.95% 

30 0.0763 ± 0.0079 1.10% 

40 0.0903 ± 0.0044 1.30% 

50 0.1033 ± 0.0008 1.49% 

60 0.1112 ± 0.0008 1.60% 

80 0.1282 ± 0.0072 1.85% 

100 0.1402 ± 0.0039 2.02% 

120 0.1475 ± 0.0004 2.13% 

150 0.1571 ± 0.0014 2.26% 

180 0.1709 ± 0.0045 2.46% 

210 0.1944 ± 0.0180 2.80% 

240 0.2067 ± 0.0180 2.98% 

270 0.2179 ± 0.0117 3.14% 

300 0.2311 ± 0.0140 3.33% 

 

El estudio cinético de la extracción (Figura 3-15) determinó el tiempo de velocidad de 

extracción constante-tCER en 22.6 min; el tiempo de velocidad de extracción decayente-

tFER en 106.1 min y el parámetro relacionado con la convección del fluido, Z, de 3.6. Esto 

dio una sumatoria de error relativo de 3.6879. Adicionalmente se calculó el error 

cuadrático medio (RMSE, por sus siglas en inglés), el cual calcula el promedio del 

cuadrado del error absoluto. Para el ajuste del modelo realizado se obtuvo RMSE de 



Conclusiones y Recomendaciones 77 

 

2.2177x10-5 mg extracto. Entre menor sea el RMSE se dice que el ajuste es mejor. Para 

el modelamiento de la extracción supercrítica de hojas de guayaba se obtuvieron RMSE 

entre 2.7x10-3 – 3.59x10-2 [130], siendo superior este número al obtenido en la presente 

investigación. 

Al calcular el coeficiente de determinación (R2) se obtuvo un valor de 0.8764 (ver código 

de Matlab en Anexo D), es decir, el modelo explica en un 87% la variabilidad de los 

datos. Al comparar contra la literatura dicho coeficiente normalmente alcanza valores de 

0.95-0.99 [131,132], por lo que el valor obtenido fue aceptable. 

En el periodo gobernado por la difusión, la pendiente de la curva experimental disminuye 

drasticamente, sin que se alcance un comportamiento totalmente asintótico acompañado 

de una mayor desviación estándar al final de la curva, sin embargo el coeficiente de 

variación (desviación*100/valor promedio) al final de la curva tiende a disminuir y 

volverse constante y aceptable (cercano a 10%).  

Por otra parte, la alta desviación estándar de los datos al inicio de la curva puede 

deberse al tiempo inicial requerido para lograr controlar manualmente el flujo de CO2. 

 

Figura 3-15: Ajuste de los datos experimentales obtenidos con el modelo de Sovová. 
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El modelo de Sovová inicialmente fue propuesto para el modelamiento de sistemas que 

utilizan CO2 supercrítico como solvente, sin ningún tipo de modificadores, asumiendo que 

se conoce previamente la solubilidad del extracto en el solvente. Ha sido exitosamente 

aplicado por muchos autores y su principal planteamiento de la presencia de células 

rotas e intactas ha sido probada cierta por estudios con microscopía electrónica de 

barrido [26]. 

Sin embargo, la aproximación realizada para la determinación de la solubilidad como la 

pendiente de la etapa FER podría resultar alejada de la realidad por la complejidad del 

sistema (soluto multicomponente y solvente CO2-etanol). Es probable que determinar la 

solubilidad utilizando modelos como los propuestos por Del Valle [133,134] sea útil como 

etapa previa, modelando la extracción de un compuesto de interés, por ejemplo, una 

flavanona específica. Adicionalmente, sería útil probar con otros modelos de 

transferencia de masa para comparar ajuste con los datos experimentales. 
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4. Conclusiones y recomendaciones 

4.1 Conclusiones 

A partir del presente estudio se caracterizaron los epicarpios de naranja tangelo (Citrus 

reticulata x C. paradisi) y mandarina Arrayana (C. reticulata) de variedades colombianas, 

al determinar en los extractos Soxhlet contenidos totales de compuestos fenólicos-CTF 

entre 115.10-874.92 y 160.23-1057.50 mg-eq AG/100 g de muestra seca-ms (en tangelo 

y mandarina, respectivamente); contenidos totales de flavanonas-CTFo de 1.13-12.26 en 

tangelo y 3.41-9.51 mg-eq N/100 g de ms en mandarina; y contenidos totales de 

carotenoides-CTC de 1.86-2.13 y 2.39-8.34 mg-eq -caroteno/100 g de ms, para tangelo 

y mandarina, respectivamente. Adicionalmente, el extracto Soxhlet obtenido de 

mandarina Arrayana presentó una actividad antioxidante ligeramente mayor que el 

correspondiente de tangelo (22% vs 25%, en promedio).  

Al someter el epicarpio de mandarina Arrayana a EFS se evidenció la efectividad de esta 

técnica de extracción en la obtención extractos con importantes CTF (26.88-112.42 mg-

eq AG/g extracto) y CTFo (0.81-3.57 mg-eq N/g extracto), siendo éstos mayores que en 

los extractos Soxhlet (30.38-35.71 mg-eq AG/g extracto; 0.25-0.76 mg-eq N/g extracto). 

El rendimiento de los extractos Soxhlet fue superior a los extractos supercríticos (22% vs 

10% en promedio); para los extractos obtenidos por EFS, al tener mayor concentración 

de metabolitos en menor rendimiento, se evidencia una mayor selectividad hacia los 

compuestos de interés en éstos, lo cual refleja un mayor porcentaje de inhibición a la 

oxidación del radical DPPH (25% para Soxhlet y 55% para EFS, en promedio). 

La variable que más influenció la actividad antioxidante en la EFS fue la temperatura, a 

mayor temperatura ésta se favorece, debido al aumento en la difusividad del disolvente. 
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El extracto supercrítico 11 (220 bar, 80°C, 5% de EtOH) mostró un potencial antioxidante, 

para proteger de la oxidación a un producto emulsionado (mayonesa), similar al del 

antioxidante sintético BHA (0.79 µg MDA/g mayonesa para BHT vs 0.78 µg MDA/g 

mayonesa para extracto 11 adicionado a 250 ppm, al almacenar la muestra por seis días 

a 60ºC), protegiendo la mayonesa un 30% más, respecto a la muestra sin antioxidantes. 

A partir del análisis cromatográfico por UHPLC/DAD se pudo identificar tentativamente 

ocho flavonoides: naringina, hesperidina, naringenina, sinensetina, nobiletina, tetrametil-

o-scullareteina, heptametoxiflavona y tangeretina. Mediante un análisis de componentes 

principales (ACP) se determinó, a partir de sus áreas, que estos compuestos en su 

mayoría tienen un posible efecto positivo sobre la actividad antioxidante. Con base en el 

ACP, dos componentes que explicaron en más del 70% el comportamiento de los datos. 

Adicionalmente se cuantificó el contenido de hesperidina en el extracto 11 en 0.66 mg/g 

extracto a través de HPLC/MS. 

Finalmente, al realizar un ajuste del modelo cinético supercrítico de Sovová a datos 

experimentales del mejor extracto supercrítico (extracto 11) se obtuvo un ajuste 

aceptable, con un R2 de 0.87, susceptible de ser mejorado. Esto fue útil para diagnosticar 

posibles problemas en el equipo utilizado, como necesidad de automatización del flujo de 

solvente. 

Este trabajo constituye un primer acercamiento al estudio del potencial aprovechamiento 

del epicarpio de la mandarina Arrayana, uno de sus principales subproductos, como 

fuente de extractos con actividad antioxidante con potencial aplicación en la industria de 

alimentos, en particular en la obtención de extractos mediante EFS capaces de proteger 

una mayonesa de la oxidación. Cabe señalar que en el proceso planteado se emplean 

disolventes tipo GRAS (generally recognized as safe), como son el CO2 y el EtOH. 
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4.2 Recomendaciones 

Con el propósito de complementar y superar algunos inconvenientes presentados 

durante la investigación se plantean las siguientes recomendaciones: 

 Determinar el ajuste cinético de la EFS del epicarpio de mandarina Arrayana 

utilizando otros modelos de transferencia de masa y realizar un estudio de 

solubilidad del extracto en sistemas con co-solvente. 

 Explorar otros métodos de extracción verde, como extracción con fluidos 

presurizados o extracción asistida con microondas y/o ultrasonido, con el fin de 

acortar tiempos de extracción y obtener extractos con mayor actividad. 

 Realizar mediciones de hidroperóxidos lipídicos y TBARS para todos los 

extractos, con el fin de observar diferencias en tendencia respecto a la actividad 

antioxidante hidrofílica (métodos como DPPH que emplean radicales sintéticos). 

Así mismo, para observar si existe correlación entre la inhibición de la oxidación 

lipídica con la presencia de alguno de los flavonoides preliminarmente 

identificados.  

 Someter todos los extractos EFS a un análisis HPLC acoplado con 

espectrometría de masas para confirmar o descartar la identidad de los 

compuestos y lograr su cuantificación a través de patrones.
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A. Anexo: Curvas de calibración 

 Curva de calibración para CTF 

 

 

Figura A.1: Curva de calibración de Ácido Gálico. Dentro de la gráfica se muestra la 

linealización y el coeficiente de determinación de la regresión. 

 

 Curva de calibración para CTFo 

 

 

Figura A.2: Curva de calibración de Ácido Gálico. Dentro de la gráfica se muestra la 

linealización y el coeficiente de determinación de la regresión. 
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B. Anexo: Análisis estadístico 

Test ANOVA 

Las gráficas de correlación lineal para las variables de respuesta en la EFS se muestran 

a continuación, con su respectivo coeficiente de correlación y de ajuste (R2). 

 

Figura B-1: Gráfico de correlación lineal para el % de inhibición y el CTF 

Coeficiente de Correlación = 0.890407 

R-cuadrada = 79.2824 % 

 

Figura B-2: Gráfico de correlación lineal para el % de inhibición y el CTF 

Coeficiente de Correlación = 0.887004 

R-cuadrada = 78.6776 %
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Análisis de superficie de respuesta 

Tabla B-1: Análisis de varianza para análisis de superficie de respuesta 

optimizando actividad antioxidante  

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Valor-P 

A:P 0,0554664 1 0,0554664 0,0029 

B:T 0,661749 1 0,661749 0,0000 

C:% EtOH 0,0632754 1 0,0632754 0,0019 

AA 0,00715895 1 0,00715895 0,1802 

AB 0,00010658 1 0,00010658 0,8632 

AC 0,00991232 1 0,00991232 0,1215 

BB 0,0000737315 1 0,0000737315 0,8860 

BC 0,00095048 1 0,00095048 0,6093 

CC 0,0216245 1 0,0216245 0,0325 

Error total 0,0305179 9 0,00339087  

Total 
(corr.) 

0,855416 18   

 

R-cuadrada = 96,4324 porciento 
Error estándar del est. = 0,0582312 
Error absoluto medio = 0,0355133 
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C. Anexo: Cromatografía 

Datos del patrón de naringina 

 

Figura C-1: Pico cromatográfico de naringina. Señal captada a 280 nm. Tiempo de 

retención 15 min. 

 

Figura C-2: Espectro UV de la naringina. Máximos de absorbancia a 215, 284 y 325 nm. 
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Picos cromatográficos de los extractos analizados 
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D. Anexo: Códigos de Matlab 
utilizados 

Cálculo del punto crítico de una mezcla. Método de Heidemann y Khalil.  

function [T,P,v] = critpt_eos(z, Tci, Pci, w, kij, lij, varargin) 

% CRITPT_EOS Calculates the critical temperature, pressure and 

volume of 

% a multicomponent mixture using the method developed by Heidemann 

and 

% Khalil (1980) and Michelsen and Heidemann (1981). Can use both 

% Peng-Robinson and Soave-Redlich-Kwong EOS. Two parameter van der 

Waals  

% mixing rules are used. Initial critical property estimates are 

generated  

% by the program unless specified by the user (see below). 

% 

% Inputs: 

% n   - vector of molar compositions of components  

% Tci - Critical temperatures of pure components (K) 

% Pci - Critical pressures of pure components (bar) 

% w   - Acentric factors of pure components  

%  

% Optional: 

% kij - Binary interaction parameters of n species in vector form 

%       ex. kij = [k12 k13 k14 k15 k23 k24 k25 k34 k35 k45] 

% lij - Binary interaction parameters of n species in vector form 

%       ex. lij = [l12 l13 l14 l15 l23 l24 l25 l34 l35 l45] 

%  

% Optional Parameters: 

% eos - Flag indicating which EOS to use (1 = PR, 2 = SRK; default 

= PR) 

% Ti  - Starting temperature for Tc iteration (K) 

% vi  - Starting molar volume for v iteration (cm^3/mol) 

% ver - Verbose output (default = 0, 1 = on) 

%  

% Outputs: 
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% T  - Critical temperature of mixture (K) 

% P  - Critical pressure of mixture (bar)  

% v  - Critical volume of mixture (cm^3/mol) 

% 

% Example Usage: 

% -- CO2 and ethanol --  

% Tci = [304.2, 516.4]; % (K) 

% Pci = [73.82, 63.84]; % (bar) 

% w   = [0.288, 0.637];  

% kij = 0.06; % Secuianu et al. (2008) 

% n = ... 

% [T, P, v] = CRITPT_EOS(n, Tci, Pci, w, kij, 'ver', 1); 

  

% Copyright Hythem Sidky (c) 2012 

%  

% This work is licensed under a Creative Commons  

% Attribution 3.0 Unported (CC BY 3.0) Unported License. 

% http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/ 

% 

% Changes: 

% 04/24/14 - Modified interaction parameter input to packed 

format. 

% 07/07/12 - Corrected error in summation. 

% 07/04/12 - Initial file. 

  

% References:  

% 1 - Heidemann, Robert A., and Ahmed M. Khalil. "The Calculation 

of  

%     Critical Points." AIChE Journal 26.5 (1980): 769-79.  

% 2 - Michelsen, Michael L., and Robert A. Heidemann. "Calculation 

of  

%     Critical Points from Cubic Two-constant Equations of State." 

AIChE  

%     Journal 27.3 (1981): 521-23. 

  

    % Get component count  

    n = length(z); 

     

    % Parse user inputs  

    p = inputParser; 

    % - Required  

    p.addRequired('n',  @(x)~isempty(x)); 

    p.addRequired('Tci',@(x)length(x) == n); 

    p.addRequired('Pci',@(x)length(x) == n); 

    p.addRequired('w',  @(x)length(x) == n); 

     

    % - Optional 

    p.addOptional('kij', 0, @(x)length(x) == 

factorial(n)/(2*factorial(n-2))); 
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    p.addOptional('lij', 0, @(x)length(x) == 

factorial(n)/(2*factorial(n-2))); 

    % - Optional Parameters 

    p.addParamValue('Ti', 0,@(x)x>0); 

    p.addParamValue('vi', 0,@(x)x>0); 

    p.addParamValue('eos',1,@(x)x==1 || x==2); 

    p.addParamValue('ver',0,@(x)x==0 || x==1); 

     

    % - Parse 

    p.parse(z,Tci,Pci,w,kij,lij,varargin{:}); 

    z   = p.Results.n; 

    Tci = p.Results.Tci; 

    Pci = p.Results.Pci; 

    w   = p.Results.w; 

    kij = p.Results.kij; 

    lij = p.Results.lij; 

    eos = p.Results.eos; 

    Ti  = p.Results.Ti; 

    vi  = p.Results.vi; 

    ver = p.Results.ver; 

     

    % Expand packed interaction parameter vector  

    km = zeros(n); 

    lm = zeros(n); 

    for i=1:n 

        for j=i:2 

            if i==j 

                km(i,j) = 0; 

                lm(i,j) = 0; 

            else 

                km(i,j) = kij(j+(2*n-i)*(i-1)/2-i); 

                lm(i,j) = lij(j+(2*n-i)*(i-1)/2-i); 

                km(j,i) = km(i,j); 

                lm(j,i) = lm(i,j); 

            end 

        end 

    end 

     

    % Override previous entries  

    kij = km; 

    lij = lm; 

     

    % If user supplied a mol frac of 0 for any component, just 

remove it. 

    % This makes things easy when generating a critical curve in 

an 

    % external call 

    j = find(z == 0); 

    n = length(j); % Update count 

    for i=1:n 
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        z(j(i))   = []; 

        Tci(j(i)) = []; 

        Pci(j(i)) = []; 

        w(j(i))   = []; 

        kij(j(i),:) = []; 

        kij(:,j(i)) = []; 

        lij(j(i),:) = []; 

        lij(:,j(i)) = []; 

    end 

     

    % Now let's check if the result of the above process leaves us 

with a 

    % pure compound. If that's the case then just return supplied 

    % properties. User doesn't supply v so return 0. 

    if length(z) == 1 

        if ver 

            fprintf('Only a single compound supplied.'); 

            fprintf(' Returning pure properties\n'); 

        end 

        T  = Tci;  

        P  = Pci; 

        v = 0; 

        return; 

    end 

     

    % Define R and normalize n 

    R = 83.14472; % (bar cm3/mol-K) 

    z = z./sum(z); 

     

    % Initial guess of Tc, if user didn't supply one. We will 

evaluate  

    % initial v guess later because we need to calculate some 

thermo  

    % properties first. 

    T = Ti; 

    if ~T 

        T = 1.5*sum(z.*Tci); 

    end 

     

    % Declare thermodynamics properties anonymous functions  

    props = @(n,T,v)calc_eos_props(n, T, v, Tci, Pci, w, kij, lij, 

eos); 

     

    % Generate initial v guess by evaluating b. Below is not ideal 

but we 

    % really only need b. It doesn't matter what v is (obviously b 

is 

    % independent of it). 

    v = vi; 
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    [~,~,~,~,~,b,~] = props(z, T, 0); 

    if ~v 

        v = 4*b; 

    end 

  

    % Display initial conditions  

    if ver 

        fprintf('\nInitial estimates: Tc = %.3f K, v = %.3f 

(cm^3/mol)\n', ... 

            T, v); 

        fprintf('\nSolving for initial Tc where det(Q)=0\n'); 

    end 

    

    % Get an initial evaluation on Tcrit then begin finding zero 

of cubic 

    % form Cf which contains a nested routine for calc_T_crit 

    f = @(T)calc_T_crit(z,T,v,props); 

    %T = fzero(f,T); 

     To=200; 

    options = 

optimset('MaxFunEvals',1000,'Display','off','MaxIter',10); 

    T=fminsearch(f,To,options); 

    % Display initial calculated Tc 

    if ver 

        fprintf('Initial Tc = %.3f K\n',T); 

        fprintf('\nBegin soving both criticality conditions\n'); 

    end 

    

    % Solve for critical volume 

    f = @(v)calc_v_crit(z,T,v,props,ver);    

    %v = fzero(f,v); 

    %[fmin,v] = fnmin(f,...);  

    %v=fnzeros(f,[-999 999]); 

    vo=2; 

    options = 

optimset('MaxFunEvals',1000,'Display','off','MaxIter',10); 

    v=fminsearch(f,vo,options); 

     

    % Re-evaluate critical volume for appropriate temperature 

    [~,T,~] = f(v); 

     

    % Return critical temperature, pressure and volume 

    [~,D,~,~,a,b,~] = props(z, T, v); 

    P = R*T/(v-b)-a/((v+D(1)*b)*(v+D(2)*b)); 

     

    % Display final results 

    if ver 

        fprintf('\nFinal Results:\n'); 

        fprintf('Tc = %.3f K, Pc = %.3f bar, v = %.3f 

(cm^3/mol)\n', ... 
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            T, P, v); 

    end 

  

% calc_v_crit - Calculates the cubic form Cf for a given T. 

Returns Cf, 

% iterated temperature T from inside loop, and perturbation vector 

N. 

function [Cf, T, N] = calc_v_crit(n, T, v, props, ver) 

     

    % Total number of moles 

    C  = length(n); 

    nt = sum(n);     

     

    % Define R 

    R = 83.14472; % (bar cm3/mol-K) 

     

    % Evaluate Tcrit for given v  

    tcrit = @(T)calc_T_crit(n,T,v,props); 

    %T = fzero(tcrit,T); 

    %[tcritmin,T] = fnmin(tcrit,...);  

   % T=fnzeros(tcrit,[-999 999]); 

   To=200; 

   options = 

optimset('MaxFunEvals',1000,'Display','off','MaxIter',10); 

   T=fminsearch(tcrit,To,options); 

     

    % Re-evaluate tcrit for det(Q), then get thermo properties 

    [~, Q] = tcrit(T); 

    [F, ~, A, B, a, b, aij] = props(n, T, v); 

  

    % Calculate a non-zero perturbation vector in component mols 

(N) based 

    % on Q*N=0 using SVD then normalize the vector. 

    [U,~,~] = svd(Q); 

    N = U(:,end); 

    N = N'/norm(N); 

     

    % Calculate additional critical point parameters (underscore 

indicates 

    % a bar on variable in paper. 

    N_ = sum(N); 

    A_ = sum(N.*A); 

    B_ = sum(N.*B); 

    a_ = 0; 

    for i=1:C 

        for j=1:C 

            a_ = a_ + N(i)*N(j)*aij(i,j); 

        end 

    end 
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    a_ = a_/a; 

     

    % Calculate cubic form Cf. Split into terms for readability. 

Note in 

    % [2], "RT" is multipled by first term. However in original 

paper [1] 

    %  it is divided through.  

    t1 = -sum(N.^3./n.^2)+3*N_*(B_*F(1))^2+2*(B_*F(1))^3; 

    t2 = 3*B_^2*(2*A_-B_)*(F(3)+F(6))-2*B_^3*F(4)-3*B_*a_*F(6); 

    Cf = 1/nt^2*(t1)+a/(nt^2*b*R*T)*t2; 

    Cf = Cf*((v-b)/(2*b))^2; % Dimensionless scaling term [1] 

     

    % Display iteration 

    if ver 

        fprintf('Iteration T = %.3f K, v = %.3f (cm^3/mol)\n', T, 

v); 

    end 

  

% calc_T_crit - Calculates hessian matrix Q and its determinant 

detQ for a 

% given temperature. The name of the function is misleading 

because it 

% doesn't actually calculate Tc. It's simply used in it's 

calculation. 

function [detQ, Q] = calc_T_crit(n, T, v, props) 

     

    % Total number of moles 

    C  = length(n); 

    nt = sum(n);     

     

    % Define R 

    R = 83.14472; % (bar cm3/mol-K) 

     

    % Kronecker delta 

    delta = eye(C); 

     

    % Get thermodynamics properties  

    [F, ~, A, B, a, b, aij] = props(n, T, v); 

     

    % Calculate matrix Q and determinant.  

    Q = zeros(C); 

    for i=1:C 

        for j=1:C 

            % Split terms up for readability. Note in [2], "RT" is  

            % multipled by first term, however in original paper 

[1] it is  

            % divided through. This scaling helps with root 

finding. 

            t1 = 

(1/nt)*(delta(i,j)/n(i)+(B(i)+B(j))*F(1)+B(i)*B(j)*F(1)^2); 
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            t2 = (B(i)*B(j)-A(i)*B(j)-A(j)*B(i))*F(6); 

            t3 = a/(b*R*T*nt)*(B(i)*B(j)*F(3)-aij(i,j)/a*F(5)+t2); 

            Q(i,j) = (t1+t3)*T/100; % Dimensionless scaling factor 

[1] 

        end 

    end 

    detQ = det(Q); 

     

% calc_eos_props - Calculates the thermodynamic properties 

including EOS 

% parameters for the input components. Returns mixture properties 

and 

% auxillary functions used in critical calculation. 

function [F, D, A, B, a, b, aij] = calc_eos_props(n, T, v, Tci, 

Pci, w, kij, lij, eos)  

     

    % Total number of moles 

    C  = length(n); 

    nt = sum(n);  

     

    % Define reduced temperature and R 

    Tri = T./Tci; 

    R   = 83.14472; % (bar cm3/mol-K) 

     

    % - EOS assignments. Switch between PR and SRK EOS depending 

on user 

    %   input. These are condition independent parameters. 

    if eos==1 % Peng-Robinson 

        u0  = 2; 

        w0  = -1; 

        psi = 0.45724;  

        omg = 0.07780; 

        m  = 0.37464+1.54226.*w-0.26992*w.^2; 

    else % Soave-Redlich-Kwong 

        u0  = 1; 

        w0  = 0; 

        psi = 0.42748; 

        omg = 0.08664; 

        m  = 0.480+1.574.*w-0.176*w.^2; 

    end 

    D1 = (u0+sqrt(u0^2-4*w0))/2; 

    D2 = (u0-sqrt(u0^2-4*w0))/2; 

     

    % - Calculate EOS pure component parameters 

    ai = (R.*Tci).^2*psi./Pci.*(1+m.*(1-sqrt(Tri))).^2; 

    bi = omg*R*Tci./Pci; 

     

    % - Calculate EOS mixture parameters 

    a   = 0; 
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    b   = 0; 

     

    aij = zeros(C); 

    bij = zeros(C); 

    for i=1:C 

        for j=1:C 

            aij(i,j)=sqrt(ai(i)*ai(j))*(1-kij(i,j)); 

            bij(i,j)=sqrt(bi(i)*bi(j))*(1-lij(i,j)); 

            a = a + n(i)*n(j)*aij(i,j)/nt^2; 

            b = b + n(i)*n(j)*bij(i,j)/nt^2; 

        end 

    end 

     

    % Override b. comment this line to have geometric mixing for  

    % b as well. 

    b  = sum(n.*bi/nt); 

     

    B = bi./b;      % beta 

    A = zeros(1,C); % alpha 

    for i=1:C 

        for j=1:C 

            A(i) = A(i)+n(j)*aij(i,j); 

        end 

        A(i) = A(i)/a; 

    end 

         

    % Dimensionless volume and auxillary functions 

    K  = v/b; 

    F1 = 1/(K-1); 

    F2 = 2/(D1-D2)*(D1/(K+D1)-D2/(K+D2)); 

    F3 = 1/(D1-D2)*((D1/(K+D1))^2-(D2/(K+D2))^2); 

    F4 = 1/(D1-D2)*((D1/(K+D1))^3-(D2/(K+D2))^3); 

    F5 = 2/(D1-D2)*log((K+D1)/(K+D2)); 

    F6 = F2 - F5; 

     

    % Return matrices  

    F = [F1, F2, F3, F4, F5, F6]; 

    D = [D1, D2];  
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Programación del modelo de Sovová (elaboración propia) 

clc; 

clear all; 

tcer=1360; 

tfer=6800; 

Z=3.6; 

  

%% Modelo BIC - Sovová, 1994 

  

%Constantes de entrada 

QCO2=0.000153; %Flujo de CO2 (kg/s) 

mmuestra=0.0069427; %masa de la muestra ingresada al extractor 

(kg) 

mextracto=0.000231100; %masa total de extracto (kg) 

  

msi=mmuestra-mextracto; %masa de material no extraíble (libre de 

extracto) (kg)  

xo=mextracto/msi; %masa inicial de material extraible relativa a 

la masa no extraible (kg/kg) 

Y=0.00021607; %solubilidad del extracto en el solvente a una P y T 

(kg/kg) 

  

t=[5 10 15 20 25 30 40 50 60 80 100 120 150 180 210 240 270 

300]*60;  

%vector tiempo en segundos 

  

%% 

%Ecuaciones del modelo 

  

%Parámetros constantes 

xp=(tcer*Y*Z*QCO2)/msi; 

xk=xo-xp; 

  

j=1; 

W(1)=0.001; 

Werror(1)=1; 

  

while Werror(j)>0.000001 

     

    W(j+1)=(msi/((tfer-

tcer)*QCO2))*log((xk+xp*exp(W(j)*xo/Y))/xo); 

    Werror(j+1)=abs(W(j+1)-W(j)); 

    W(j)=W(j+1);  

    j=j+1; 

end 

  

w=W(numel(W)); 

  

for i=1:1:numel(t) 
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    Zw(i)=((Z*Y)/(w*xo))*log((xo*exp(w*QCO2*(t(i)-tcer)/msi)-

xk)/(xo-xk)); 

  

end 

  

for i=1:1:numel(t) 

    if (t(i)>0) && (t(i)<=tcer) 

        y(i)=QCO2*Y*(1-exp(-Z))*t(i); %etapa CER 

     

     

    elseif (t(i)<=tfer)&&(t(i)>tcer)   

        y(i)=QCO2*Y*(t(i)-tcer*exp(Zw(i)-Z)); %etapa FER 

     

     

    elseif t(i)>tfer 

        y(i)=msi*(xo-(Y/w)*log(1+(exp(w*xo/Y)-

1)*exp((w*QCO2/msi)*(tcer-t(i)))*(xk/xo))); 

        %etapa DC 

         

    end 

end       

  

  

%% 

%Función de error 

  

yobs=[2.455E-05 3.525E-05 0.0000461 5.895E-05 6.62E-05 7.63E-05 

9.03E-05 0.0001033 0.00011125 0.0001282 0.00014025 0.00014755 

0.0001571 0.00017095 0.00019445 0.0002067 0.0002179 0.0002311]; 

  

for i=1:1:numel(t) 

     

    E(i)=abs((y(i)-yobs(i))/yobs(i)); 

end 

  

error=sum(E); 

  

[c,~]=restric_sovova(Z,tfer,tcer); 

  

if c(1)<=0 && c(2)<=0 && c(3)<=0 

    disp('las restricciones se cumplen') 

end 

  

tmin=t/60; 

tcermin=tcer/60; 

tfermin=tfer/60; 

%desviacion estandar de yobs (datos experimentales) 

DE= [1.64756E-05 1.492E-05 1.58392E-05 5.86899E-06 9.61665E-06 

7.9196E-06 4.38406E-06 8.48528E-07 7.77817E-07 7.21249E-06 

3.88909E-06 3.53553E-07 1.41421E-06 4.45477E-06 1.80312E-05 

1.79605E-05 1.1738E-05 1.40007E-05];  
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errorbar(tmin,yobs,DE) 

hold on 

plot(tmin,y) 

hold on 

plot([tcermin tcermin],ylim) 

hold on 

plot([tfermin tfermin],ylim) 

 

[r2 rmse]=rsquare(yobs,y)%Cálculo de coeficiente de determinación 

 

 
Restricciones del modelo de Sovová (elaboración propia) 
 

function [c,ceq] = restric_sovova(Z,tfer,tcer) 

  

QCO2=0.000153; %Flujo de CO2 (kg/s) 

mmuestra=0.0069427; %masa de la muestra ingresada al extractor 

(kg) 

mextracto=0.000231100; %masa total de extracto (kg) 

  

msi=mmuestra-mextracto; %masa de material no extraíble (libre de 

extracto) (kg)  

xo=mextracto/msi; %masa inicial de material extraible relativa a 

la masa no extraible (kg/kg) 

Y=0.00021607; %solubilidad del extracto en el solvente a una P y T 

(kg/kg) 

  

  

c(1) = Z-((msi*xo)/(tcer*Y*QCO2)); 

c(2)= tcer*(1+Z)-tfer; 

c(3) = tfer-tcer-((msi*xo)/(QCO2*Y)); 

  

ceq = [ ]; 

end 

 

Código de Matlab para calcular coeficiente de determinación (*) 
 

function [r2 rmse] = rsquare(y,f,varargin) 

% Compute coefficient of determination of data fit model and RMSE 

% 

% [r2 rmse] = rsquare(y,f) 

% [r2 rmse] = rsquare(y,f,c) 

% 

% RSQUARE computes the coefficient of determination (R-square) 

value from 

% actual data Y and model data F. The code uses a general version 

of  

% R-square, based on comparing the variability of the estimation 

errors  
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% with the variability of the original values. RSQUARE also 

outputs the 

% root mean squared error (RMSE) for the user's convenience. 

% 

% Note: RSQUARE ignores comparisons involving NaN values. 

%  

% INPUTS 

%   Y       : Actual data 

%   F       : Model fit 

% 

% OPTION 

%   C       : Constant term in model 

%             R-square may be a questionable measure of fit when 

no 

%             constant term is included in the model. 

%   [DEFAULT] TRUE : Use traditional R-square computation 

%            FALSE : Uses alternate R-square computation for model 

%                    without constant term [R2 = 1 - NORM(Y-

F)/NORM(Y)] 

% 

% OUTPUT  

%   R2      : Coefficient of determination 

%   RMSE    : Root mean squared error 

% 

% EXAMPLE 

%   x = 0:0.1:10; 

%   y = 2.*x + 1 + randn(size(x)); 

%   p = polyfit(x,y,1); 

%   f = polyval(p,x); 

%   [r2 rmse] = rsquare(y,f); 

%   figure; plot(x,y,'b-'); 

%   hold on; plot(x,f,'r-'); 

%   title(strcat(['R2 = ' num2str(r2) '; RMSE = ' num2str(rmse)])) 

%    

% Jered R Wells 

% 11/17/11 

% jered [dot] wells [at] duke [dot] edu 

% 

% v1.2 (02/14/2012) 

% 

% Thanks to John D'Errico for useful comments and insight which 

has helped 

% to improve this code. His code POLYFITN was consulted in the 

inclusion of 

% the C-option (REF. File ID: #34765). 

  

if isempty(varargin); c = true;  

elseif length(varargin)>1; error 'Too many input arguments'; 
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elseif ~islogical(varargin{1}); error 'C must be logical 

(TRUE||FALSE)' 

else c = varargin{1};  

end 

  

% Compare inputs 

if ~all(size(y)==size(f)); error 'Y and F must be the same size'; 

end 

  

% Check for NaN 

tmp = ~or(isnan(y),isnan(f)); 

y = y(tmp); 

f = f(tmp); 

  

if c; r2 = max(0,1 - sum((y(:)-f(:)).^2)/sum((y(:)-

mean(y(:))).^2)); 

else r2 = 1 - sum((y(:)-f(:)).^2)/sum((y(:)).^2); 

    if r2<0 

    % 

http://web.maths.unsw.edu.au/~adelle/Garvan/Assays/GoodnessOfFit.h

tml 

        warning('Consider adding a constant term to your model') 

%#ok<WNTAG> 

        r2 = 0; 

    end 

end 

  

rmse = sqrt(mean((y(:) - f(:)).^2)); 

 

 

[*]Recuperado de: https://la.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/34492-r-square-
the-coefficient-of-determination 
  

https://la.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/34492-r-square-the-coefficient-of-determination
https://la.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/34492-r-square-the-coefficient-of-determination
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E. Anexo: Producción académica 

 

Manuscrito sometido a Journal of Supercritical fluids 

Franco-Arnedo, G., Buelvas-Puello, L., Parada-Alfonso, F., Martínez-Correa, H. SFE of  

C. reticulata var. ‘Arrayana’ peels and its use as a natural antioxidant in a mayonnaise. 

 

Participación en eventos 

Franco-Arnedo, G., Parada–Alfonso, F., Martínez–Correa, H. A contribution to citrus 

biorefinery. Potential use of tangelo and mandarin byproducts. XXVI Italo American 

Congress of Ethnomedicine Society – SILAE/IX Congreso Colombiano de Cromatografía 

– COCOCRO (Cartagena de Indias, Colombia, 2017). Modalidad: Póster. 

José Alejandro Bourdon García, Luis Miguel Buelvas Puello, Gabriela Franco Arnedo, 

Fabián Parada Alfonso. Obtención de extractos a partir de epicarpio de mandarina 

empleando técnicas convencionales y no convencionales. Modalidad: Ponencial oral. I 

Simposio Internacional de Solanáceas Cultivadas en el Trópico y VII Congreso 

Colombiano de Horticultura. 15-17 noviembre de 2017. Cajicá, Cundinamarca. 

 


