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RESUMEN

En el proceso de industrializacion de los citricos se obtienen semillas como subproducto,
estas semillas contienen limonoides (triterpenoides oxigenados), quienes estan
relacionados con el amargor de los citricos, ademas, estos limonoides muestran
bioactividades interesantes como anticancerigenos, antivirales y antitumorales. Para la
obtencion de los limonoides existe un proceso definido mediante solventes y con
extraccién tipo soxhlet, pero no existe un proceso optimizado, ya que en la bibliografia se
emplean diferentes solventes y tiempos de proceso para su extraccion. Por lo que el
objetivo de este trabajo, fue evaluar como se afecta la citotoxicidad de extractos de
semillas de Citrus aurantifolia swingle, Citrus sinensis y Citrus reticulata utilizando dos tipos
de solventes (metanol y acetona) y dos tiempos de extraccion (5 y 8 horas) sobre
linfoblastos in vitro de L5178Y, encontrando la semilla con mayor citotoxicidad para
evaluarla en un proceso innovador de extraccion, como la extraccidn supercritica.

La semilla con mayor rendimiento en extracto de limonoides fue la semilla C. aurantifolia
swingle, en particular la extraida con metanol con un rendimiento de 11.43% + 0.3, seguido
en rendimiento por el obtenido con acetona; el rendimiento més bajo lo mostrd C. sinensis
con un 3.32% £ 1.4, obtenido con acetona. Ademas, los extractos de limonoides obtenidos
de C. reticulata mostraron menor citotoxicidad que los extractos de C. sinensis, quienes
mostraron una menor citotoxicidad que los extractos de limonoides de C. aurantifolia
swingle, logrando determinarse las dosis citotdxicas medias para C. reticulata y C.
sinensis, 1Cso de 95 pg/ml e ICso 50 pg/ml respectivamente. La dosis inhibitoria media para
el extracto a partir de la semilla de C. aurantifolia no se pudo determinar en esta prueba
debido a que la dosis menor evaluada (40ug/ml) tuvo un efecto citotdxico importante.

Con base en estos resultados, se evalud entonces el proceso de extraccion mediante
fluidos en estado supercritico de semillas de C. aurantifolia swingle y se compararon los
resultados con los obtenidos para este citrico mediante solventes. En el proceso de fluidos
supercriticos se evalud el efecto de la presién y temperatura de proceso sobre el
rendimiento y la composicidén. Se encontrd que la presion no afecta la composicion del
extracto, pero si el rendimiento de extracto, contrario a la temperatura que no afecta el
rendimiento del extracto pero si afecta su composicion; los rendimientos obtenidos por
solventes y mediante fluidos supercriticos no mostraron diferencia significativa. Al evaluar
la actividad citotoxica, tampoco hubo diferencia entre los extractos obtenidos mediante
solventes (ICso de 9 pg/mL) y los obtenidos mediante CO2 en estado supercritico (ICso de
8.5 pg/mL), siendo asi, la extraccion supercritica, una alternativa de extraccion.
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ABSTRACT

Citrus fruits are an important component for human diet, proving important compounds for
human health, like vitamins, minerals and dietary fiber. In the citrus industrialization
process, the seeds are a non-used waste that contains bioactive compounds like limonoids
(oxygenated triterpenoids). This limonoids have been related with bitter principle of citrus,
furthermore, they exhibit some health benefits as anticancer, antiviral, and antitumoral
agents. There is a define process for obtaining limonoids, by soxhlet technique using
organic solvents, but there is not an optimized process because of time process or solvent
type are not defined, and different solvents and times process are used. Therefore, the aim
of this work was to evaluate how cytotoxicity against in vitro L5178Y lymphoma cells was
affected by Citrus aurantifolia swingle, Citrus sinensis and Citrus reticulata seeds extracts
evaluating two solvents (Methanol and Acetone) and two process times (5 and 8 hours).

Methanol extract from C. aurantifolia swingle showed a higher yield extract of 11.43% +
0.3 followed by acetone extract also from C.aAurantifolia swingle; lower yields were
obtained by acetone extracts from C. sinensis with a 3.32% £ 1.4 yield. Besides, for
cytotoxicity, extracts from C. reticulata showed lower cytotoxic activity (ICso 95ug/mL) than
extracts from C. sinensis (ICso of 50 pg/mL), but extracts from C. sinensis showed lower
cytotoxic activity than that obtained by C. aurantifolia with a ICso lower than 40ug/mL.

There are no studies that compare cytotoxic activity against L5178Y lymphoma cells by two
extraction methods and their optimization. As a part of this work, we evaluated and
optimized extraction of limonoids by supercritical fluid extraction from Citrus aurantifolia
swingle seeds. Supercritical extraction pressure affects limonoid yield but did not affect the
limonoid composition, which was latter affected only by temperature process. Also, there
was no difference in cytotoxic activity between extracts, showing an ICso of 8.5 pg/mL for
supercritical CO2 and an |Cso of 9 ug/mL for solvent extracts.




INTRODUCCION

En todo el mundo las frutas citricas desempefian un papel muy importante en la alimentacion
debido a que contienen compuestos benéficos para la salud humana, de los que se reconocen en

mayor medida a la vitamina C, ademas de poseer un refrescante sabor y un alto contenido de fibra.

En particular en México, aproximadamente el treinta por ciento de esta produccion es procesada en
diferentes productos, principalmente en jugo, del que se obtienen diversas presentaciones; como
consecuencia de este proceso, se genera un gran numero de desperdicios industriales que pudieran

ser aprovechados de manera tal que generen un mayor valor al procesamiento de los citricos.

Recientemente, se han llevado a cabo estudios en torno a los limonoides y sus propiedades
nutracéuticas. Estos compuestos son una clase de triterpenos altamente oxigenados que se
encuentran principalmente dentro de las semillas de los citricos. Entre las actividades bioldgicas
reportadas para este tipo de moléculas se encuentran la insecticida, antimicrobiana, antiviral, entre
otras, pero la actividad relevante para este trabajo es su actividad citotdxica. La finalidad de este
trabajo es establecer un proceso de extraccion de limonoides a partir de semillas de citricos que son
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desechadas en la industria, esto con base en estudios de limonoides que han demostrado que éstos
son los responsables de la citotoxicidad contra diferentes lineas celulares, y en los que la actividad
citotdxica de los extractos obtenidos fue evaluada in vitro en un cultivo celular contra linfoblastos de
L5178Y.

Con el desarrollo de este trabajo se podra contribuir al aprovechamiento de los subproductos mediante
el uso del proceso de extraccion con CO2 supercritico, debido a que es una técnica que se ha venido

utilizando en los ultimos afios para la obtencién y purificacion de productos naturales.

Aprovechando sus ventajas en comparacion con técnicas convencionales de extraccion, dentro de las
que destacan, menores tiempos de operacion, la obtencién de un producto con mayor pureza y
ademas presenta un menor impacto ecoldgico debido a que no utiliza solventes organicos, lo que
potencia el aprovechamiento de este subproducto otorgandole valor, mediante la obtencién de
extractos bioactivos con caracteristicas seguras que podrian emplearse en la industria farmacéutica y

darle un uso enfocado al aprovechamiento de las propiedades funcionales de los limonoides.
Justificacion

Los citricos representan una parte importante de la industria alimentaria debido a que estos
frutos forman de manera directa o indirecta parte de muchos productos alimentarios, en donde la
produccion de estos citricos a nivel mundial es del orden de los 116.6 millones de toneladas
anualmente, y considerando que el 25-30 % de los frutos producidos se procesan en los diferentes
productos, se genera entonces una cantidad aproximada de 17.5 millones de toneladas de
desperdicios anualmente, principalmente de cascaras y semillas, lo que se convierte en un problema

grande de contaminacion.

Este problema de contaminacién se combina con una problematica mayor de salud como lo es el
cancer, y donde se estima que el efecto de la transicién demografica se traducira en 107,000 casos
extras de cancer por afio en México, desde ahora y hasta el 2030. Estimaciones predicen que el 58%
de estos casos serda en hombres y mujeres = 65 afios y a pesar de que este grupo representa
aproximadamente el 11,5% de la poblacién nacional, no se puede pensar que esto sea un problema

menor.
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Con el objetivo de generar una alternativa contra el cancer en una sociedad que envejece, esta
problematica tiene que ser considerada como una prioridad de investigacion; debiéndose abordar de
una manera multidisciplinaria y aumentando la comprension actual de los factores existentes y en

busqueda de alternativas para el tratamiento de esta enfermedad.

Lo anterior, sumado a la gran diversidad de compuestos bioactivos y desarrollos a partir de productos
naturales, permite considerar a las semillas de los citricos como una posible fuente de bioactivos que
presenten una actividad anticancerigena, debido al contenido de limonoides dentro de las semillas de
los citricos, los que se encuentran en su mayoria en su forma aglicona (forma bioactiva) en las semillas
y de los cuales se ha reportado que poseen una gran variedad de actividades benéficas para la salud

humana, destacando su actividad anticancerigena.

Por lo que surge la necesidad de establecer un proceso adecuado de aprovechamiento de las semillas
citricas para la obtencidn de limonoides, y por ende generar un valor a un residuo industrial. Para ello,
la extraccidn con CO; supercritico resulta ser una técnica innovadora, con ventajas tanto econémicas,
como medioambientales, y con la capacidad de obtener un extracto de limonoides con un citotoxicidad
significativa. Pudiendo ser una tecnologia efectiva para la obtencion de limonoides a partir de semillas
citricas, y que se convierta en una alternativa con un gran potencial para realizar la obtencion de

bioactivos con actividad citotoxica contra linfoblastos L5178Y.

Objetivo general

Desarrollar un proceso de extraccion de limonoides que permita el aprovechamiento de semillas de
citricos para la obtencion de limonoides con una citotoxicidad significativa contra linfoblastos de
L5178Y.

Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad citotoxica de los extractos de limonoides de semillas de C. sinensis, C.
aurantifolia swingle y C. reticulata, obtenidos mediante extracciéon soxhlet con solventes
Organicos.

2. Obtener extractos de limonoides mediante dioxido de carbono en condiciones supercriticas
de las semillas del fruto que presente la mayor actividad citotoxica y comparar su rendimiento

y citotoxicidad con el extracto soxhlet.
I —
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3. ldentificar y cuantificar los limonoides en el extracto de la semilla del fruto que presente la
mayor actividad citotdxica.
4. Definir una metodologia confiable que permita aprovechar las semillas citricas para la

extraccién de limonoides con actividad citotoxica contra linfoblastos L5178Y.
Hipotesis
La extraccion mediante didxido de carbono en condiciones supercriticas resultara en una técnica
adecuada para la obtencion de un extracto rico en limonoides a partir de las semillas de citricos, debido
su alto poder de penetracion y solvatacion, asi como la facilidad que presenta para la recuperacion

del extracto, por lo que permitira obtener un extracto con la misma actividad citotoxica que el obtenido

con solventes organicos, pero con las ventajas que esta técnica presenta.

Organizacion de la Tesis.

Esta tesis esta organizada por capitulos. En el capitulo uno se presenta el contenido de los bioactivos,
los limonoides, comprendiendo el estudio desde su fuente principal, los citricos, la razén por la cual se

sintetizan, su quimica, y sus actividades biolégicas.

En el capitulo dos, se abordan los fundamentos de las metodologias empleadas para el desarrollo del
trabajo de investigacion, como lo es la extraccion tipo soxhlet, la extraccion con fluidos supercriticos,

la evaluacion de la citotoxicidad y el analisis cromatografico.

En los capitulos tres y cuatro se presentan los resultados de la investigacion. El capitulo tres se enfoca
en la evaluacion del proceso para la obtencion del extracto de limonoides mediante soxhlet y la
comparacion de tres diferentes semillas citricas. En el capitulo cuatro se estudia el proceso de
extraccion mediante fluidos supercriticos de la semilla con mayor citotoxicidad evaluada en el capitulo
tres, ademas de hacer una comparacion entre los extractos obtenidos por ambos métodos de
extraccién e incluyendo su analisis cromatogréfico. Estos dos capitulos se presentan con el formato
de publicacion cientifica, con introduccidn, materiales y métodos, resultados y discusion, y

conclusiones.

Finalmente, en el capitulo cinco se presentan todas las conclusiones del trabajo de investigacion,

ademas de las perspectivas a trabajar para enriquecer los resultados.
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CAPITULO UNO

LOS CITRICOS Y SUS LIMONOIDES COMO POTENCIAL CITOTOXICO

1.1.LOS CITRICOS

Los citricos son un conjunto de especies que ocupan el primer lugar en la producciéon mundial de
frutos; éstos son conocidos por su sabor y por su gran versatilidad como producto alimentario, ademas
de que son ampliamente aceptados por los consumidores debido a su alto contenido de fitoquimicos
como el acido ascorbico (vitamina C), carotenoides (licopeno y B-caroteno), limonoides (limonina y
nomilina), flavonoides (hesperidina, naringinas y rutinésidos), el complejo de vitamina B, ademas de
sus nutrientes asociados (tiamina, riboflavina, acido nicotico, niacina, acido pantoténico, piridoxina,

acido fdlico, colina e inositol) que en conjunto funcionan como nutracéuticos (Ladaniya, 2010).

Los citricos pertenecen a la clase Angiospermae, a la subclase dicotiledonea, al orden Rutae, a la
familia Rutaceae, al género Citrus y donde este ultimo cuenta con méas de 145 especies, entre las que
se destacan: naranja clase Angiospermae (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata), limén (Citrus

limon), lima (Citrus aurantifolia), y toronja (Citrus paradisi) figura 1.1 (Espinal y col., 2005).
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C. Aurantifolias.  C. Reticulata C. Sinensis

Figura 1-1 Principales citricos producidos en México.

Estos frutales se cultivan en casi todas las regiones del mundo en donde lo permitan las condiciones
climaticas. Las areas subtropicales actualmente producen grandes cantidades de fruta destinadas a
la exportacion, mientras que en las areas tropicales su consumo es principalmente local. El desarrollo
de la citricultura en las zonas tropicales esta condicionado a factores econdmicos, técnicos y politicos.
Entre los aspectos técnicos debe considerarse seleccion y mejoramiento de variedades para los
diferentes ambientes tropicales, y el desarrollo de una tecnologia apropiada para el fruto en especifico

(Baraona y col., 1998).

Se cree que el cultivo citricola se origin al sureste de Asia (especialmente en Vietnam del Sur y
regiones cercanas a China) o bien, en el sureste de Arabia, exceptuando aquellas areas donde hay
bosque tropical humedo o jungla. Esto se remonta a los 2400 a.C. (Baraona y col., 1998). El
movimiento de dispersion de los diferentes tipos de citricos ocurrié dentro del area general de origen

desde antes de que existiera registro histérico (Espinal y col., 2005).

En relacidn con el origen geogréfico de las distintas especies, C. sinensis 'y C. reticulata parecen
provenir de China e Indochina; C. paradisse, proviene de Malasia e Indonesia donde se daban de
manera silvestres; aunque existen serias dudas en lo que concierne a la determinacion del lugar exacto
de origen del limonero, se puede designar su procedencia de paises del Sureste Asiatico y Malasia
(Ladaniya, 2010).

El color de la fruta se deriva de los pigmentos de carotenoides, clorofila y posiblemente los flavonoides.
El aroma caracteristico se obtiene de los aceites esenciales volatiles encontrados en la cascara. Todos
estos componentes quimicos y muchos otros que se presentan en cantidades mas pequenas, son el

resultado de las influencias combinadas de mecanismos regulados genéticamente, que en conjunto
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con factores fisicoquimicos, biolégicos y ambientales interactian con frutas durante su crecimiento,

incluso después de su cosecha (Ladaniya, 2010).

1.1.1. Estructura macroscépica y microscdopica

Los frutos citricos se cubren con una cascara o piel para proteger la pulpa o porcién comestible de la
fruta. La cascara se compone por fuera de una cuticula delgada cubriendo una capa de la epidermis
(flavedo) conteniendo numerosas bolsas de aceite o glandulas, llenas de un aceite esencial. Ademéas
de estas bolsas de aceite, el flavedo contiene materia colorante que no se distribuye uniformemente
a lo largo de esta capa pero se concentra en cuerpos diminutos llamados cromatdforos, con color
verde en fruta joven y volviéndose amarillo gradualmente en la fruta madura como la naranja (Figura
1.2).

aapies “:a{ g

ENDOCARPO
(Gajo$)

¢ ; W
” 2 \ X

: ‘ e
idermis + Hipcermis + Mesocarpo extéeho - e
Pulpa el .7+ EJECENTRAL '

Figura 1-2 Vista de la seccion cruzada de una naranja.

Una porcién blanca esponjosa de ceélulas parenquimatosas, conocida como el albedo, queda
directamente bajo el flavedo. Las células de esta capa esponjosa se colocan flojamente con grandes
espacios intercelulares y son formas irregulares. Esta capa contiene aproximadamente 20 % de

sustancias pécticas que pueden recuperarse en forma de pectina citrica (Ladaniya, 2010).

La pulpa interna o carne de la fruta consiste en segmentos (I6culos), separados por una membrana
de tejido delgado epidermal y las numerosas bolsas de jugo formadas conteniendo vesiculas y
semillas. Las bolsas de jugo se atan a la pared en cada segmento de ésta y estan en contacto con la
cascara por medio de los hilos finos de longitud variante. Incluido el tejido celular en la parte central
de cada vesicula de jugo que son gotas de aceite. Pueden observarse cromatoforos amarillos de
origen cristalino cuando se aplastan las bolsas de jugo y éstos se examinan microscopicamente

(Ladaniya, 2010).
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El eje central (centro) de la fruta estd compuesto de un tejido esponjoso blanco similar al encontrado
en el albedo. Al centro y membranas del segmento se le llaman colectivamente gajo, donde se extrae

el jugo.

La corteza o cascara: Constituye la parte no comestible del fruto. En las naranjas, las mandarinas y
las clementinas esta poco desarrollada, mientras que en los cidros o en los pomelos constituye la
mayor parte del fruto. La corteza esta formada por el epicarpio y por el mesocarpio externo e interno.
Con la maduracién del fruto, el epicarpio (0 epidermis) adquiere un color naranja o amarillo. El
epicarpio y el mesocarpio externo constituyen el flavedo, donde se encuentran localizadas las
glandulas oleiferas ricas en aceites esenciales. EI mesocarpio interno constituye el albedo, mas o

menos espeso, de color blanco y de textura esponjosa (Ladaniya, 2010).

La pulpa: Es la parte comestible del fruto y esta formada por el endocarpio. Este endocarpio esta
constituido por un conjunto de pelos vesiculas que contienen el jugo, y estan agrupadas en los

segmentos. El niUmero de estos segmentos o gajos varia de 5 a 18.

o De9a 11 para las naranjas
e De8a 11 paralas limas
e De 9a 14 para las mandarinas

e De 12 a 15 para las toronjas

Las semillas: La fruta de los citricos puede presentarse con o sin semilla. Las semillas de citrico son
diferentes en forma, la cual depende de la variedad; las formas principales son: fusiforme, cuneiforme,
ovoide, deltoide, globosa o semiesférica. Una capa de mucilago y pectina en la parte externa de la
semilla previene su desecamiento y la hace resbaladiza. El tequmento exterior de la semilla o testa es
amarillento en color y con rebordes. El final del &ngulo agudo es el punto de la semilla donde esta
insertado el embridn de la fruta. El tegumento interno o tegmen es membranoso y muy delgado. Dentro
de la semilla hay dos cotiledones mas o menos semiesféricos mas el embrion. Los cotiledones en su
mayoria son de color marfil palido o amarillos, excepto en las mandarinas donde éstos son verdes
(Ladaniya, 2010).

Las semillas de citricos son reconocidas como fuente de aceite comestible para uso humano, ya que

contienen acidos grasos palmitico, esteérico, oleico y linoleo (Martinez Guerrero, 2007). Las semillas
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poseen una cubierta dura (lignoceluldsica) y contienen una importante cantidad de fibra, grasas y

proteinas, que son muy poco abundantes en el resto del fruto (Garcia Herrera, 2007).

El porcentaje que representa la semilla en los citricos va de 0.5 a 4 % en peso del fruto. Asimismo,
dentro de estas semillas se encuentra la mayor concentracién de limonoides en forma aglicona; éstos
son compuestos de naturaleza triterpenoide y que poseen una amplia variedad de actividades
benéficas para el ser humano. Se ha encontrado que los tres principales limonoides (limonina, nomilina
y obacunona), son ubicados entre la mayoria de las especies citricas. Y cada especie contiene

concentraciones caracteristicas de limonoides totales e individuales (Rouseff y col., 1982).

1.1.2. Efecto de factores climaticos en la composicion quimica de las frutas.

La composicion quimica de cada fruta esta determinada por las caracteristicas de las diferentes
variedades existentes, influenciada también por factores externos. El suelo en el que se plantan los
arboles determina caracteristicas especiales, tales como la cantidad y tiempo de aplicacién de
fertilizantes. La temperatura del area donde crecen, no solamente tiene influencia en la calidad interna
de la fruta, sino también en su apariencia externa y en la textura. El desarrollo del color superficial esta

fuertemente influenciado por la temperatura del ambiente de crecimiento (Ross y Kasum, 2002).

Las condiciones climaticas son el principal factor que afecta la calidad de la fruta. La alimentacién de
la planta también tiene influencia en las caracteristicas que tendran sus frutos, por ejemplo, utilizar
fertilizantes ricos en potasio afecta la calidad del jugo, puede aumentar el tamafio de la fruta, ocasiona
que la textura de la corteza sea mas gruesa, se presenta una madurez tardia y un bajo contenido de
solidos solubles en el jugo, lo que no sucede cuando se utilizan fertilizantes bajos en potasio (Barret
etal, 2005).

La variabilidad quimica de los compuestos bioactivos y su relacion con los factores genéticos y
climaticos ha sido estudiada por diversos autores; se han realizado comparaciones de la influencia de
la variedad a niveles inter e intraespecificos en el contenido de los micronutrientes de diferentes jugos
de citricos. Existen algunas evidencias de los efectos de la variedad y del medio ambiente en la
produccion de metabolitos secundarios en los citricos. El contenido de flavonoides en las frutas

depende principalmente de las caracteristicas genéticas (Cano y col., 2004).
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1.1.3. Procesamiento

Por otra parte, se sabe que en el ciclo 2013 México ocup6 el cuarto lugar a nivel mundial en la
produccion citricola, al producir siete millones cuatrocientos setenta mil toneladas de citricos
anualmente, siendo naranja y limdn los cultivos con mayor produccion, de la produccion total (SIAAP,
2015). Esta produccién de citricos esta dividida en 4°409,967 toneladas de naranjas; 2°138,736
toneladas de limas y limones; 493,642 toneladas de tangerinas y mandarinas; 425,432 toneladas de
toronjas y 1,700 toneladas correspondientes a otros citricos (FAO, 2014). Los citricos se consumen
principalmente como fruta fresca y generalmente se procesan para obtener jugos (concentrado, fresco,

pasteurizado, etc.), mermeladas o jaleas (Ladaniya, 2010).

Los principales paises productores de citricos son China, Brasil y E. U. A, quienes transforman la
mayoria de la fruta en jugo; los otros paises productores (India, México, Espafia e ltalia) solo destinan
un promedio de entre el 25- 30 % a esta actividad (Russo y col. 2014, Rousef y col., 2009, Bocco y
col., 1998). En México se transforman alrededor de dos millones doscientos cuarenta y un mil
toneladas de citricos anualmente; considerando que el 50% de los frutos procesados corresponden a
cascaras y semillas (Fernandez y col., 2004) se puede suponer que se generan aproximadamente

1"200,000 toneladas de subproducto al afio.

Si consideramos que el fruto contiene en promedio aproximadamente un 2% en semillas, podriamos
hablar de 22,400 toneladas de semillas desaprovechadas anualmente, las cuales contienen alrededor
del 20-30% de aceite vegetal, mismo que hasta la fecha no es aprovechado. Ambos subproductos,
cascaras y semillas, son entonces fuentes interesantes de moléculas que pudieran presentar un efecto
nutracéutico, debido al contenido de compuestos fendlicos, en los que incluimos a los tocoferoles,
acidos fenolicos y flavonoides, como polimetosilato, el glicosilato, naringina y la hesperidina, y al

contenido de limonoides como limonina, nomilina, y obacunona, entre otros bioactivos.

Esta cantidad de subproductos se convierte en un problema de contaminacién debido a que son
susceptibles a sufrir deterioro microbiano y rara vez son aprovechados, y cuando se utilizan, no se
aprovecha su potencial nutracéutico, porque solo son utilizados como alimento para ganado 6
compostas, pudiendo ser una fuente de pectinas, d-limoneno, acido ascorbico (Russo y col. 2014,
Bhimanagouda y col. 2009; Fernandez y col., 2004, Rousef y col., 2009) o de compuestos fendlicos,

aceites esenciales, flavonoides, acidos fenolicos, entre otros, los cuales han mostrado diversas
]
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actividades bioldgicas (Manthey y col., 1996; Benavente y col., 1997; Bocco y col.., 1998; Cowan,
1999; Manthey y col., 2001; Stange y col., 2002) incluso también pudieran ser una fuente importante
de limonoides, los cuales podrian representar una alternativa contra neoplasias (Manners y col, 2007,
Breksa y col. 2007, Bagge, 2003, Jaiprakash y col. 2010, Jaiprakash y col. 2009, kotomballi y col
2011).

1.2.LIMONOIDES

Los limonoides son triterpenoides oxigenados con un esqueleto de 4, 4,8-trimetil-17-furanilsteroidal
presentes en la gran mayoria de las familias de las Rutaceae y Meliaceae. Son considerados
metabolitos secundarios a los cuales no se les ha encontrado una relacion directa con el crecimiento

0 desarrollo de las plantas.

Estos limonoides presentan ciertas caracteristicas estructurales como un anillo furano unido a un anillo
D en el carbono C-17, ademas de contener en C-3, C-4, C-16 y C-17 un grupo epoxido y un grupo
metilo u oximetileno en el carbono C-19. Naturalmente, las moléculas de los diferentes limonoides
comparten dichas caracteristicas estructurales (Figura 1.3). Sin embargo, no hay una cifra general

para el peso molecular de limonoides debido a sus diversas estructuras quimicas (Yu, 2004).

Figura 1-3 Caracteristicas Estructurales comunes en limonoides:

Anillo furano (F) en C-17, grupo quetona (B) en C-7, grupo epéxido (E) C-14,15 (exceptuando la desoxilimonina),
anillos lactona (A y D), grupos funcionales oxigenados en el C-3, C-4, C-16 y C-17 y un metil 6 un oximetileno en
el C-19.

Aunque a principios del siglo pasdo se tenia esta informacién, aun no era posible determinar una
estructura quimica, ni mucho menos su peso molecular debido a su diversidad estructural y sus
sensibles modificaciones (Bhimanagouda y col. 2009). Y no fue sino hasta 1938 cuando se pudo aislar

el primer limonoide en jugo de naranja, y fue la limonina. Mientras tanto, investigadores también
____________________________________________________________________________________________________|
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aislaron compuestos similares a la dilactona, esto en la corteza del arbol de corcho (Phillodendron

amurense Rupr), aunque enseguida fueron identificados como obaculactona, que practicamente era

limonina (Hasegawa y col. 2000).

Al mismo tiempo que se identificaba a la limonina, también se pudieron identificar otros limonoides

como la obacunona, la nomilina y el &cido obacunoico, pero los esfuerzos se enfocaron Unicamente

en encontrar la estructura quimica de la limonina, esto por su relacion con el amargor en el jugo de

citricos; veinte afios después se establecié su estructura, composicion C2sHz00s y peso molecular

(470) mediante cristalografia con rayos X (Hasegawa y col. 2000). El peso molecular de la Nomilinina,

otro limonoide aglicona encontrado, fue determinado con una formula de CaeH320s. Los eventos

importantes en los avances de la investigacion en limonoides se pueden observar en la tabla 1.1

Tabla 1-1 Hitos en la investigacion de limonoides en citricos

Ao Logro

1841 Identificacion de limonoides por Bernay.

1938 Aislamiento de limonina e Isolimonina a partir de semilla de naranja.

1940 Identificacion de limonina en diferentes semillas de Citrus spp.

1946 Identificacion de obacunona, &cido obacunoico, &cido isolimonoico

1946 Se estableci6 la estructura de la limonina comprobando la estabilidad del grupo lactona

1948 Aislamiento de nomilina en semillas de naranja y limén y se establecié su formula C;sH3,05

1951 Aislamiento de obacunona en semillas de citricos

1951 Se detectan modificaciones en la estructura de la limonina

1960 Se iQen_ti]‘ican dos anillos lactona en Iimp'nina, los cuales p,uejden ser abiertos reversiblemente,
sustitucién f en anillo furano, oxigenacién en el anillo ceténico.

1960 Se establece la estructura de la limonina mediante cristalografia de rayos X

1961 Presencia de dobles enlaces en anillo furano, insaturacion p de lactona en la obacunona

1960 Aplicacion de espectroscopia de RMN

1965 Aplicacion de RMN para la elucidacion de la estructura de limonoides

1965 Limonina, limonoide mayoritario en toronja.

1968 Identificacion de limonina monolactona, como precursor de limonina.

1970 Desarrollo de cromatografia de capa fina para la identificacién de limonoides.

1975 Desarrollo de HPLC para cuantificacion de limonoides

1986 Se reportan limonoides glucosilados a partir de Melia azedarach

1989 Se reportan limonoides glucosilados en Citrus spp.

2000 se des_arrolla cromatografia de liquidos acoplada a espectroscopia de masas en el analisis de
limonoides.

2002 Obtencion de limonoides glucosilados

2006 Escalamiento de un proceso de purificacion de limonoides

Bhimanagouda y col. 2009
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Una vez identificados los limonoides principales y ya con acceso a nuevas técnicas, como
cromatografia y resonancia magnética nuclear, comenz6 el descubrimiento de nuevos limonoides,
como Dreyer y col., 1965 quienes descubrieron la deacetiinomilina, deoxilimonina, rutaevina y la
ichangina. Estudidndose enseguida la relacion entre estos limonoides, ya que muchos de ellos son

precursores o productos durante la sintesis de limonoides por la planta.

También fue posible entender el contenido de limonoides en las diferentes partes de las plantas, donde
en particular los limonoides en citricos se encuentran distribuidos en los tejidos conectivos del arbol,
pero conforme el arbol crece y madura, los limonoides se distribuyen en las diferentes partes, tanto
del arbol como en el fruto (Endo y col. 2002, Berhow y col.; 2000) y dentro de la distribucion de los
limonoides en el fruto, la mayor cantidad se presenta en las semillas, siendo menor en cascarilla de
semillas, después en el albedo, flavedo y por ultimo, en mucho menor concentracion, en las vesiculas

del jugo como se aprecia en la Figura 1.4.

Figura 1-4 Distribucion de limonina en toronja blanca y tejidos vegetales (ug/100mg).

Dentro del género Citrus, se encontré que los limonoides pueden estar presentes en forma natural de
dos maneras: en forma glicosilada (principalmente en el jugo y tejidos del fruto) y en forma aglicona
(principalmente dentro de las semillas) (Vahdettin y col., 2010). La forma glicosilada de los limonoides
se encuentra enlazada a una molécula de glucosa mediante un enlace B-glucosidico a la posicion 17
del anillo-A lactona del limonoide (Herman y col., 1990, Hasegawa y col, 2000; Berhow y col. 2000).
Estos forman una molécula polar soluble en agua con un sabor insipido. Los limonoides aglicona son

la forma hidrolizada de los limonoides glicosilados ya que no contienen la molécula de glucosa
I —
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enlazada a su estructura, por lo tanto son moléculas no polares insolubles en agua y poseen un sabor

amargo (Vahdettin y col., 2010).

La Figura 1.5 muestra la diferencia estructural entre una molécula de limonoide aglicona y su forma

glicosilada.

Forma aglicona Forma glicosilada

Figura 1-5 Limonoide en estado aglicona y glicosilado.

Los limonoides aglicona se clasifican en limonoides monolactonas y en limonoides dilactonas. Los
primeros tienen un anillo-D abierto (como el D-limonoato lactonano). Y los segundos tienen el anillo-D
cerrado (como la limonina) (Yu, 2004). En la Figura 1.6 se muestran las principales formas de aglicona
de los limonoides limonina (1), nomilina (2), y obacunona (3), mientras que la limonina 17 alfa-D-

glucopiranésida es la forma glicosilada predominante (Ruberto y col., 2002).

Estos metabolitos al ser constituyentes importantes en los citricos, exhiben un amplio rango de
actividades bioldgicas, como la antibacterial, antifingica, antiviral, citotoxica y actividad insecticida;
esta Ultima es una de las razones de ser de los limonoides aglicona (Hazrat y col. 2012, Hafeez y col.
2011;), porque estas propiedades se desarrollan para proteger a la semilla de la gran cantidad de
insectos, incluso, estos limonoides aglicona se pueden encontrar a lo largo de la planta citrica en
estado joven, y se cree que es para su proteccion del ataque de ciertos insectos y microorganismos
patogenos durante el crecimiento de la planta (Cowan, 1999; Manners, 2003; Hasegawa y col., 2000;
Ruberto y col., 2002).

1.2.1. Biosintesis de limonoides

Las rutas de la biosintesis de los limonoides han sido propuestas con base en un estudio de rastreo
radioactivo desarrollado por Hasegawa y col. 2000. La nomilina es frecuentemente el precursor de

todos los demas limonoides aislados del genero Citrus y de sus hibridos. La nomilina es biosintetizada
I —
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en la region del floema del tejido del tallo, esto a través de las rutas biosintéticas de los terpenoides
del acetato y mevalonato, a partir del farnesil pirofosfato. Misma que es entonces transportada del tallo
hacia las hojas, a los tejidos de la fruta, a la cascara y semillas, donde posteriormente se metaboliza
dentro de los otros tejidos, generando los demas limonoides a través de al menos cuatro diferentes
rutas: la ruta de la limonina, Figura 1.7, la ruta de la calamina, la ruta de ichangensis y la ruta del 7-

acetato- limonoide (Hasegawa y col., 2000).

Obacunona (3)

Figura 1-6 Estructura de los principales limonoides aglicona dentro de las semillas citricas.

Existen cinco grupos de enzimas involucradas en la biosintesis y biodegradacion de los limonoides en
los citricos. Un grupo esté presente sélo en la region del floema del tejido del tallo y se dedica a la
produccion de nomilina. Un segundo grupo que esta encargado de la conversidn de la nomilina en
otros limonoides aglicona como se observa en la figura 1.7 y que esta presente en todos los tejidos

del citrico incluyendo las hojas, el tallo, cascara y semillas, a pesar de la madurez del fruto.

La enzima anillo-D lactona hidrolasa limonoide se encuentra en las semillas y se encarga de catalizar
la lactonizacion del anillo-D. Las recién sintetizadas monolactonas son transformadas a dilactonas
dentro de las semillas mediante esta enzima durante el crecimiento del fruto. La UDP-D glucosa
glucosiltransferasa limonoide, es la enzima que cataliza la conversion de los limonoides aglicona en
sus respectivos glicdsidos durante la maduracion, esta actividad ocurre dentro de los tejidos del fruto

y semillas.
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La actividad de la B-glicosidasa glicosida limonoide, que cataliza la hidrdlisis de los limonoides

glicosilados para liberar los limonoides aglicona y glucosa durante la germinacion de la semilla sucede

solo en las semillas (Hasegawa y col., 2000).
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Figura 1-7 Sintesis de limonina a partir de Nomilina.

1.2.2. Estabilidad de los limonoides

Debido a su amargura la cantidad de limonina se considera un indicador de calidad en la industria
procesadora de citricos. El umbral de amargura de ésta es de 6.5 ppm, y éste es maximizado a un pH
de 3.8 debido a que a este pH se suprime su amargura. Las propiedades térmicas de la limonina son
muy estables y tiene un punto de fusion de 298 °C. La estabilidad y velocidad de degradacion de estos
compuestos se puede ver afectada por diversos factores como la humedad, temperatura, pH, y nivel

de oxigeno.

La limonina es estable en un rango de pH de 2-9 y su méximo de estabilidad esa pH 5y 45 °C. Sin
embargo, la limonina se degrada completamente en un rango de pH 10 - 12. Por otro lado, se genera

un isomero de la limonina llamado &cido limonéxico por el ataque a un anillo furano por un acido fuerte.
|
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Ademas, la estabilidad de la limonina se ve afectada por la temperatura en condiciones acidas o

basicas. La limonina exhibe un méximo de estabilidad a 45°C (Jinhee y col., 2012).

1.2.3. Actividad bioldgica de los limonoides

Diferentes estudios epidemioldgicos sugieren la relacion inversa entre el consumo de frutas citricas y
muchos tipos de cancer (Vahdettin y col., 2010). Los limonoides tienen el potencial para detener,
desacelerar o matar células cancerigenas (Jayaprakasha y col. 2008). También han demostrado
inhibir la proliferacion celular del cancer de mama (Guthri y col. 2000), asi como detener el desarrollo
de neuroblastomas a nivel laboratorio (Poulose y col 2006). Ademas no producen efectos secundarios,
a diferencia de los farmacos actualmente utilizados contra estos padecimientos (Manners, 2007). Por
lo tanto, estos compuestos pueden ser utilizados como ingredientes activos en alimentos funcionales
(Vahdettin y col., 2010).

Por otro lado, los limonoides aglicona (limonina, nomilina y obacunona) tienen la habilidad de inducir
un sistema de enzimas desintoxicantes de la glutation-S-transferasa (GTS) en el higado y en la
mucosa intestinal ( Hasegawa y col., 2000). Esta induccion se reflejé en la inhibicion de la formacién

de tumores en animales de laboratorio (Miller y col., 1989).

Tabla 1-2 Hitos sobre la actividad biolégica de limonoides

Afio Investigacion

1983 Evaluacion de limonoides citricos contra cultivos celulares de leucemia
1986 Actividad insecticida de limonoides citricos

1989 Inhibicién de neoplasia estomacal en ratones por limonoides citricos.
1989 Induccién de GST por limonoides citricos

1989 Inhibicion de carcinogénesis oral por limonoides

1997 Inhibicion de la maduracién de larvas de mosquito

2000 Regulacion de la produccion de apo-B por limonoides citricos

2001 Inhibicion de carcinogénesis de colon en ratas

2003 Actividad antiviral contra VIH

2004 Inhibicién de carcinogenesis oral por limonoides

2006 Inhibicion de carcinogénesis de colon en ratones

2006 Inhibicién de lineas celulares de neuroblastomas

2008 Inhibicién de cultivos celulares de cancer de colon

Bhimanagouda y col. 2009
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Varios limonoides citricos, principalmente limonina, nomilina y obacunona, han demostrado poseer
actividades interesantes para el ser humano, algunas de las cuales se pueden observar en la tabla
1.2, en donde también se observa actividad insecticida y antialimentaria contra una variedad de
insectos plaga, incluyendo el gusano de mazorca (Helicoverpa zed), el gusano cogollero del maiz
(Spodoptera frugiperda), el escarabajo de las papas de Colorado (Leptinotarsa decemlineata) y el
gusano del abeto (Lepidoptera tortricidae). Los limonoides también incrementan la mortalidad y

reducen el desarrollo del mosquito adulto (Culex quinquefasciatus) (Bhimanagouda y col. 2006 ).

1.3.EL CANCER

El cancer puede ser considerado como una enfermedad genética compleja, que es el resultado de
cambios continuos en los genes, generalmente de proliferacion, diferenciacion y muerte celular
(Boccardo y col. 2004). Se caracteriza por el crecimiento desordenado y no controlado de las células,
que en la actualidad se relaciona con el término neoplasia maligna (Almeida y col., 2005). La evidencia
de las mutaciones en los casos de cancer, inicialmente surgié de la observacion de los cambios
genéticos recurrentes y en algunos tipos de tumores especificos. Se sabe que estos cambios afectan
a diferentes pasos en las vias que regulan los procesos de proliferaciéon, diferenciacion y supervivencia

celular (Cavenee y col., 1995; Boccardo y col. 2004).

Las células que sufren la transformacién neoplasica generalmente expresan antigenos que parecen
ser del tipo normal, incluso pueden tener otros signos de inmadurez, aparentes anomalias
cromosomicas cualitativas o cuantitativas, incluyendo diversos cambios y la aparicion de secuencias
de genes amplificados. Estas células proliferan en exceso y forman tumores locales, que pueden
comprimir o invadir estructuras normales adyacentes (Katzung, 2010). Si sumado a esto y a la
complejidad y no existencia de vias alternas en el control de la proliferacién celular, la aparicion de

alteraciones sucesivas adicionales en diferentes genes, repercuten en la formacién de tumores.

En el proceso de progresion tumoral, algunas células tumorales pierden su capacidad de adhesion,
invaden la membrana basal del tejido de origen mediante la produccién de enzimas proteoliticas,
cruzan la pared del vaso sanguineo, caen en las zonas de circulacion y su forma de proliferacion en
otros tejidos aumenta, y es a lo que se le llama metéstasis (Adorjan, 2010). Esta capacidad del
crecimiento desmedido y su invasion a tejidos cercanos y formar metastasis es la responsable de la

muerte de dos de cada tres pacientes con un diagnostico de cancer (Otake y col., 2006).
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Hay diferentes tipos de cancer y cada uno corresponde a diferentes tipos de células del cuerpo. Como
ejemplo, el término que se refiere al carcinoma es el que comienza en los tejidos epiteliales; en el caso
del que comienza en el tejido conectivo, se convierte en sarcoma; y linfoma, se refiere a todos los tipos
de cancer del sistema linfatico o leucemia (Brandao y col., 2010). Actualmente hay mas de un centenar
de tipos de cancer conocidos, diferenciados por la etimologia, el proceso de evolucion y tipo de
tratamiento, por lo tanto, el cancer no puede ser considerado como una sola enfermedad (Carvalho,
2006).

El proceso de la carcinogénesis, es decir, la transformacién de una célula normal en una célula
tumoral, generalmente se produce lentamente, y le puede llevar varios afios a una célula cancerosa
dar lugar a un tumor detectable. Este proceso pasa por varias etapas antes de alcanzar el tumor, y
éste es a menudo el resultado de un sistema complejo y multifactorial, que incluye principalmente la
interaccion de genética y tres categorias de agentes o factores externos como: carcindgenos fisicos
(como la radiacion ultravioleta y ionizante), carcinégenos quimicos (como diversos componentes del
humo del cigarrillo o contaminantes del agua y los alimentos) y carcindégenos biolégicos (como la

infeccidn por ciertos virus, bacterias y parasitos) (Almeida y col., 2005; WHO, 2011).

El cancer es una de las principales causas de muerte en los paises desarrollados y en vias de
desarrollo, por lo tanto, es una preocupacion mundial. Estadisticas globales publicadas en 2007 por
Jemaly col. indican que el numero total de muertes por cancer en 2007 fue de 7.6 millones, o alrededor
de 20,000 muertes por dia, con un 38% en los paises desarrollados y el 62% en los paises en
desarrollo. En 2050, se prevée que ocurran 27 millones de nuevos casos y 17.5 millones de muertes
por cancer en el mundo (Jemal y col., 2007). Por lo que numerosas investigaciones se han dedicado

a estudiar o desarrollar nuevos enfoques para reducir la amenaza causada por el cancer.

El reto para los tratamientos del cancer es distinguir las células malignas de las normales, ya que son
relativamente similares. La quimioterapia es una opcidn importante en el tratamiento moderno del
cancer, ya que se basa en la busqueda de la destruccion de las células cancerosas, que se
caracterizan por el hecho de que se dividen mucho mas rapido que la mayoria de las células normales.
Sin embargo, los efectos indeseables significativos pueden ocurrir en las células normales de
crecimiento rapido, tales como el tracto gastrointestinal, los capilares y el sistema inmunolégico, lo que
da como resultado la aparicidn de diarrea, nduseas, vomitos, alopecia y aumento de la susceptibilidad
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a las infecciones (Almeida y col., 2005; Brand&o y col., 2010). Actualmente existen muchos farmacos
contra el cancer disponibles clinicamente, incluso algunos de ellos proceden de productos naturales y
se utilizan para tratar ciertas leucemias, linfomas y tumores sélidos (Chabner y col.,2005; Devita y col.,
2008) pero ninguno cumple con los requisitos del farmaco ideal contra el cancer, erradicar las células
cancerosas sin dafiar los tejidos normales, por lo que el uso clinico de estos farmacos requiere valorar
que los beneficios sobrepasen la toxicidad o efectos secundarios en busca de un indice terapéutico
favorable (Katzung, 2010).

1.3.1. El cancer y bioactivos de origen natural

Estudios recientes reafirman la importancia de los productos naturales como una fuente de
medicamentos, por lo que la contribucion de los productos naturales en el desarrollo de nuevos
productos farmacéuticos es incuestionable (Barreiro, 2009). Esto basado sélo mediante el célculo de
que en los Ultimos 25 afios, méas del 75% de los agentes contra el cancer probados y validados se

derivan de productos naturales (Nogueira y col., 2010).

Tradicionalmente, los farmacos para el tratamiento del cancer han sido descubiertos por el cribado a
gran escala de productos quimicos sintéticos y productos naturales utilizados en contra de tumores en
animales, principalmente leucemias murinas, como la L5178Y. Por lo que este paso es importante en

la evaluacion de bioactivos contra el cancer (Goodman, 2006).

En la actualidad, la biologia del cancer ha sido muy estudiada y una de las principales lineas de
investigacion en esta area es el desarrollo de nuevos agentes quimioterapéuticos. Siendo las plantas
una amplia fuente de bioactivos que pudieran generar medicamentos a base de éstos, debido a una
impresionante variedad de estructuras y funciones que pudieran presentar actividad contra el cancer
(Cragg y col., 2005).

Entre ellos se encuentran desde los alcaloides de la vinca, vinblastina y vincristina Catharanthus
roseus G. (Apocynaceae), cuyo aislamiento ha introducido una nueva era de la utilizacion de las
plantas medicinales como agentes anticancerigenos (Cragg y col., 2005). El descubrimiento del
paclitaxel, de la familia taxano que es un complejo diterpeno que se extrajo en 1962 a partir de los

extractos de corteza de Taxus brevifolia Nutt. (Taxaceae) o mejor conocido como Yew (Altmann'y col.,
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2007), el cual mostré6 una excelente actividad contra el cancer en cultivos in vitro y en 1977

comenzaron las pruebas preclinicas por el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos (NCI).

Otro hallazgo importante en el area del cancer son las sustancias del género Podophyllum (etop6sido
y tenipdsido), tales como P. peltatum'y P. emodii, utilizado por las poblaciones nativas de América y
Asia en el tratamiento de cancer de piel y verrugas. Todas estas sustancias naturales y sus derivados

trabajan en diferentes tipos de cancer, revelando diferentes espectros de actividad y toxicidad.

Teniendo en cuenta estos aspectos, es obvio el lugar y la importancia que los productos naturales
ocupan en la industria farmacéutica, es por eso que se consideran importantes como fuente de nuevos
bioactivos para el tratamiento del cancer. Basandose en los avances significativos en la investigacion
de la biologia del cancer y en busca de moléculas que funcionan con mecanismos especificos para

cada tipo de la enfermedad (Vieira y col., 2010).

De hecho, méas de un centenar de derivados de compuestos de productos naturales se encuentran en
fase de ensayo clinico, en especial para el tratamiento del cancer y contra algunas enfermedades
infecciosas. Ademas de que existe un total de 13 derivados de productos naturales que ya como
medicamento han sido aprobados para uso clinico entre 2005 y 2007 (Harvey, 2008; Costa y col.,
2010).

Teniendo en cuenta lo anterior, las fuentes naturales todavia estan disponibles en abundancia y
ofrecen las mejores posibilidades de encontrar sustancias de interés terapéutico, mas aun en los
subproductos del procesamiento de alimentos, como en este trabajo, el aprovechamiento de las

semillas de citricos para la obtencion de extractos de limonoides.
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CAPITULO DOS

FUNDAMENTOS DE LA METODOLOGIA

2.1.INTRODUCCION

Existen diversas técnicas de extraccidn para compuestos bioactivos de plantas, algunas
tradicionales como la maceracién, algunas tecnificadas como la extracciéon soxhlet y algunas otras
modificaciones a éstas, como la extraccion asistida por ultrasonido, extraccion asistida por

microondas, o incluso algunas técnicas novedosas como la extraccion con fluidos supercriticos.

En el proceso de extraccion, la mayoria de las modificaciones a la técnica se realizan con el fin de
acortar el tiempo de extraccidn, disminuir el consumo de disolvente, aumentar el rendimiento de
extraccién, y mejorar la calidad de los extractos. Por lo que en este capitulo se presentan las bases
para entender y comparar la extraccién soxhlet convencional y los nuevos métodos alternativos

utilizados para la extraccion de nutracéuticos de las plantas como lo son los fluidos supercriticos, y
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finalmente como estas dos técnicas son empleadas de manera puntual, para la obtencién de

limonoides a partir de componentes citricos.

También, en este capitulo se presentaran las bases para la identificacion de los limonoides obtenidos
y como la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) ha sido una herramienta muy util para la

identificacién de compuestos bioactivos en plantas.

Finalmente se presenta la importancia de la evaluacidn de su actividad biologica en cultivos in vitro,

y la versatilidad del ensayo MTT.

2.2.EXTRACCION

Muchas sustancias biologicas, asi como compuestos inorganicos y organicos, se encuentran como
mezclas de diferentes componentes en un sélido. Para separar el soluto deseado o eliminar un soluto
indeseable de la fase sdlida, ésta se pone en contacto con una fase liquida. Ambas fases entran en
contacto intimo y el soluto o los solutos se difunden desde el sélido a la fase liquida, lo que permite
una separacion de los componentes originales del sélido. Este proceso se llama lixiviacion solido-
liquido, o simplemente, lixiviacion. La operacidn unitaria se puede considerar como una extraccion. En
la industria de procesos bioldgicos y alimenticios, muchos productos se separan de su estructura

natural original por medio de una lixiviacion (Geankoplis, 1998).

En la lixiviacion de materiales solubles del interior de una particula por accion de un disolvente, el
proceso general consiste en los siguientes pasos: el disolvente se transfiere del volumen de solucion
a la superficie del sdlido. Después, dicho solvente penetra o se difunde en el sélido. El soluto se
disuelve en el disolvente. Entonces, el soluto se difunde a través de la mezcla de sélido y disolvente

hasta la superficie de la particula.

Finalmente, el soluto se transfiere a la solucion general. Los numerosos fendémenos que se presentan
en este proceso hacen poco practico y casi imposible aplicar una teoria definida a la accion de
lixiviacion. En general, la velocidad de transferencia del disolvente de la solucién general hasta la
superficie del sdlido es bastante rapida y la velocidad hacia el interior del sélido puede ser rapida o
lenta (Geankoplis, 1998).
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La velocidad de difusion del soluto a través del sélido y la del disolvente hasta la superficie del sélido,
suelen ser la resistencia que controla el proceso global de lixiviacion y dependen de diversos factores,
tales como el tamafio de particula del sélido, la concentracion del disolvente, la temperatura del medio,

el tiempo de contacto, el numero de extracciones, la proporcidn solido-disolvente, entre otros.

El éxito en la extraccidon de bioactivos con solventes a partir de matrices de plantas se basa en la
correcta eleccidn del disolvente, junto con el uso de calor y/o agitacién. Existen técnicas clasicas
utilizadas para obtener bioactivos de plantas como: la extraccion tipo soxhlet, la hidrodestilacion, la

maceracion, entre otras.

La extraccién tipo soxhlet se ha utilizado durante décadas, desde que en 1879, von Soxhlet desarrollo
un nuevo sistema de extraccion (Extractor Soxhlet), a pesar de ser una técnica que requiere de mucho
tiempo y de un alto consumo de solventes es una técnica estandar utilizada por mas de un siglo,
siendo la referencia principal para evaluar la extraccién solido-liquido. La extraccion soxhlet es una
técnica bien establecida, que sobrepasa en desempefio a otras técnicas de extraccion convencionales,

excepto en la extraccion de compuestos termolabiles (Wang y col., 2006).

Entrada de agua

Solvente puro
condensado

Ensanchamento Cartucho
SHén—s- poroso

Ascenso de
vapores

Regreso del
»
solverte +extraido

Figura 2-1 Extractor Soxhlet

En un sistema soxhlet convencional, como se muestra en la Fig. 2.1, el material vegetal se coloca
dentro de un soporte poroso, se coloca el solvente en un matraz de destilacion y comienza a
destilarse, los vapores del solvente llegan al condensador y al condensarse comienzan a inundar la

zona del material vegetal. Cuando el liquido alcanza el nivel de desbordamiento, un sifén aspira la
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solucién del soporte poroso del material y lo descarga de nuevo en el matraz de destilacion, llevando
los solutos extraidos en el liquido al fondo del matraz. En el matraz de solvente, el soluto se separa
del disolvente mediante destilacion y el proceso se repite hasta agotar los solutos, mismos que se

acumularan en el fondo del matraz del solvente. (Wang y col., 2006).

2.2.1. Eleccion del solvente

La seleccion del solvente adecuado para la extraccion, dependeré de la molécula a extraer y debe ser
seleccionado en funcién de la polaridad del soluto. Diferentes solventes obtendran diferentes extractos
y diferentes composiciones de extracto (Luque de Castro y col., 2010; Zarnowski y Suzuki, 2004). El
solvente mas utilizado para extraer aceites de origen vegetal es hexano. El hexano tiene un intervalo
de punto de ebullicion bastante estrecho de aproximadamente 63-69 °C y es un excelente disolvente
de aceites en términos de solubilidad, ademas de su facilidad de recuperacion. Sin embargo, el n-
hexano, el principal componente del hexano comercial, esta catalogado como el niumero 1 en la lista
de 189 contaminantes peligrosos del aire por la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
(Mamidipally y Liu, 2004). Esta situacién también se presenta para los disolventes alternativos tales
como isopropanol, etanol, acetona, cloroformo, entre otros, lo que ha aumentado las preocupaciones

en salud, seguridad y medio ambiente (Mamidipally y Liu, 2004).

En la obtencion de limonoides, es necesario un desgrasado previo, en donde practicamente en todos
los estudios reportados, utilizaron al hexano como solvente para tal efecto, mientras que para su
obtencion se utiliza una amplia gama de solventes, como acetato de etilo, diclorometano, metanol,
acetona, etanol, e incluso agua, para la obtencién de los limonoides glucosilados (Manners y col.,
2007; Breksa y col., 2007; Bagge, 2003; Jaiprakash y col., 2010; Jaiprakash y col., 2009; Kotomballi
y col., 2011).

2.2.2. Caracteristicas de la matriz

La extraccion Soxhlet depende fuertemente de las caracteristicas de la matriz y principalmente del
tamafio de particula, debido a que la difusion interna es la etapa limitante durante la extraccién. Una
evidencia de ello es la extraccion de la grasa total a partir de semillas oleaginosas, donde se logra una
extraccion del 99% en 2 horas si el tamafio de las particulas promedio es menor de 0.4mm, sin
embargo, este mismo nivel de extraccion se logra en 12 horas si se utiliza un tamafio de particula de

2.0 mm. (Luque de Castro y col., 2010; Wang y col., 2006).
|
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2.2.3. Operacion del sistema

Durante la extraccion Soxhlet el disolvente generalmente se recupera por evaporacion. Las
temperaturas de extraccion y evaporacion tienen un efecto significativo en la calidad de los productos
finales. Mamidipally y Liu (2004) encontraron que D- limoneno extraido era ligeramente mas oscuro
en comparacion con el aceite extraido con hexano, probablemente debido a las temperaturas altas de
extraccion y evaporacion usadas durante su obtencién. La temperatura alta de ebullicion para la
recuperacion del disolvente se puede disminuir mediante el uso de vacio o mediante una membrana

de separacion para recuperar el disolvente (Luque de Castro y col., 2010; Wang y col., 2006).

2.2.4. Ventajasy desventajas de la extraccion soxhlet

Las ventajas de extraccion Soxhlet incluyen: (1) el desplazamiento de la transferencia de equilibrio
trayendo repetidamente nuevo disolvente en contacto con la matriz sélida; (2) el mantenimiento de
una extraccion relativamente a temperatura alta con el calor desde el matraz de destilacion y (3) no se
requiere filtracion alguna después de la lixiviacién. Ademas, el método Soxhlet es muy simple y

economico (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998).

Las principales desventajas de la extraccion Soxhlet incluyen: (1) el tiempo de extraccion es largo; (2)
se utiliza una gran cantidad de disolvente; (3) no se puede proporcionar agitacion en el dispositivo
soxhlet para acelerar el proceso; (4) la gran cantidad de disolvente utilizado y que requiere de
concentracion mediante evaporacion y (5) la posible degradacion térmica de los compuestos

termolabiles. (Luque de Castro y Garcia-Ayuso, 1998).

2.3.EXTRACCION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

2.3.1. Historia

En 1822 fue por primera vez reportada la fase supercritica por el Baron Charles Cagniard de la Tour,
en la cual atestigu6 visualmente la desaparicion de la barrera gas liquido, al calentar ciertos materiales
en contenedores cerrados. Los informes consecuentes por Hannay y Hogart (1879) demostraron el
poder solvatante del etanol supercritico (Tc=243°C, Pc= 63 atm) para el cloruro de cobalto, cloruro de
fierro, bromuro de potasio, y el ioduro de potasio, entre ciertos sélidos. Ellos descubrieron que el

incremento en la presion del etanol provocaba que los solutos se disolvieran y que una disminucion
I —
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en la presidén causo que los materiales disueltos precipitaran repentinamente. Afos después, se
demostrd que las solubilidades de ciertos materiales organicos no volatiles en CO2 en condiciones
supercriticas eran superiores por érdenes de magnitud a las esperadas en base a las presiones

vapores de los compuestos puros (Yu, 2004).

En el siglo XX la extraccion con fluidos supercriticos era una técnica descuidada y no existia un interés
en las bases y fundamentos del proceso, en cambio los esfuerzos se encaminaban a desarrollar
nuevas aplicaciones para ésta. En 1964 la patente de Zosel promovié un desarrollo significativo para
la extraccion mediante fluidos supercriticos en lo que respecta a la quimica del proceso. Esta patente
consistia en la descafeinizacion del café verde con CO2 supercritico, donde los granos se remojan en

agua previamente para después ser sumergidos en CO> supercritico.

Desde 1980, las aplicaciones para la extraccion con fluidos supercriticos aumentaron en cantidad y
en variedad, por ejemplo se empleo para la extraccion de lupulo (Laws y col., 1980), la remocion del
colesterol de la mantequilla (Krukonis, 1988), para desarrollar perfumes y esencias a partir de
productos naturales (Coenen y col., 1983), la obtencion de &cidos grasos insaturados del aceite de
pescado (Krukonis Val, 1988),de fltoquimicos a partir de frutas y otras fuentes vegetales (Rozzi y col.,
2002).

En la actualidad se estudia la aplicacion de los fluidos supercriticos en las siguientes areas:
descontaminacion de suelos, reacciones quimicas y de sintesis de quimicos organicos, remocion de

cafeina en café , limpieza de partes electronicas, etc. (Yu, 2004).

2.3.2. Propiedades de los fluidos supercriticos

Un fluido supercritico (FSC) es cualquier compuesto a una temperatura y presion por arriba de su
punto critico. En este punto el compuesto es compresible, se comporta como un gas; caracteristicas
que no tiene cuando esta en estado liquido (fluido no compresible que ocupa el fondo del contenedor).
No obstante tiene la densidad de un liquido y por lo tanto su poder disolvente (Luque de Castro y col.,
1993).

En el diagrama de fases de la Figura 2.2 el punto critico (PC) se encuentra marcado al final de la curva

del equilibrio liquido-gas, y el area sombreada indica la region de fluido supercritico. El punto critico
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de un compuesto se encuentra en la interseccidn de la temperatura y la presion critica (Bhimanagouda
y col., 2006).

Temperatura critica: Por arriba de esta temperatura el componente gaseoso del compuesto puro no

puede ser licuado sin importar la presién aplicada.

Presion critica: Por encima de esta presion, el componente liquido del compuesto puro no puede ser

evaporado sin importar la temperatura aplicada.

Presion

Fase sélida i
. Liguido Fluido supercritico

compresible

Presién critica
Per 3 Punto critico
' Fase

liguida

Py Punto triple ; Vapor sobrecalentado

Fase gaseosa
Temperatura
critica
Ty Tex

Temperatura

Figura 2-2 Diagrama de fases sélido/liquido/gas/fluido supercritico.
PT: punto triple; PC: punto critico; Pc: presion critica; Tc: temperatura critica disolvente

El comportamiento de un fluido en estado supercritico puede ser descrito como el de un liquido muy
mavil. Su solubilidad se aproxima a la de la fase liquida mientras que su penetracién en una matriz
solida se facilita debido a su alta difusividad y baja viscosidad. Como consecuencia, las velocidades
de extraccion y separacion de fases pueden ser significativamente mas rapidas para los procesos de

extraccién convencionales ( Bhimanagouda y col., 2006)
Las caracteristicas de un fluido supercritico se resumen en la Figura 2.3.

La extraccion por fluidos supercriticos es dependiente de la densidad del fluido, la cual a su vez es
manipulada mediante el control de la presidn y temperatura del sistema. El principio basico de la
extraccion con FSC es que la solubilidad de un compuesto dado (soluto) en un solvente varia con
ambas: presion y temperatura. A condiciones ambientales la solubilidad de un soluto en un gas

usualmente esta relacionada directamente con la presion vapor del soluto y es generalmente
I —
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despreciable. Sin embargo en un FSC se han reportado solubilidades de hasta 10 érdenes mayores

que las predichas por la ley de los gases ideales (Simandi y col., 2009).

PODER SOLUBILIZANTE
VARLABLE
UEMAS
CARACTERISTICAS
DENSIDAD DINAMICAS
VARIABLE

(compresiiioan)  (BAJA vISCOSIDAD )

CARACTERISTICAS
GENERICAS DE
LOS FLUIDOS
SUPERCRITICOS

TENSION
SUPERFICIAL
MUY BAJA

AL
DIFUSIVIDAD

-
B

FAVORECEN
TRANSPORTE
EN 5U SENO

PENETRABILIDAD

GASES Liguioos

PERO TIENEN
PROPIEDADES DE

*GASES - DIFUSIVIDAD
*LIQUIDOS: SOLVATACION

Figura 2-3 Panorama general de las caracteristicas mas sobresalientes de los fluidos supercriticos

Una isoterma de solubilidad tipica en la region supercritica presenta una forma sigmoidea Figura 2.4.
Esto indica un incremento exponencial en la solubilidad del fluido hacia un compuesto en particular a
una temperatura constante. Estas condiciones incrementan la posibilidad de extraer cierto tipo o grupo
de compuestos eligiendo temperaturas y presiones donde la solubilidad para estos compuestos se
maximiza. Cambiando estas condiciones cambiara la selectividad para diferentes compuestos

(Bhimanagouda y col., 2006)

Presion de extraccion
4

Solubilidad

1 Presidn de recuperacién

Presion —

Figura 2-4 Solubilidad de un soluto en funcion de la presion a temperatura constante

Dicho comportamiento sigmoideo de la solubilidad permite la facil recuperacion de los compuestos
disueltos. Cerca del punto critico, el calor latente de vaporizacion es muy bajo, esto quiere decir que
la separacion del producto de una extraccidn es simple y consume muy poca energia ( Bhimanagouda
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y col., 2006). En la tabla 2.1 se muestran los fluidos supercriticos comunmente utilizados asi como

sus parametros criticos.

2.3.4. Dioxido de carbono como solvente supercritico

De entre todos los fluidos supercriticos el CO2 ha sido mayormente estudiado y aplicado debido a sus
bajos parametros criticos (31.1°C, 73.8 bar), a que es un gas econdmico, de facil disponibilidad en
estado puro, no toxico y no flamable (Lang y col., 2001; Bhimanagouda y col., 2006; Yu, 2004).
Ademas de las caracteristicas propias de los fluidos supercriticos, la baja temperatura critica del
didxido de carbono lo convierte en un solvente adecuado para compuestos termo-sensibles. Por otro
lado, el uso del CO2 como solvente propicia una condicidn anaerdbica para los compuestos altamente
insaturados. Desde el punto de vista del proceso, manejar el CO2 es seguro y no existen problemas

de residuos de solvente en los productos finales (Bhimanagouda y col., 2006).

Tabla 2-1 Fluidos supercriticos cominmente usados.

COMPUESTO TEMPERATURA CRITICA (K)  PRESION CRITICA (BAR)

Di6xido de carbono 304.1 73.8
Etano 305.4 48.8
Etileno 282.4 50.4
Propano 369.8 42.5
Propileno 364.9 46

Trifluorometano 299.3 48.6
Clorotrifluorometano 302 38.7
Amoniaco 405.5 113.5
Agua 647.3 221.2
Ciclohexano 553.5 40.7
n-Pentano 469.7 33.7
Tolueno 591.8 41

(Yu, 2004)
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Cuando se considera la estructura quimica y orientacidn de los atomos en la molécula del CO2, posee
dos atomos de oxigeno ligados a un atomo de carbono de manera perfectamente simétrica, esto lo
convierte en un solvente no polar que puede ser utilizado para la extraccion de solutos no polares. A
fin de incrementar la polaridad del CO2 supercritico, regularmente se utiliza un co-solvente en
cantidades pequefas (1-5% mol). El sistema de co-solvente se encuentra en un estado supercritico
cuando la presion y la temperatura se encuentran por arriba del punto critico de la mezcla, que

usualmente no son muy diferentes a los valores para el CO2 puro (Bhimanagouda y col., 2006).

Trabajos recientes de extraccion a partir de citricos utilizando CO, supercritico han reportado la
viabilidad para la extraccion de limonoides y flavonoides a partir de las semillas y los subproductos de
éstas (Yu, 2004).

2.3.5. Proceso de extraccion supercritica

Un proceso de extraccion supercritica consiste en dos pasos: La extraccion del componente soluble
en el solvente supercritico y la separacion del soluto extraido del solvente. La matriz de extraccion
puede ser solida liquida o viscosa (Martinez, 2007). En la Figura 2.5 se muestra un diagrama general

del proceso.

Valvula

>k

Separador
Extractor

T_Q*

Bomba

Figura 2-5 Diagrama basico para una extraccion supercritica

La forma en que opera el sistema se resume a continuacion. El material a extraer se coloca dentro del

extractor, después se hace pasar el fluido supercritico dentro del recipiente de extraccion mediante
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una bomba de solvente. El sistema se presuriza hasta alcanzar la presién y la temperatura de
extraccion, aqui el solvente solubiliza los componentes afines de la matriz; en ese momento se hace
fluir lentamente el solvente fuera del recipiente de extraccion hacia el separador, manteniendo la
presion y la temperatura en el sistema. Una vez en el recipiente de separacion la caida de presion
provoca que el fluido cambie de fase y se separe abruptamente de los componentes disueltos para

poder ser recuperados faciimente, y el solvente pueda ser recirculado al sistema y poderse reutilizar.
Dependiendo del objetivo de la extraccién se pueden presentar dos escenarios (Martinez, 2007):

1) Separacion del material portador. En este caso el material de alimentacion es el producto final

después de la remocion de compuestos indeseables.

2) Separacién del material extraido. EI compuesto extraido del material de alimentacién constituye el

producto final.

Algunas de las ventajas y desventajas de la extraccidn por solventes supercriticos en comparacion

con los métodos convencionales se resumen en la Tabla 2.2.

La temperatura, la presion y el tiempo de operacién son factores caracteristicos de la matriz, del
solvente a utilizar y del componente a extraer. Investigaciones previas utilizando CO2 en estado
supercritico recomiendan, para las semillas citricas, una presién de extraccion en el rango de 350 —
400 bar y una temperatura entre 40 — 60 °C, con un tiempo de extraccion de aproximadamente 2 h
(Martinez, 2007; Ueno y col., 2008; Yu y col., 2007).

A nivel industrial, la extraccion con fluidos supercriticos ha sido empleada en el desarrollo y
comercializacion de una gran variedad de procesos dentro del ramo alimenticio, ambiental, extraccion

de productos naturales y la industria farmacéutica, por mencionar algunas (Herrero y col., 2010).
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Tabla 2-2 Ventajas y Desventajas de la Extraccion Supercritica.

Ventajas

Desventajas

Debido a su baja viscosidad y alta
difusividad, el fluido supercritico
puede penetrar dentro de un solido
poroso con mayor facilidad, lo que
resulta en una extraccion mas rapida.

La disolucién del FSC es controlada
en funcion de la presion y/o
temperatura.

En la extraccion supercritica se hace
pasar fluido fresco a través de la
muestra continuamente.

Los FSC son facilmente recuperados
del extracto mediante
despresurizacion.

Los compuestos termolabiles pueden
ser extraidos sin dafio alguno debido
a las bajas temperaturas empleadas.

La extraccidn supercritica utiliza
solventes no hostiles con el medio
ambiente.

El FSC puede ser reciclado o reusado,
minimizando la generacién de
desperdicios.

Debido a la naturaleza del proceso se
requieren presiones elevadas para
llevar a cabo la extraccion.

Alta inversién de capital para el
equipo y mantenimiento.

La compresion del solvente requiere
medidas elaboradas de recirculacion
para reducir los costos energéticos.

(Lang y col., 2001; Luque de Castro y col., 1999; Simandi y col., 2009).
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2.4.EXTRACCION DE LIMONOIDES

A razon de las investigaciones acerca de las funciones bioactivas de los limonoides, la demanda por
limonoides purificados se ha incrementado significativamente (Yu, 2004). Por desgracia, los
limonoides aun no estan disponibles de manera comercial. En la industria de los citricos, las cascaras,
semillas y las melazas son tres de los mayores subproductos que contienen muchos compuestos con
actividades bioldgicas favorables para la salud humana. Para la industria citrica es practico y
economicamente benéfico brindar un valor agregado a sus subproductos, especialmente en forma de

compuestos bioactivos tales como los limonoides.

En la Tabla 2.3 se resumen diferentes métodos desarrollados para la obtencién de limonoides, de

manera mas especifica la extraccion de la limonina a partir de la semilla de diferentes citricos.

La técnica tradicional de extraccion de este tipo de compuestos se realiza por medio de solventes
orgénicos (Chen y col., 2007). En la Tabla 2.3 se presenta esta técnica (Soxhlet) asi como algunas
variaciones (macerado, agitacion, asistida por ultrasonido, Flash), los rendimientos obtenidos por
medio de este método son similares a los reportados para las demas técnicas, pero la extraccion
mediante solventes orgénicos puede presentar inconvenientes tales como la degradacion de
componentes termolabiles, los largos tiempos de operacion, la necesidad de grandes cantidades de
solvente, asi como no ser una técnica amigable con el medio ambiente (Chen y col., 2007; Liu y col.,
2012; Jaiprakash vy col. 2009; Vikram y col., 2007).

La extraccion mediante solventes hidrotropicos (Tabla 2.3) es una técnica desarrollada con vista en
las crecientes preocupaciones ambientales y busca una manera de extraer los limonoides utilizando
el minimo de solventes organicos. Desafortunadamente requiere largos tiempos de proceso y tiene

rendimientos bajos en comparacion con los demas métodos (Dandekar y col., 2008).
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Tabla 2-3 Estudios sobre la obtencion de limonina a partir de semillas citricas.

Rendimiento de

Método Sistema Semilla limonina
(mg/g semilla)
Hexano (8 h) o .
Extraccion con Limon mexicano
solyentes (soxhlet) EtOAc (8 h) (Citrus aurantifolia 3.9
(Jaiprakash y col. 2009) 60.70 °C Swingle)
Naranja agria
1.1
(Citrus aurantium)
Mandarina Cleopatra
3 Hexano (4 h) 2.1
Extraccion con (Citrus reshni)
solventes (soxhlet) EtOAc (4 h)
(Vikram y col., 2007) Mandarina 238
60-70 °C
(Citrus reticulata Blanco)
Toronja Rio Red 6.2
(Citrus paradisi Rio Red)
Semilla triturada
Extraccion por Etanol 70% Mandarina
macerado 5.3
(Liuy col., 2012) 5h (Citrus reticulata Blanco)
50°C
Semilla triturada
Agitador magnético Mandarina
Extraccion con
agitacion Etanol 70% (Citrus reticulata Blanco) 6.1

(Liuy col., 2012)

5h

50°C
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Etanol 70%

y Mandarina
Extraccion con Ultrasonido a 20 Khz
ultrasonido (Citrus reticulata Blanco) 6.4
(Liuy col., 2012) oh
50°C
0
Etanol 70% Mandarina
E>.<traCC|on Flash Cabezg cortante (Citrus reticulata Blanco) 6.5
(Liuy col., 2012) rotatoria a 4000 rpm
5min
Recipiente agitado
g Na-CuS2M
Extraccion por Naranja agria
solventes hidrotrépicos ~ 45°C 0.65
(Dandekar y col., 2008) h (Citrus aurantium)
10% carga solida
Extraccic fuid 483 bar
xtraccion con fluidos . .
supercriticos 50°C Toronja (Citrus paradisi 6.3

(Yuy col., 2007) Macf.)

60 min

El uso del diéxido de carbono en estado supercritico ha demostrado ser un método efectivo para la
obtencién de moléculas bioactivas a partir de fuentes vegetales, por ejemplo la extraccion de f3-
sitosterol, vitamina E y escualeno de las semillas del yuzu (Citrus junos) (Ueno y col., 2008), varios
flavonoides tales como la naringina se lograron extraer de la cascara de la toronja (Citrus paradisi) en
un menor tiempo y uso de solvente que las técnicas convencionales (Giannuzzo y col., 2003). En
estudios recientes se han aislado con éxito isoflavonas, carotenoides y acidos grasos de diferentes
matrices naturales (Herrero y col., 2010). La extraccion con CO2 supercritico es un método
particularmente efectivo para aislar triterpenos, entre éstos la limonina (Tabla 2.3), en un tiempo corto

de proceso (2 horas en promedio) y un rendimiento equiparable al obtenido por el método clasico de
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solventes, ademas de no utilizar solventes toxicos, por lo que es un proceso sustentable desde el
punto de vista ambiental (Chen y col., 2007; Hsu y col., 2001; Yu y col., 2007).

2.5.CROMATOGRAFIA

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) ha sido una herramienta muy util para la
identificacion de compuestos bioactivos en plantas. Usualmente se utilizan sistemas de elucion
binarios con un disolvente acuoso acidificado polar, como puede ser acido acético, acido perclérico,
acido fosforico o acido formico (disolvente A), y un disolvente organico menos polar como el metanol
o acetonitrilo, posiblemente acidificado (disolvente B). Las columnas utilizadas son casi
exclusivamente de fase reversa, C18, en un intervalo de 100- 300mm de longitud, con un didmetro
interno de 4.6mm. Los analisis generalmente son de una hora maximo y con un flujo de 1.0 a
1.5mL/min (Schieber y col., 2001).

La identificaciéon de los compuestos por la técnica de HPLC se basa en el tiempo que tarda un
compuesto en ser eluido de la columna, denominado tiempo de retencidn y se considera una propiedad
caracteristica de un compuesto en una determinada fase movil y estacionaria. El método es también

una herramienta muy valiosa para la cuantificacion de diferentes bioactivos (Merken y Beecher, 2000).

Actualmente existen varios métodos para el anélisis de limonoides en la literatura, los cuales funcionan
correctamente para la deteccidn de limonoides agliconas y glucosidos contenidos en las frutas citricas
y en sus semillas. La mayoria de los métodos analiticos reportados estan dirigidos a la separacion y
cuantificacion de la limonina (Vikram y col., 2007), debido a su contribucién a la amargura y al ser el
limonoide mayoritario. Se han explorado una variedad de técnicas para determinar el contenido de
limonina en diferentes variedades de citricos, dentro de las que destacan la fluorometria, cromatografia
de gases, cromatografia en capa fina, ensayos radioinmunoldgicos incluyendo las enzimas
involucradas, la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), ionizacién HPLC-electron /
espectroscopia de masas y HPLC-ionizacién quimica a presion atmosférica / espectrometria de masas
(Vikram'y col., 2007).

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucion es un método analitico destacado para el anlisis de
limonoides en citricos debido a la facilidad de operacion y a su versatilidad, pudiendo utilizarse
columnas tanto en fase normal como reversa (Vikram y col., 2007). EI HPLC en fase normal ha sido
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descrito por Rouseff y Fisher, 1980 para el analisis de limonina en zumos de citricos. Herman y col.,
1990 utilizaron HPLC de fase reversa C18 para cuantificar limonoides glucosilados; los limonoides
agliconas se separaron en columna de fase reversa C18 eluyendo con metanol-acetonitrilo-agua,
mientras que los limonoides glucosilados se separaron en columna de fase reversa C18 con acido
fosférico 3 mM y acetonitrilo (Vikram y col., 2007). Recientemente, otro método de HPLC de fase
normal ha sido descrito para la separacién de limonoides agliconas en una fase neutra (Vikramy col.,
2007).

La espectroscopia de masas acoplada con cromatografia de liquidos también se ha empleado en la
determinacion de limonoides citricos. Un método de cribado para detectar limonoides glucosilados fue
desarrollado por Tian y Ding, 2000, empleando Cromatografia Liquida de Alta Resolucion en columna

de fase reversa C18 con detector de arreglo de diodos y con espectroscopia de masas.

2.6.CITOTOXICIDAD

La citotoxicidad se define como una alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a un
dafio que puede ser detectado, por lo general cuando son expuestas a un agente especifico (Farlex,
2012; Miller y Keane, 2003).

Actualmente existen diferentes pruebas in vitro para predecir los efectos toxicos de diferentes
compuestos, utilizando como modelos experimentales, cultivos primarios, érganos aislados y lineas

celulares establecidas, esto como una alternativa a la experimentacion animal (Huggins, 2003).

Dentro de las distintas pruebas in vitro se encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces
de detectar mediante diferentes mecanismos celulares conocidos, los efectos adversos de
interferencia con la estructura y/o propiedades esenciales para la supervivencia, proliferacion y/o
funciones celulares. Dentro de éstos se encuentran la integridad de la membrana y del citoesqueleto,
metabolismo, sintesis y degradacion, liberacion de constituyentes o productos celulares, regulacion
i6nica y division celular (Repetto, 2002). La citotoxicidad se define como una alteracion de las

funciones celulares basicas que conlleva a que se produzca un dafio que pueda ser detectado.

Dentro de los ensayos méas conocidos y ya validados se encuentran el ensayo de captacion del rojo

neutro, enlazamiento al azul de kenacid y por ultimo el ensayo de reduccién del Bromuro de 3(4,5
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dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazdlico (MTT) (Fentem, 1994), siendo este ultimo el que se utilizd en

este trabajo de investigacion.

2.6.1. Ensayo de reduccion del MTT

Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular, dada por el nimero de células
presentes en el cultivo, lo cual es capaz de medirse mediante la formacion de un compuesto coloreado,
debido a una reaccion que tiene lugar en las mitocondrias de las células viables (Shayne, 1999). El
MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5- difeniltetrazdlico), es captado por las células y reducido
por la enzima succinico deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazan. Figura 2.6. El
producto de la reaccién, el formazan queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la

solubilizacién de las mismas.

Sal Tetrazolium Cristal Formazén

Figura 2-6 Reduccion del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico (MTT).

De esta forma es cuantificada la cantidad de MTT reducido mediante un método colorimétrico, ya que
se produce como consecuencia de la reaccion un cambio de coloracion del amarillo al azul (Eisenbrand
y col., 2002). La capacidad de las células para reducir el MTT constituye un indicador de la integridad
de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad celular.
La determinacion de la capacidad de las células de reducir el MTT a formazan después de su
exposicidn a un compuesto permite obtener informacion acerca de la toxicidad del compuesto que se

evalua (Jiménez y col. 2007).

Las células deben ser conservadas en condiciones de esterilidad en N2 liquido (- 190 °C). El periodo
de exposiciéon a la sustancia de ensayo varia, pudiendo ser durante periodos cortos (1-2 h de
tratamiento), o largos de 24 6 72 h. La demanda de oxigeno debe medirse al concluir el tiempo de

incubacion 550 nm utilizando un filtro de 620 nm como referencia (Pareja y col., 2007). Por lo general
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se deben realizar al menos 3 réplicas de cada concentracion que se evalua. Se deben evaluar hasta
6 concentraciones del compuesto, alcanzando una concentracion de 1000 pg/mL o hasta el limite

maximo de solubilidad del producto en el medio.

Es necesario tener en cuenta que si el producto que se evalla se precipita en el medio de cultivo,
estos resultados deben ser descartados. Debe utilizarse en el ensayo un control de medio, un control
de solvente y es recomendable un control positivo. Los resultados se expresaran como porcentaje (%)
de células vivas, segun la siguiente relacion: % = D.O. de las células tratadas x 100 D.O. de las células
controles, la curva dosis respuesta debe ser calculada teniendo en cuenta el rango de concentracion
utilizado y el porcentaje de reduccion del crecimiento celular correspondiente. A partir de ello se calcula

la concentracidn que produce la reduccién de la viabilidad celular en un 50 %.

Si las células utilizadas en esta prueba son células cancerosas, entonces se puede utilizar de manera
confiable y los compuestos que resulten toxicos para estas células podrian ser considerados

anticancerigenos.

2.7.CONCLUSIONES

Con base en los fundamentos de las metodologias analizadas podemos establecer que los limonoides
contenidos en semillas de citricos, al ser principalmente de naturaleza no polar, podrian ser obtenidos
mediante extraccion tipo soxhlet con acetona, metanol, y mediante didxido de carbono en estado
supercritico. Aunado a esto una vez obtenidos dichos extractos podrian ser analizados mediante
Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC) con la finalidad de identificar y cuantificar a los
limonoides de una manera adecuada, finalmente para validar la actividad bioldgica de los extractos, el
ensayo de reduccion del Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico resultara efectivo

utilizando cultivos celulares de L5178Y.

Para cada técnica a utilizar dentro de esta investigacion, fue necesario establecer los factores a
controlar, siendo entonces los factores: tiempo de extraccion (5 y 8 horas) y el tipo de solvente (metanol
y acetona) los seleccionados para realizar la extraccion soxhlet. Mientras que para la extraccion con
diéxido de carbono fueron la presion (38.5 y 48.5 MPa) y la temperatura (323 y 333 K). Finalmente
para el andlisis de los extractos y la evaluacion de la citotoxicidad las metodologias que se utilizaron
ya estaban establecidas en estudios anteriores.
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CAPITULO TRES

CITOTOXICIDAD DE LIMONOIDES EXTRAIDOS MEDIANTE
SOLVENTES A PARTIR DE SEMILLAS DE CITRICOS.

3.1.INTRODUCCION

En México se producen alrededor de siete millones cuatrocientos setenta mil toneladas de citricos
anualmente, siendo naranja y limén los cultivos con mayor produccion, de la produccion total (SIAAP,
2015), de los cuales se transforman alrededor del 25- 30 % (Russo y col. 2014, USFDA 2009, Bocco
y col., 1998), lo que corresponde a dos millones doscientos cuarenta y un mil toneladas de citricos
anualmente; considerando que el 50% de los frutos procesados corresponden a cascaras y semillas
(Fernandez y col. 2004), se puede estimar que se generan aproximadamente un millén ciento veinte
mil toneladas de subproductos al afio, lo que se convierte en un problema grave de contaminacion y
de manejo de estos subproductos, debido a que son susceptibles a sufrir deterioro microbiano y rara

vez son aprovechados.
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Los usos que actualmente se les da, no explotan su potencial nutracéutico y solo son utilizados como
alimento para ganado, compostas, en algunos casos para obtencion de pectinas, D-limoneno, acido
citrico, ascérbico ademas de aceites esenciales, (Benelli y col., 2010; Marin y col., 2007; Fernandez
y col., 2004; Braddock, 1999), compuestos fendlicos, flavonoides, acidos fendlicos entre otros, los
cuales han mostrado diversas actividades bioldgicas principalmente antioxidantes y microbicidas que
resultan de interés en distintas industrias (Manthey y col.,1996; Manthey y col., 2001; Stange y col.,
2002; Cowan, 1999; Bocco Yy col.,1998; Benavente y col., 1997; Russo y col., 2014; Bhimanagouda y
col., 2009).

Dentro de las semillas de citricos se ha reportado el contenido de bioactivos muy interesantes, como
son los limonoides, estos se encuentran distribuidos en los tejidos conectivos del arbol, pero conforme
el arbol crece y madura, los limonoides se distribuyen en las diferentes partes tanto del arbol como en
el fruto (Bhimanagouda y col., 2009; Russo y col., 2014; Berhow y col., 2000; Vikram y col., 2010;
Manners y col., 2003) y dentro de la distribucion de los limonoides en el fruto, la mayor cantidad se
presentan en las semillas, siendo menor en cascarilla de semillas, después en el albedo, flavedo y por

ultimo en mucho menor concentracion en las vesiculas del jugo.

Actualmente y mediante técnicas de rayos X, resonancia magnética nuclear, HPLC, entre otras, se
tienen identificados més de 39 limonoides en estado aglicona y 17 limonoides glucosilados en las
diferentes especies de citricos (Manners y col., 2004; Jayaprakasha y col., 2008; Bhimanagouda y col.
2009; Bresca y col., 2008).

Los limonoides se pueden encontrar tanto en su estado glicosilado o en estado aglicona, como se
menciond en el Capitulo 1, los limonoides glicosilados, se pueden comportar como ingredientes
nutracéuticos porque no resultan amargos, comparados con su estado aglicona, y una vez que se
hidrolizan exhiben su efecto bioactivo y potencian bioactividades interesantes en el sector
agroindustrial, lo que resulta atractivo dado a que se puede disminuir la degradacion de la actividad
bioldgica por la presencia de la molécula del glucdsido; pero el tener este glucosido impide el que se
pueda controlar la dosificacion de los mismos, ya que sus efectos dependerian de la eficiencia de su
hidrolisis, lo que ha dado como resultado un sin numero de trabajos de investigacion, en funcién a
utilizar limonoides aglicona o glucosilados (Jinhee y col., 2011; Manners y col., 2007; Jayaprakasha y
col., 2008; Bhimanagouda y col., 2009; Bayazit y col., 2010; Ruberto y col., 2002).
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Para la extraccion de limonoides, existe una ambigtiedad sobre lo tiempos y solventes a utilizar en la
extraccion, ya que segun Vikram y col., 2007, el acetato de etilo con un tiempo de extraccion en
Soxhlet por 4 horas es recomendado, aunque en el 2010, el mismo Vikram y col. 2010, utilizan 8 horas
de extraccion, otros autores como Poulose y col. 2007, consideran que la extraccion es mejor con
metanol y un tiempo de extraccion de 24 horas, Schoch y col., 2001, recomiendan también utilizar
metanol pero con un tiempo de 12 horas, finalmente Hasegawa y col., 2000, sugieren que la extraccion
de limonoides se puede realizar con diferentes solventes que van desde diclorometano, metanol o
acetona, siendo esta ultima y con un tiempo de extraccion de 6 horas, la que recomienda para obtener

el mayor rendimiento de limonoides.

Actualmente los limonoides han despertado el interés debido a la diversidad de propiedades biolégicas
que presentan, especialmente actividad anticancerigena. La limonina y nomilina presentaron un efecto
inhibidor de neoplasia en estomago de ratones (Tian y col., 2001), ademés de que existen evidencias
de inhibicion de cancer de colon, ovario y de neuroblastomas en cultivos de células cancerigenas in
vitro (Kotamballi y col., 2011; Manners, 2007), también se ha reportado la inhibicion del crecimiento
de células cancerigenas de mama, afectandose el receptor positivo-negativo de estrégenos con
limonoides (Guthrie y col., 2000). Algunos limonoides han incluso presentado actividad antitumoral,
sobre tumores en boca de hamsters (Miller y col., 2000). Otros estudios reportan que la limonina y
nomilina presentan un efecto antiviral contra el virus de VIH-1 (Battinelli y col., 2003), si aunado a estas
actividades biologicas agregamos que en diferentes estudios in vivo se ha encontrado que los
limonoides no resultan toxicos (Jinhee y col., 2011; Manners y col., 2007) entonces se pueden
considerar a las semillas citricas como un fuente importante de bioactivos con un beneficio potencial

a la salud.

Por lo que en este capitulo se presenta una metodologia confiable para la obtencion de limonoides a
partir de semillas de Citrus sinensis (naranja), de Citrus aurantifolia swingle (limén mexicano)y Citrus
reticulata (mandarina) mediante solventes, en donde se compararon dos tiempos de extraccion,
ademas de los dos tipos de solventes mas utilizados en la extraccion de limonoides, con la finalidad
de obtener extractos de limonoides con actividad citotoxica in vitro contra linfoblastos L5178Y,
validando asi el proceso de extraccion de limonoides a partir de un subproducto generado del

procesamiento de citricos.
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3.2.MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Materia Prima

Se emplearon semillas de tres citricos diferentes, semillas de Citrus reticulata (Mandarina),
semillas de Citrus sinensis (Naranja) y semillas de Citrus aurantifolia swingle (Limén mexicano), figura
3.1, estas semillas son consideradas subproductos del proceso para la obtencion de jugos citricos.
Las semillas de C. reticulata y C. sinensis se colectaron como desechos de procesadoras locales,
mientras que las semillas de C. aurantifolia swingle correspondian a la cosecha del 2011 del municipio
de Tecoman, Colima, las cuales fueron proporcionadas por la empresa Frutech Co. en bolsas de papel
de 10 Kg, estas semillas estaban deshidratadas y molidas. Por lo que a las semillas de C. reticulata y
C. sinensis fue necesario acondicionarlas, deshidratandolas a la sombra y moliéndolas con ayuda de
un molino de cuchillas marca IKA modelo MF 10 Basic, a una velocidad de operacion de 5000 RPM

previo al proceso de extraccion.

C. Aurantifolia S. C. Sinensis C. Reticulata

Figura 3-1 Semillas deshidratadas de Citrus reticulata (Mandarina), semillas de Citrus sinensis (Naranja) y
semillas de Citrus aurantifolia swingle (Limon mexicano)

3.2.2. Caracterizacion de Semillas

A las semillas deshidratadas y molidas se les analizé su contenido de humedad, el contenido
de extracto etéreo, el contenido de proteina y el contenido de carbohidratos, siguiendo las normas
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NMX-F-083-1986, NMX-F-615-NORMEX-2004, NMX-F-608-NORMEX-2011 y NMX-F-607-NORMEX

respectivamente.

3.2.3. Extraccion con solventes

La extraccion de limonoides se inicia con la remocion del aceite vegetal mediante lixiviacion
con hexano en un arreglo tipo soxhlet, una vez removido el aceite se realiza una segunda lixiviacion
con diferentes solventes. Este proceso resulta sencillo pero difiere en los tiempos de remocién de

aceite y también en el tipo de solvente para la segunda lixiviacion.

Las semillas molidas de cada citrico, C. reticulata, C. sinensis y C. aurantifolia swingle, fueron
tamizadas utilizando solo las que pasaban el tamafio de malla 30; iniciando el proceso con la remocidn
del aceite de cada semilla mediante extraccion soxhlet y utilizando hexano (Karal®) en una relacion

1:10 durante 6 horas como se observa en la figura 3.2.

Figura 3-2 Remocion de aceite vegetal de semillas mediante hexano en extraccion soxhlet

Enseguida, diecisiete gramos de cada semilla ya desgrasadas, se sometieron nuevamente a
extraccién soxhlet, evaluando ahora dos tipos de solventes (Metanol y Acetona) en relacién 1:10 y
evaluando dos tiempos de extraccion (5y 8 horas) como se observa en la figura 3.3. Una vez obtenidos
los extractos de limonoides, éstos se filtraron a través de un papel filtro Whatman no.1 y se evaporaron

en un rotavapor (B-490 Buchi) hasta sequedad (Kotomballi y col., 2011; Cowan, 1999; Vikramy col.;
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2007; Battinelli y col., 2003; Manners, 2007; Ruberto y col., 2002; Balestrieri y col., 2011). Los
experimentos se realizaron por triplicado y se realizé un disefio experimental del tipo multifactorial
multinivel, donde los factores fueron: tipo de semilla en tres niveles ( C. sinensis, C. reticulata y C.
aurantfolia swingle), el tipo de solvente en dos niveles ( Metanol y Acetona) y el tercer factor fue el
tiempo de extraccion en dos niveles (5 y 8 horas), mientras que las variables de respuesta fueron el
rendimiento de extracto de limonoides y actividad citotdxica de los extractos de limonoides, finalmente
el andlisis estadistico de los datos se hizo con el software estadistico Statgraphics Centurion XVI
(StatPoint Technologies, Inc., USA).

Figura 3-3 Obtencion de extractos de limonoides mediante extraccion soxhlet

3.2.4. Evaluacion de citotoxicicidad

La evaluacion de la citotoxicidad de los extractos se realizé en cultivos celulares de linfoma
L5178Y, iniciando con la extraccion de las células L5178Y por puncién en el peritoneo del raton,
extrayendo 1 mL del mismo, figura 3.4 , colocandose enseguida en un tubo de vidrio 13 x 100.
Despues, el extracto celular de L5178Y se lavo con 3 mL de una solucién salina isotonica y se
centrifugd durante 5 min a 1500 rpm, recuperando asi el boton celular L5178Y para enseguida

resuspenderlo en 3 mL de medio de cultivo Roswell Park Memorial Institute (RPMI).

Se tom6 una muestra de 20 microlitros y se agregaron 20 microlitros de Polidinisazobi-1-
aminonaftoldisulfonato de sodio (azul tripano) y se realizé el conteo celular en la camara de Neubauer

en un numero total de 5 cuadrantes x 2 x 5 x 10,000 lo que es igual al numero total de células L5178Y
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ImL para enseguida contar el total de células L5178Y vy realizar el ajuste matematico para obtener la

cantidad deseada de células (5 x 104).

Figura 3-4 Extraccion de las células L5178Y por puncion en el peritoneo del raton

La evaluacion de la citotoxicidad de los extractos se realizé en cultivos celulares de linfoma L5178Y
puestos en cajas de 96 pozos (costar 3595) a los cuales se aplicaron diferentes concentraciones (120
pg/ml, 80 pg/ml,60 pg/ml, 40ug/ml) de los extractos de semillas de C. sinensis, C. reticulata y C.
aurantifolia swingle, mientras que la cantidad de células fue de 5 x 104 células, el volumen final de
cada pozo fue de 200 uL en medio de cultivo RPMI 1640 Gibco, con el pH ajustado a 7 y adicionado
con 10 % de suero bovino fetal (Gibco) previamente inactivado, el medio de cultivo también estaba
adicionado con el antibidtico penicilina 5,000 U. I./mL y estreptomicina 5,000 pg/mL (Gibco),
dosificando 10 mL por cada 500 mL de medio RPMI (Jinhee y col., 2012).

Se utilizo ciclofosfamida (CY-Sigma) (160 mg/mL) como control positivo de citotoxicidad y ademas se
trabajé un control negativo en donde no se aplicé extracto alguno. Enseguida los cultivos de células
fueron incubados por 24 h a 37 °C en atmosfera de CO> al 5% y humedad relativa del 95 %. Al final
del periodo de incubacién se determiné la citotoxicidad evaluando la viabilidad celular mediante la
reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por
la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa y midiendo un compuesto coloreado de color azul
(formazan), generado por la funcionalidad mitocondrial de las células. La intensidad del formazan se
midié a una absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas modelo 680 marca BioRad. Estas
evaluaciones citotoxicas se realizaron por triplicado para cada semilla y concentracion de extracto
(Jaiprakash y col., 2009; Jaiprakash y col., 2010).
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3.3.RESULTADOS

El analisis proximal realizado a las semillas de citricos se hizo por duplicado, y los resultados se
reportan como un promedio (TABLA 3.1) en donde se aprecia que el contenido de proteina en las
semillas va desde un 12.45 % para C. sinensis hasta un 17.78 % para C. aurantifolia swingle, siendo
mayor al 3.90-9.56% reportado por Anwar y col., 2008 y menor al 21.27% reportado por Arriola y col.
2006, sobresaliendo el contenido de proteina de C. aurantifolia swingle, por otra parte el contenido
graso va desde un 21.95% hasta un 34.4%, valores similares a lo reportado en estudios anteriores
(27-39%) , el contenido de carbohidratos va desde un 39.3% para Citrus aurantifolia swingle hasta un

57.22% para Citrus sinensis.

Tabla 3-1 Analisis Bromatoldgico de Semillas de Citricos

DETERMINACION  C. SINENSIS C. RETICULATA C. AURANTIFOLIA

Humedad 5.47 6.25 8.11
Proteina 12.45 11.78 15.78
Cenizas 291 2.95 241
Fibra cruda 38.24 39.46 313
Grasas 21.95 24.5 324
Carbohidratos 57.22 54.52 41.3

3.3.1. Extraccion con solventes

La evaluacion del tipo de solvente y del tiempo de extraccion de las diferentes semillas de
citricos permitié encontrar que el contenido de limonoides depende del tipo de solvente utilizado y del
tipo de semilla, mas no asi del tiempo de extraccion, esto se puede observar en la tabla 3.2 de anélisis
de varianza, lo que puede establecerse como un aporte significativo al proceso de obtencion de
limonoides, debido a que la mayoria de los estudios reportan tiempos mayores a las 5 horas, Poulose
y col., 2007 sugiere un tiempo de 24 horas de extraccion, Schochy col., 2001 recomienda un tiempo
de 12 horas, finalmente Hasegawa y col. 2000 recomiendan un tiempo de 6 h, solo Vikram y col., 2007

reportan un tiempo de extraccién menor, recomendando 4 horas de extraccion.
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Tabla 3-2 Analisis de Varianza del Rendimiento de Extracto de Limonoides.

Fuente Suma de Cuadrados| Gl | Cuadrado Medio | Razon-F | Valor-P
EFECTOS

PRINCIPALES

A:Solvente 51.4358 1 51.4358 14.57 0.0008
B:Tiempo 1.97626 1 1.97626 0.56 0.4616
C:Semilla 236.438 2 118.219 33.49 0.0000
INTERACCIONES

AB 9.33991 1 9.33991 2.65 0.1169
AC 47.4055 2 23.7028 6.71 0.0048
BC 1.83763 2 0.918813 0.26 0.7730
ABC 2.05093 2 1.02546 0.29 0.7505
RESIDUOS 84.7241 24 3.53017

TOTAL (CORREGIDO) 435.208 35

Ademas, la interaccidn entre el tipo de solvente y la semilla del citrico resulto significativa respecto al
rendimiento del extracto de limonoides de C. sinensis, no asi para C. aurantifolia swingle y C. reticulala
en donde el rendimiento de extracto no se afectd significativamente por el tipo de solvente utilizado
como se aprecia en la figura 3.5, en donde se refleja un rendimiento mayor de limonoides en los
extractos obtenidos con metanol que los obtenidos con acetona, esto difiere con Jaiprakash y col 2010,
quienes reportan un 74% mas de rendimiento en los extractos de limonoides utilizando metanol
(2.48%), comparados con los obtenidos con acetona (0.64%) y un 80% mas que los obtenidos con
acetato de etilo para C. aurantifolia swingle, Pero coinciden con Jinhee y col. 2012 quienes también
reportan un rendimiento dependiente del tipo de solvente y obteniendo un mayor rendimiento de
extracto con metanol (9.23%) que con acetona (0.68%), incluso que con acetato de etilo (3.27%) esto
obtenido de semillas de limén, solo que no se reporta el nombre cientifico, lo que impide contrastar los
resultados con los obtenidos en este trabajo y los obtenidos por Jaiprakash y col., 2010, Vikram y col.,
2007 reportan rendimientos del orden del 3.5% pero obtenidos con acetato de etilo para C. reticulata
Blanco y C. paradissi aunque el tiempo de extraccion fue menor con 4 horas de extraccién. Estas
variaciones se deben a las diferentes polaridades de los solventes y que sumado a la diferencias en
la composicion de limonoides aglicona (limonina, nomilina y obacunona) contenidos en las semillas,

se ve reflejado en el rendimiento de extracto de limonoides.
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Figura 3-5 Rendimiento de extracto de limonoides en funcion del tipo de solvente utilizado para cada citrico.

La semilla con mayor rendimiento en extracto de limonoides fue la semilla C. aurantifolia swingle, en
particular la extraida con metanol con un rendimiento de 11.43% £ 0.37, seguido por el rendimiento
obtenido con acetona del mismo C. aurantifolia swingle, el rendimiento mas bajo lo mostré C. sinensis

con un 3.32% % 1.4, también obtenido con acetona, lo que se aprecia en la tabla 3.3.

Los rendimientos de extracto son dependientes del tipo de semilla y la variacion que existe es evidente,
ya que se observan rendimientos bajos similares a los reportados por Jaiprakash y col., 2010 con un
0.44% para extractos obtenidos con acetato de etilo a partir de C. aurantifolia swingle, y a los
rendimientos de 0.68% reportados por Jinhee y col., 2012 obtenidos con acetona a partir de semilla
de limon, rendimientos de 3.5% obtenidos con acetato de etilo a partir de C. reticulata Blanco y C.
paradissi son reportados por Vikram y col., 2007, incluso hasta rendimientos del 25% de extracto

obtenidos con metanol a partir de semillas de C. reticulata por Balestrieri y col., 2011.

Todos estos rendimientos se obtienen con procesos que difieren en tiempo de extraccion, sin embargo,
en este trabajo el tiempo de extraccion no resultd significativo para maximizar el rendimiento de
extracto de limonoides, ya que no existe una diferencia importante entre las 5 y 8 horas de
procesamiento como se aprecia en la figura 3.6, lo que permite reducir las diferencias entre
rendimientos debido a esta factor, siendo afectado el rendimiento de extracto de limonoides solo por
el solvente y tipo de semilla. Ademas, también se puede establecer un tiempo méaximo de 5 horas de
extraccién, reduciendo hasta en un 80 % el tiempo recomendado por Poulosse y col., 2007, en un

70% el recomendado por Jinhee y col., 2012 y en un 60 % el recomendado por Schoch y col., 2001.
|
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Esta reduccion en tiempo dependera de la actividad biologica, y se validaré si el tiempo de extraccidn

tampoco afecta la actividad citotoxica de los extractos sobre L5178Y.
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Figura 3-6 Efecto del tiempo de extraccion sobre el rendimiento de extracto de limonoides.

El efecto particular del tipo de semilla de citrico sobre el rendimiento de extracto de limonoides de cada
fruto se puede apreciar en la figura 3.7 donde se observan dos grupos homogéneos, uno formado por
C. sinensis y C. reticulata y el otro por el C. aurantifolia swingle, estas relaciones son
independientemente del tipo de solvente utilizado y del tiempo de extraccidn, evidenciando que el
citrico con mayor contenido de limonoides es C. aurantifolia swingle, ademas estos grupos sugieren
una diferenciacién entre los citricos dulces y las limas, lo que concuerda con lo reportado por varios
estudios en donde se reportan mayores rendimientos en semillas de C. aurantium que de citricos como
C. reticulata Blanco, C. paradissi, C. tangerina, C. sinensis, entre otros (Jinhee y col., 2012; Poulouse
y col., 2007; Jaiprakash y col., 2010; Bhimanagouda y col., 2009; Vikram y col., 2007; Manners, 2007
Rosuseff y Nagy, 1982; Hassegawa y col., 2000).
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Tabla 3-3 Rendimientos de extracto de limonoides obtenidos para cada citrico

Semilla Solvente Rendimiento (%) std (%)
Metanol 8.95 1.24
C. sinensis
Acetona 3.32 1.4
Metanol 11.39 1.3
C. aurantifolia
Acetona 10.37 2.21
Metanol 5.63 0.787
C. reticulata
Acetona 4,78 0.73

Los resultados obtenidos sobre el rendimiento de extracto de limonoides solamente ayudan a conocer
qué semilla de citrico presenta mayor potencial respecto al rendimiento del extracto de limonoides, en
este sentido fue necesario evaluar la actividad citotoxica de los extractos obtenidos para asi
complementar mediante una actividad bioldgica que las semillas citricas son una alternativa para la

obtencion de bioactivos de interés para el ser humano.
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Figura 3-7 Rendimiento de extracto de limonoides en funcion del tipo de citrico.
3.3.2. Citotoxicidad de extractos de semillas de citricos
La evaluacion citotoxica de los extractos obtenidos mostro que los factores tipo de solvente,

tipo de semilla y tiempo de extraccion tuvieron un efecto significativo sobre la viabilidad celular de

linfoma L5178Y, ademas de que se agregd otro factor a evaluar en este disefio, que fue la
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concentracion del extracto, mostrando también un efecto significativo sobre la viabilidad celular, misma
que se afect6 por la dosis del extracto, presentando un comportamiento del tipo “dosis-respuesta”;
finalmente el tiempo de extraccién, contrario al rendimiento de extracto de limonoides si fue

significativo como se observa en el analisis de varianza en la tabla 3.4.

Tabla 3-4 Analisis de Varianza de la Viabilidad Celular

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado | Raz6n-F | Valor-P
Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Concentracion 51293.5 3 17097.8 56.47 0.0000
B: Semilla 158700. 2 79349.8 262.08 0.0000
C: Solvente 12928.7 1 12928.7 42.70 0.0000
D: Tiempo 1926.39 1 1926.39 6.36 0.0132
INTERACCIONES

AB 47537.5 6 7922.91 26.17 0.0000
AC 5246.36 3 1748.79 5.78 0.0011
AD 1580.68 3 526.892 1.74 0.1635
BC 56031.1 2 28015.6 92.53 0.0000
BD 30942.5 2 15471.3 51.10 0.0000
CD 5681.0 1 5681.0 18.76 0.0000
RESIDUOS 30882.3 102 [302.768
TOTAL (CORREGIDO) 441842. 143

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual

Analizando la citotoxicidad que presentan los extractos de semillas, en la figura 3.8 se observa que la
mayor citotoxicidad la presentan los extractos de limonoides obtenidos de la semillas de C. aurantifolia
swingle, seguida de los obtenidos de C. sinensis y finalmente los obtenidos de las semillas de C.
reticulata; asi como también se observa la citotoxicidad de la ciclofosfamida (CY-Sigma) cuando se
utiliza una concentracion de 160 ug/mL, validando su uso como control positivo, ademas del eficiente
control negativo por el crecimiento de las células sin aplicarles ningun extracto o tratamiento durante

el proceso.
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Figura 3-8 Citotoxicidad de extractos de semillas de citricos obtenidos por diferentes extractos, solventes y
tiempos de extraccion

Con base en los resultados obtenidos a partir de la evaluacion de la citotoxicidad y haciendo el analisis
de varianza, fue posible determinar como el tipo de solvente utilizado en la extraccion de limonoides
si afecta la capacidad citotoxica del extracto obtenido, siendo los extractos de limonoides obtenidos
con acetona, los que mayor citotoxicidad presentaron, como se observa en la figura 3.9, este
comportamiento coincide con los resultados obtenidos por Jaiprakash y col., 2010, quien reportd un
efecto citotdxico dependiente del tipo de solvente contra células cancerigenas de pancreas ( Panc-28)
y donde la mayor citotoxicidad la mostré el extracto obtenido con acetona a partir de semillas de C.
aurantifolia swingle, Jinhee y col., 2012 reportan un comportamiento similar de toxicidad dependiente

de solventes, pero evaluando la inhibicién de proliferacion de células de cancer de mama (MCFE-7).
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Figura 3-9 Efecto del tipo de solvente sobre la citotoxicidad de extractos de semillas de citricos.
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También al hacer el anélisis de los resultados, se observé que la interaccion de los factores que afectan
la citotoxicidad fue importante, y se pudo observar que para aumentar la citotoxicidad, el solvente
interactla de manera particular con cada tipo de semilla, como se observa en la figura 3.10 donde se
aprecia que para los extractos de semillas de C. sinensis la citotoxicidad es mayor si se utiliza acetona
como solvente, esto puede explicarse debido a que este citrico tiene un menor contenido de limonina
y nomilina, contrario a los extractos de semillas de C. reticulata los cuales muestran un contenido
mayor en esos limonoides y donde los extractos obtenidos con metanol presentaron una mayor
citotoxicidad (Vikram y col., 2007; Rouseff y Nagy, 1982); finalmente para los extractos de las semillas
de C. aurantifolia swingle no hubo diferencia significativa en el tipo de solvente, este comportamiento
fue similar al rendimiento, y se explica por las diferencias en la composicion de limonoides ( limonina,

nomilina y obacunona) contenidos en las semillas.
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Figura 3-10 Viabilidad celular de L5178Y ante extractos de semillas obtenidos por diferentes solventes.

A diferencia del rendimiento, la citotoxicidad se afecté conforme se aumenté el tiempo de extraccidn,
lo que sugiere que con 8 hrs de extraccion se obtiene un extracto con mayor citotoxicidad como se
observa en la figura 3.11, aunque esto dependera del tipo de semilla citrica y en donde es posible
apreciar que para C. sinensis y C. reticulata el tiempo si es relevante, mientras que no es asi para C.
aurantifolia swingle, esto se debe a la sensibilidad que presenta este cultivo celular a pequefios
cambios en la concentracion de este tipo de extractos, aunque cuando se analiza la interaccion entre
el tiempo y en particular el tipo de citrico se puede apreciar que no es significativo para C. aurantifolia

swingle, figura 3.12.

1 ——
DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA 66



49 -

40

VIABILIDAD CELULAR (%)

| U S TR TN NN T N N T T (N T T |

5 8
TIEMPO (h)

Figura 3-11 Efecto del tiempo de extraccion de limonoides sobre la Viabilidad celular de L5178Y.

Al analizar el comportamiento por tipo de citrico se observd que la interaccion entre el tiempo de
extraccion y el tipo de semilla muestra un comportamiento contrario entre C. sinensis y C. reticulata,
recomendando un tiempo de extraccion de 8 horas para una mayor citotoxicidad en la semilla de C.
sinensis y un tiempo de extraccion de 5 horas para C. reticulata; finalmente la citotoxicidad de los
extractos de semilla de C. aurantifolia swingle no se afectd por el tiempo de extraccion, siendo
indistinto si el tiempo de extraccion, ya sea 5 u 8 horas, como se puede observar en la figura 3.12,

mostrando un comportamiento similar al rendimiento de extracto de limonoides.
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Figura 3-12 Viabilidad celular de L5178Y ante extractos de semillas a diferentes tiempos de extraccion.

Por otra parte, el factor concentracién mostrd el comportamiento esperado del tipo dosis-respuesta,
donde al aumentar la concentracion del extracto de limonoides se aumento la citotoxicidad de los
extractos, y esto es evidente en la figura 3.13 donde se aprecia que desde la menor concentracion
evaluada existe una citotoxicidad significativa de un orden mayor al 50%. Comportamientos similares
se observan en estudios reportados por Kotombali y col. 2011 quien evalué extractos de C. reticulata
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contra células de cancer de colon (SW480) y fibroblastos (112CoN) o en el reportado por Guthrie y
col. 2000 de extractos de jugo de naranja y toronja contra células de cancer de mama (MDA-MB-435),
o también el mismo efecto dosis-respuesta se observa en el estudio de Zaki y col., 2011 contra células
de leucemia tipo CCRF-CEM y CEM/ADR5000 de extractos de semillas de C. jambhiri Hassk y C.

pyriformis Lush.
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Figura 3-13 Efecto de la concentracion de extracto de limonoides sobre la Viabilidad celular de L5178Y.

Aunado a eso, se encontrd que la citotoxicidad también es dependiente del tipo de semilla de manera
importante, lo que refleja las diferencias en cuanto al contenido de limonoides, donde la semilla que
presentd una mayor citotoxicidad fue la de C. aurantifolia swingle, seguida de C. sinensis y C.
reticulata, como se observa en la figura 3.14, esto coincide con los resultados obtenidos de
rendimiento, donde también C. aurantifolia swingle presentd el mayor rendimiento de extracto de

limonoides y sugiere una mayor citotoxicidad en limas que en citricos dulces.
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Figura 3-14 Viabilidad celular de L5178Y ante extractos de C. aurantifolia swingle, C. sinensis y C. reticulata.

1 ——
DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA 68



Finalmente, el efecto de la concentracion de los extractos de limonoides sobre la citotoxicidad, se
puede apreciar en la figura 3.15, donde se evidencia el comportamiento dosis respuesta para los
citricos C. reticulata y C. sinesis, mas no asi para el extracto de limonoides obtenido a partir de C.
aurantifolia swingle. Ademas, el extracto de limonoides obtenido de C. reticulata mostré una menor
citotoxicidad que el extracto de limonoides de C. sinensis, y este Ultimo mostré una menor citotoxicidad
que el extracto de limonoides de C. aurantifolia swingle, logrando determinarse las dosis citotoxicas
medias para C. reticulata y C. sinensis, CD50 de 95 pg/ml y CD50 50 ug/ml respectivamente. La dosis
citotoxica media para el extracto de limonoides obtenido a partir de la semilla de C. aurantifolia no se
pudo determinar en esta prueba debido a que la dosis menor evaluada (40ug/ml) tuvo un efecto
citotoxico importante, por lo que fue necesario evaluar a dosis menores, mismas que se mencionan

enseguida en el capitulo IV.
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Figura 3-15 Efecto de la concentracion de extractos de limonoides de C. aurantifolia swingle, C. sinensis'y C.
reticulata sobre la viabilidad celular de L5178Y.

Los resultados obtenidos hasta este momento, muestran que la semilla del citrico con mayor
citotoxicidad fue C. aurantifolia por lo que este citrico se eligio6 como base para la obtencién y

evaluacion de extractos de limonoides mediante didxido de carbono en estado supercritico.
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3.4.CONCLUSIONES

La evaluacion de la actividad citotdxica de los extractos de semillas de citricos contra linfoblastos de
L5178Y resultd adecuada para obtener una alternativa de aprovechamiento de un sub-producto,
debido al contenido de limonoides en las semillas. Los resultados de la evaluacion de los extractos de
las semillas de C. aurantifolia, C. sinensis y C. reticulata mostraron una actividad citotéxica
significativa, evidenciando diferencias importantes entre cada citrico, siendo los extractos de C.
aurantifolia swingle los que presentaron mayor potencial citotdxico, al mostrar una dosis letal casi del
cien por ciento en concentraciones de extracto de 40 ug/ml. Ademas de mostrar una misma afinidad
al tipo de solvente utilizado para su extraccion, se puede utilizar acetona o metanol; comportamiento
similar respecto al tiempo de duracion del proceso, debido a que se podria utilizar cinco u ocho horas
de procesamiento; a diferencia de C. sinensisy C. reticulata los cuales si se vieron afectados por estos

factores.

Al haber evaluado dos tiempos menores de extraccion que los reportados en otras investigaciones, se
puede concluir que no es necesario que la extraccion de limonoides sea mayor a las ocho horas,
debido a que el tiempo de extraccion no es significativo y dependera del tipo de citrico a procesar, por
lo que sera necesario optimizar el tiempo de extraccidn para cada citrico. La mayoria de estudios
reportados para la obtencion de extractos de limonoides a partir de semillas de citricos, solo evalua
un tiempo de extraccidn, y en muchos de ellos este tiempo es mayor a las cinco y ocho horas de

extraccion, tiempos evaluados en esta investigacion.

Similar al factor tiempo, el tipo de solvente resultd un factor importante que depende del tipo de semilla,
esto se puede atribuir a las diferencias en composicion de limonoides que existen entre los citricos y
que se vio reflejado tanto en el rendimiento de extracto de limonoides como en la actividad citotoxica
de los extractos, siendo las semillas de C. reticulata las que presentaron un menor rendimiento y una
menor citotoxicidad, contrario a C. arauntifolia swingle que mostré el mayor rendimiento de extracto

de limonoides y la mayor citotoxicidad.

Finalmente, es importante mencionar que con el objetivo de tener un extracto con actividad citotoxica
significativa contra linfoblastos L5178Y, se logro establecer una metodologia donde se recomienda

utilizar la semilla de C. aurantifolia swingle, desgrasandola durante seis horas con hexano y con una
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extraccion tipo soxhlet, seguido de una segunda extraccion de igual manera tipo soxhlet, y empleando
metanol o acetona durante ocho horas. Y una vez evaporado el solvente se pueda tener un extracto

de limonoides con una actividad citotoxica a una concentracion maxima de 40 pg/mL.

Por lo que el siguiente paso en esta investigacion, sera obtener un extracto de esta semilla mediante
una tecnologia libre de solventes, como lo es la extraccion con dioxido de carbono en estado
supercritico, con el objetivo de ampliar aun mas las posibilidades de aprovechamiento de los
limonoides presentes en las semillas de C. aurantifolia swingle, esto debido al sinnimero de ventajas

que se le sumarian a estos extractos por el uso de esta tecnologia.
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CAPITULO 3
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CAPITULO CUATRO

CITOTOXICIDAD DE LIMONOIDES DE C. AURANTIFOLIA EXTRAIDOS
MEDIANTE FLUIDOS SUPERCRITICOS

4.1.INTRODUCCION

Las plantas de citricos se cultivan en todo el mundo y en México no es la excepcion, donde
basicamente existen cuatro especies con importancia comercial de citricos, entre los que destacan
Citrus sinensis (naranja dulce) y Citrus aurantifolia Swingle (Limdn mexicano), donde ademas de su
importancia comercial, destacan por el sinnumero de metabolitos que contienen, y de los que ya han
sido aislados en las distintas especies del género Citrus. Entre los principales metabolitos secundarios

podemos encontrar a los flavonoides y limonoides (Gerolino y col., 2015).

En el procesamiento industrial de los citricos se generan grandes cantidades de subproductos, y como
una parte de estos subproductos se encuentra a las semillas, éstas se obtienen durante el
procesamiento de los citricos, principalmente para la obtencion de su jugo y representan entre el 2-
4% del fruto. En particular para C. aurantifolia Swingle, una fruta citrica amarga que se consume en

todo el mundo como fruta fresca debido a su sabor amargo y a los beneficios para la salud (Navarro y
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col., 2014; Khan y col., 2014); presenta una cantidad de semillas de aproximadamente el 4% del peso

total procesado, siendo similar en cantidad de semillas a C. reticulata.

La investigacion a partir de las semillas de citricos ha demostrado la existencia de compuestos
bioactivos con propiedades en beneficio a la salud, ya que contienen un grupo de metabolitos
secundarios, denominados limonoides, los cuales son compuestos triterpenoides con una estructura
de 4, 4, 8-trimetil-17-furanilsteroidal (Vadehttin y col., 2010; Manners, 2007; Miller y col., 2000; Yu,
2004).

Limonoides en semillas de citricos se encuentran principalmente en su forma aglicona como por
ejemplo limonina, nomilina y obacunona, entre otros (Manners, 2007; Jaiprakash y col., 2009;
Bhimanagouda y col., 2009) a diferencia de las que se encuentran en el jugo, donde la mayoria se
encuentran en la forma glicosilada (Jaiprakash y col., 2009; Breksa y col., 2007). Estos limonoides
presentes en las semillas, le otorgan un potencial de aprovechamiento a los subproductos, debido a
que los limonoides han demostrado una diversidad de bioactividades importantes, tales como
antivirales, antimicrobianos, actividades insecticidas, actividad citotoxica, entre otras (Russo y col.,
2010).

En particular, para la actividad anticancerigena, se ha encontrado que existen varios estudios in vitro
(cultivos de células) que explican la capacidad de los limonoides citricos para inhibir las células
cancerosas Y para actuar como compuestos anticancerigenos. Algunos extractos de limonoides se
evaluaron en cultivos celulares (in vitro), encontrando evidencias de su citotoxicidad, inhibiendo el
crecimiento de células cancerigenas de ovario, de cuello uterino, estomago, higado, incluso células
de carcinoma de mama (Manners, 2007; Jaiprakash y col., 2009; Langeswaran y col., 2013; Jinhee y
col., 20011; Hamdan y col., 2011). Ademas, varios estudios in vivo han demostrado cémo los
limonoides pueden afectar algunos mecanismos fuertemente asociados con el inicio de la mayoria de
los tipos de cancer, como el cancer de colon, cancer de higado y cancer de pulmén (Vadehttin y col.,

2010; Langeswarana y col., 2012; Jaiprakash y col., 2010; Kotamballi y col., 2011).

En el capitulo 3 se evaluaron tres tipos de semillas de citricos C. aurantifolia swingle, C. reticulata y
C. sinensis, como parte del aprovechamiento de dichas semillas para la obtencion de un extracto de
limonoides, al cual enseguida, se le evalud su citotoxicidad contra linfoblastos de L5178Y, siendo los

extractos obtenidos a partir de semillas de C. aurantifolia Swingle, los que presentaron el mayor
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rendimiento y la mayor actividad citotoxica, definiéndose una metodologia para la obtencion de

extractos de limonoides mediante solventes en extraccion soxhlet.

La extraccion de limonoides es comunmente efectuada usando solventes organicos mediante la
técnica soxhlet (Chen y col., 2007; Balestrieri y col., 2011; Jinhee y col., 2012) asi como también
algunas variaciones a la misma, como soxhlet asistido con ultrasonido o simplemente mediante
maceracion, maceracion con agitacién, entre otros. Sin embargo, los rendimientos obtenidos vy la
composicion de limonoides por estos métodos es dependiente del tipo de solvente y del tiempo, como
los obtenidos por Jaiprakashy col., 2010, con un rendimiento de 3.9 mg de limonina/g de semilla seca
obtenido por acetato de etilo, 1.6 mg de limonina/g de semilla seca obtenido con metanol y 0.48 mg

de limonina/g de semilla seca obtenidos con acetona, éstos para semillas de C. aurantifolia swingle.

Mas aun, la extraccion con solventes organicos podria degradar algunos componentes debido a los
tiempos largos de extraccion. Esto con base en que diferentes estudios dividen la extraccion en dos
periodos: el primer periodo con una duracion de 8 horas, con el objeto de remover el aceite contenido
en las semillas, y un segundo periodo, para la extraccion de limonoides, con un tiempo recomendado
de 8 horas (segun los resultados del capitulo 3), esto evidencia que la técnica soxhlet, a pesar de ser
una técnica efectiva, no es eficiente ni amigable con el medio ambiente debido al uso de solventes y
los tiempos largos de extraccion, en el caso particular para los limonoides, suelen ser de por o menos
8 horas (Jaiprakash y col., 2009; Chen y col., 2007; Jayaprakasha y col., 2011; Liu y col., 2012; Vikram
y col., 2007).

Actualmente se desarrollan otras alternativas de extraccion, como la extraccién con solventes
hidrotropicos, en donde se utiliza una minima cantidad de solventes organicos, incluso se puede
prescindir de ellos. Sin embargo, todavia existe cierta preocupacion al respecto desde un punto de
vista ambiental, ya que este método utiliza grandes cantidades de sales y de agua, ademas de mostrar
rendimientos bajos (0.65 mg /g de semilla seca) en limonoides comparado con otros métodos, esto
sin mencionar que también se requiere de tiempos largos de proceso con 6 horas como minimo
(Dandekar y col., 2008).

La extraccion mediante diéxido de carbono en estado supercritico ha demostrado ser también un
método efectivo para la obtencién de moléculas bioactivas de diferentes plantas. Algunos estudios

reportan la obtencion en diferentes matrices alimentarias de compuestos con polaridades similares a
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los limonoides, como isoflavonas, carotenoides, escualenos, naringina, entre otros (Jaiprakash y col.,
2010; Ueno vy col., 2008; Benelli y col., 2010; Giannuzzo y col., 2003).

La extraccion mediante fluidos en estado supercritico ha sido comparada constantemente con la
extraccién mediante solventes organicos, donde la extraccién con fluidos supercriticos resulta ser una
tecnologia efectiva en la extraccidn, con muy pocos o sin residuos de solventes; en algunos casos se
obtienen purezas mayores de los bioactivos, mayores rendimientos de extraccion, y esto en un menor
tiempo de extraccién. En promedio el proceso de extraccién con fluidos supercriticos puede durar
entre 2-6 horas comparado con las 8-16 horas de una extraccion soxhlet, pero estos tiempos
dependeran del material vegetal (Chen y col., 2007; Rai y col., 2014; De Melo y col., 2014; Shortle y
col., 2013; Sovova, 2012; Hsu y col., 2001; Herrero y col., 2010).

En particular para limonoides se ha reportado la extraccion a partir de semillas de toronja mediante
CO: en estado supercritico, obteniendo un rendimiento de limonina de 6.3 mg/ g de semilla seca, este
contenido fue similar al obtenido mediante la extraccion con solventes organicos, pero el tiempo de
extraccion se redujo en 14 horas; esta reduccion se debe a que para la extracciéon mediante CO: la
remocion del aceite vegetal y la evaporacion del solvente no es necesaria, lo que deja el tiempo de

extraccion para fluidos supercriticos en 2 horas (Yu'y col., 2007).

Por lo que en este capitulo 4, se evalu una técnica de extraccion con CO2 supercritico, debido a que
esta técnica ha demostrado ser una técnica con ventajas tanto econdémicas como medioambientales,
y ademas tiene la capacidad de obtener compuestos con un alto grado de pureza sin producir la
degradacion térmica del mismo. También esta tecnologia puede ser efectiva para la purificacién de
componentes organicos y mas especificamente de limonoides a partir de semillas citricas, por lo que
se considerd como una alternativa con un gran potencial para realizar la extraccion de limonoides de

las semillas de Citrus aurantifolia swingle.

Asi pues, se realizd la extraccion mediante diéxido de carbono en estado supercritico a partir de
semilla Citrus aurantifolia swingle evaluando su citotoxicidad contra linfoblastos de L5178Y y se
compard con los resultados obtenidos mediante solventes en el capitulo 3.
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4.2.MATERIALES Y METODOS

Las semillas C. aurantifolia Swingle utilizadas en este estudio fueron originarias de Tecoman, Colima,
México, y fueron proporcionadas por una empresa de procesamiento de citricos (Frutech Co.) las
cuales eran un desecho industrial real. Las semillas corresponden a la cosecha de citricos de 2011 y
se deshidrataron al sol (8% de humedad) para ser molidas por la misma empresa, las semillas
deshidratadas y molidas se entregaron envasadas en bolsas de 10 kg y se almacenaron previamente

a ser utilizadas en el estudio.

4.2.1. Extraccion con solventes

Diecisiete gramos de semillas de C. aurantifolia Swingle fueron desgrasadas con hexano (Karal®)
1:10, mediante extraccion Soxhlet durante 6 h. Enseguida, la semilla desgrasada se extrajo
nuevamente por la técnica de Soxhlet, evaluandose dos tipos de disolventes (metanol y acetona) 1:10,
y dos tiempos de extraccion (5'y 8 h). Los extractos crudos se filtraron a través de papel filtro Whatman
no.1, enseguida se evaporé el solvente en un evaporador rotatorio (B-490 Buchi). Los solventes se
evaporaron hasta sequedad antes de determinar el rendimiento (%). Los experimentos se llevaron a
cabo por triplicado efectudndose un disefio 22; para el anélisis estadistico se utilizé el software
Statgraphics Centurion XVI (StatPoint Technologies, Inc., EE.UU.). Una vez obtenidos los extractos
se les evaluo su actividad citotoxica (Jaiprakash y col., 2009; Jaiprakash y col., 2010; Vikram y col.,
2007; Poulose y col., 2007).

4.2.2. Extraccion mediante fluidos supercriticos

4.2.2.1.Descripcién del equipo

El equipo utilizado en este trabajo se observa en la figura 4.1, y fue un extractor supercritico Waters®

SFE-500MR que se describe a continuacion:
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1) Bomba CO,

2) Bomba Co-
solvente

3) Intercambiador
de calor

4) Recipiente de
extraccion

5) Recipiente de
separacion

6) ABPR
7) Controlador de

temperatura
por zonas

Figura 4-1 Sistema de extraccion supercritica SFE-500MR

Como se muestra en la Figura 4.1 el equipo supercritico consta de diferentes modulos, que a

continuacion se detallan brevemente para el mejor entendimiento del proceso de extraccion.

Bomba CO-

Figura 4.2 - Es de tipo reciprocante, con una capacidad méxima de flujo de 50g/min, y una

presion de operacion de hasta 60.0 MPa. La temperatura de los pistones se controla mediante un

enfriador externo que hace circular anticongelante a través del sistema. La presion de entrada del CO>

a la bomba tiene que ser mayor a 40 MPa para que el sistema pueda alcanzar las condiciones de

operacion. Cuenta con un manometro que registra la presion interna del equipo.

Entrada / Salida de
antcongelante

Figura 4-2 Bomba de CO: Liquido
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Bomba de co-solvente

Figura 4.3 - De tipo pistén, con capacidades de flujo entre 0.01 - 10.00ml/min y una presion
maxima de operacion de 35.0 MPa. El equipo cuenta con un orificio para purgar la alimentacion y asi
evitar el ingreso de burbujas de aire al sistema que pudieran desestabilizar la extraccion (en este

estudio en particular no se utilizd).

Control manual e
indicador de flujo purga

/
Entrada / Salida

co-solvente

Figura 4-3 Bomba de Co-Solvente

Intercambiador de calor

Figura 4.4 - Aqui se precalienta el solvente antes de entrar al recipiente de extraccion mediante

resistencias eléctricas, hasta una temperatura maxima de 150°C.

Entrada / Salida
de solvente

Figura 4-4 Intercambiador de Calor

Recipiente de extraccion

Figura 4.5 - Tiene un volumen de 500 ml, pero la capacidad real es menor debido a la incorporacion
de una canastilla para el manejo de la matriz. Ademas, tiene una chaqueta de calentamiento para
controlar la temperatura con que se realiza la extraccion y un mandémetro. Soporta un maximo de 60.0

MPa al igual que la bomba de CO:x.
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Manémetro

Tapa enroscable

Chaqueta de
calentamiento

Viivula
de purga

Figura 4-5 Recipiente de Extraccion.

Recipiente de separacion

Figura 4.6 -Cuenta con un volumen de 500 ml, con asiento conico y una valvula en el fondo para
facilitar la derivacion del extracto. Soporta presiones de hasta 2.0 MPa y, al igual que el recipiente de

extraccion, cuenta con una chaqueta de calentamiento y un mandmetro.

Manémetro

Tapa enroscable

Chaqueta de
calentamiento

Vilvula
de purga

Figura 4-6 Recipiente de Separacion

Regulador de presion trasera automatizado (ABPR)

Figura 4.7 - Es el encargado de regular la presion en todo el sistema y de propiciar la caida de presion
necesaria para la separacion del extracto y el fluido supercritico. Para llevar a cabo su trabajo cuenta
con una valvula de aguja que cambia de posicion (de 0-6000). Ademas, posee un sistema de
calentamiento interno para evitar el congelamiento de las valvulas debido a la subita descompresion

del fluido supercritico a la salida de éste.
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Entrada / Salida
de solvente

Figura 4-7 Regulador de Presion Automatizado (ABPR)

Regulador de temperatura por zonas

Figura 4.8 -Es el lugar donde se encuentran conectados los termopares y resistencias eléctricas y
donde se centraliza el control de la temperatura a lo largo de las diferentes zonas térmicas en las que
se divide el sistema. El equipo cuenta con unos LEDs que indican en cuales zonas se encuentran

activas las resistencias.

d  S.N.3530899

LEDs
indicadores
de zona

er|lez an L
.chn L @ -
e J

Figura 4-8 Regulador de temperatura por zonas.

El control del flujo, la temperatura y la presion del sistema se realizan con una computadora mediante

el software de control “Thar Instruments Process Suite®”.
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Figura 4-9 Interfaz de control del sistema: 1) Bomba de CO2, 2) Bomba deCo-Solvente, 3) ABPR 4) Control de
Temperaturas por zonas

La figura (Figura 4.9) muestra la pantalla principal del programa de control donde se encuentran los
diferentes controles del sistema asi como el valor de control de temperatura, presién y flujo, ademas
de los controles generales para iniciar/detener el sistema. Dentro de cada una de las secciones se

pueden especificar las condiciones de operacidn a las que se va a trabajar.

4.2.2.3.Procedimiento de extraccion

El equipo cuenta con una canastilla desmontable (Figura 4.10) que facilité el manejo de la semilla de
C. aurantifolia Swingle a extraer y la limpieza del recipiente de extraccion. Se tomé una muestra de

130 gramos de semillas y se colocaron dentro de la canastilla.

Esta a su vez fue colocada dentro del recipiente de extraccion y se procedié a cerrar correctamente
para evitar fugas de CO. debido a las altas presiones con las que trabaja el equipo. Posteriormente
se abrié la valvula del tanque de CO> (grado industrial, INFRA™) y se alimentaron las condiciones de

operacion dentro de la interfaz grafica del equipo, procediéndose a iniciar la bomba de solvente.
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1) Canastilla de Extraccion
-,
2) Semilla de C. Aurantifolia
comprimida

Figura 4-10 Canastilla de extraccion utilizada en la extraccion supercritica

Al inicio se establecio el flujo maximo de solvente que la bomba puede manejar (50 g/min) para lograr
la presion de extraccion de una manera rapida. Una vez alcanzada la presion de operacion, se fijo el

flujo en 10 g de CO2/min debido a que es el recomendado por trabajos anteriores (Yu y col., 2007).

El tiempo de cada extraccion fue de 2 h ya que a este tiempo se asegura la extraccion casi en su
totalidad de los limonoides (Giannuzzo y col., 2003; Yuy col., 2007; Uenoy col., 2008). La temperatura
dentro del recipiente de separaciéon se mantuvo en 60 °C para todos los experimentos, ademas de
evitar que el material extraido no solidificara facilitando su recuperacién. Una vez terminado cada
experimento, se detuvo el funcionamiento de la bomba y se purgd la salida del gas de manera gradual
con la ayuda del control manual del ABPR, esta purga provocé un aumento significativo en la presion
dentro del recipiente de separacion (aprox. 1.0 MPa) que se aproveché para recuperar el extracto de

manera mas eficiente mediante la valvula localizada en el inferior del recipiente.

En el proceso de extraccion se evaluaron los efectos de dos niveles de presion (38.5 y 48.5
megapascales (MPa)) y dos niveles de temperatura (323 y 333 K) sobre el rendimiento de extracto

crudo de limonoides, enseguida se evalug la citotoxicidad de los extractos contra linfoblastos L5178Y.

Para realizar la extraccion con dioxido de carbono en estado supercritico se utilizo un flujo constante
de 10 g de CO2/ min y se establecio una alimentacion del CO2 por debajo del recipiente de extraccion.
El tiempo total de extraccion fue de 2 horas (Ueno y col., 2008; Giannuzzo y col., 2003; Yu y col.,
2007).

Se utilizé un disefio central compuesto 22 con 43.5 MPa'y 328 K como el punto central, lo que permiti6
evaluar los efectos lineales e interacciones entre los procesos de presion y temperatura del proceso,
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ademas de analizar los efectos y factores cuadraticos de curvatura. El anélisis se realizé también por

el software Statgraphics Centurion XVI software (StatPoint Technologies, Inc., USA).

4.2.3. Analisis HPLC (High-performance liquid chromatography)

El analisis de los extractos se realiz en un HPLC modelo 996 Waters® equipado con un detector de
arreglo de diodos. La separacion se realizé en una columna de fase reversa C18 Phenomenex Luna®
5 micrones 100 A 250 x 4,6 mm. Se utilizé una elucion isocratica de agua / acetonitrilo, 54/46%, con
un flujo de 1 mL / min. El volumen de inyeccion fue de 30 pL; previo a la inyeccion, los extractos

experimentales se filtraron a través de un filtro Millipore de 0.45 pm.

Se utilizé un estandar de limonina (Sigma-Aldrich) para la identificacion y se realizd una curva de
calibracién con el mismo estandar para la cuantificacion (Anexo ##) de limonina en los extractos. Los

picos y areas cromatograficas fueron analizados utilizando el software Empower Pro.

4.2.4. Actividad Citotoxica

La actividad citotdxica se llevd a cabo en cultivos celulares en una microplaca de 96 pozos (Costar®
Corning® 3595), en donde se evaluaron extractos de acetona y de metanol obtenidos a las 8 h, y el
extracto con CO2 supercritico obtenido a 48,5 MPa y 333 K. Se evaluaron diferentes concentraciones
de extractos (40, 20, 10, 8, 5, 1, y 0,5 yg / ml) sobre células de linfoma L5178Y (5 x 104),
concentraciones menores a las evaluadas en el capitulo 3 para C. aurantifolia swingle. El volumen
final de cada pozo fue de 200 I, y estaba compuesto de medio 1640 Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) (Gibco®, pH 7), suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) inactivado previamente
(Gibco®); 5000 1U / ml de penicilina y estreptomicina (Gibco®), se usaron 5 mg / ml como antibiético,
10 ml por 500 ml de RPMI.

Ciento sesenta pg/mL de ciclofosfamida (CY-Sigma-Aldrich) se utilizaron como control positivo para la
citotoxicidad. Las células se incubaron durante 24 horas a 310 K a presién atmosférica con 5% de CO>
y humedad relativa del 95%. Al final del periodo de incubacién se evalu6 la viabilidad celular mediante
la prueba MTT, descrita en los capitulos 2 y 3, a una absorbancia de 570 nm en un lector de
microplacas BioRad modelo 680. Estos experimentos se llevaron a cabo por triplicado (Jaiprakash y
col., 2009, Jaiprakash y col., 2010).
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4.3.RESULTADOS

4.3.1. Extraccion con solventes

Al analizar los resultados de la extraccion con solventes, se encontrd que no existe diferencia
significativa respecto al rendimiento del extracto crudo (%) en base seca (BS) entre los tipos de
solventes (P value > 0.05). Y en donde se obtuvieron rendimientos de extractos promedio en el orden
de 11.39% BS + 1.3 para los extractos con metanol y 10.37% BS £ 2.21 para los extractos con
acetona, figura 4.11, contrario a los reportados por Jaiprakash y col., 2010, donde se obtuvieron
rendimientos menores, y se observaron diferencias por el tipo de solvente, 2.48% el rendimiento de

extracto crudo por metanol y 0.64% el rendimiento con acetona.

126F 3
121 .
16[ ]

1M1k .

% Rendimiento

106F [ ]

101~ B

9.6 - -
Acetona CO2 Supercritico Metanol
8h 48.5 Mpa-333K 8h

Figura 4-11 Efecto del Método de Extraccion sobre el Rendimiento de Extracto

Estas diferencias en rendimiento pudieron deberse a la distinta manera de preparar las semillas, a las
diferentes relaciones semilla: solvente utilizadas, e incluso al diferente tamafio de particula utilizado
en el proceso de extraccion. Respecto al tiempo de extraccion, se pudo observar que no existe
diferencia estadistica significativa (P value > 0.05) entre los tiempos de extraccion de 5 y 8 horas,
eligiendo el extracto de 8 horas para la evaluacion citotoxica y para el analisis por HPLC, como se
observa en la figura 4.12, esto debido a que aunque para C. aurantifolia swingle el tiempo no fue

significativo, en el capitulo 3 se encontrd que el tiempo puede afectar a los otros citricos.
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Figura 4-12 Rendimiento de Limonina en diferentes extractos de C. aurantifolia swingle.

Los limonoides aglicona son los componentes mayoritarios dentro de las semillas de Citrus aurantifolia
swingle (Manners,2007; Jaiprakash y col., 2009; Breksa y col., 2007; Jayaprakasha y col., 2011); por
eso los resultados por HPLC revelan la presencia de limonina en todos los extractos, pero en
concentraciones diferentes: 1.65 mg/g de semilla seca en el extracto con metanol y 0.779 mg/ g de
semilla seca en el extracto con acetona; composiciones similares fueron reportadas por Jaiprakash y
col., 2010 para C. aurantifolia swingle con 1.6 mg/g de semilla seca para el extracto con metanol y
0.48 mg/ g de semilla seca al extracto con acetona, los resultados obtenidos en este trabajo fueron
mayores a los reportados por Russo y col., 2014, quienes reportan 0.018 mg/ g, pero fueron menores

a los reportados por Jaiprakash y col., 2010, obtenidos con acetato de etilo.

Estudios para otro tipo de citricos reportan mayores contenidos de limonina, como 1.1 mg/g de semilla
seca para C. aurantium L, 2.1 mg/g de semilla seca para Citrus reshni, 2.8 mg/g de semilla seca para
C. reticulata blanco, y 6.2 mg/g de semilla seca para C. paradisi-Rio Red (Jaiprakash y col., 2009;
Jaiprakash y col., 2010; Vikram y col., 2007), aunque todos ellos obtenidos con acetato de etilo.
Ademas, para C. reticulata blanco, diferentes contenidos de limonina se reportaron usando etanol (5.3

mg/g de semilla seca). Los resultados obtenidos y los estudios reportados demuestran que la
I —
DOCTORADO EN CIENCIA Y TECNOLOGIA 89



composicion de limonoides, y en particular de limonina son dependientes del tipo de solvente utilizado

en la extraccion (Liu y col., 2012).

4.3.2. Extraccion con Fluidos supercriticos

En la extraccion supercritica, y basdndose en el anélisis estadistico, se determind que tanto la presion
como la temperatura juegan un papel importante sobre la cantidad de extracto crudo y la cantidad de
limonina respectivamente. Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Yu y col., 2007,
para C. paradisi, en donde la presion fue el factor determinante para la obtencion de extracto de
limonoides mas que la temperatura, similar a los resultados obtenidos en este trabajo (Tabla 4.1) y

que se describen con el siguiente modelo:

Tabla 4-1 Extraccion supercritica de semillas de C. aurantifolia swingle

Presion Temperatura (%) Rendimiento Contenido Limonina

Code (MPa) (K) Base seca (mg/ g semilla)
E2-1 48.5 333 11.53 0.388
E2-2 43.5 328 11.72 0.381
E2-3 43.5 323 11.46 0.216
E2-4 43.5 333 11.64 0.375
E2-5 38.5 333 10.91 0.221
E2-6 43.5 328 11.4 0.176
E2-7 38.5 323 10.02 0.225
E2-8 48.5 328 10.78 0.231
E2-9 48.5 323 11.38 0.141
E2-10 38.5 328 11.45 0.098

% Rendimiento = (1254.45 + 5.155*P - 8.32*T - 0.03034*P2 - 0.0074*P*T + 0.01324*T2)/100

*P: Presién en MPay T: Temperatura en °C
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Este modelo demuestra el efecto de la curvatura del disefio debido al punto central, con un ajuste de
R2 = 84.86% (Figura 4.13).

13f
12}
1"y

100

Rendimiento Extracto (%)

38
02 w4 g 50 320

Presion (Mpa)

Figura 4-13 Efecto de la presion y temperatura sobre el rendimiento de extracto

Mientras tanto, el analisis estadistico reveld que la presion no fue significativa (P value > 0.05) para el
rendimiento de limonina, esto no significa que la presion no sea importante, sino que los cambios en
la presion no se detectan por la respuesta dentro de este rango de estudio, por lo que la limonina no
se vio afectada por la presion de extraccion evaluada en este trabajo, pero si fue afectada (P value <
0.05) por la temperatura de proceso dentro del rango utilizado. Méas adn, el méximo contenido de
limonina fue de 0.388 mg limonina/ g de semilla seca obtenido a una presion de 48.5 MPa y 333 K.
Basandose en el andlisis y su optimizacidn, se recomienda una presion de 44.2 MPa y 333 K para

obtener limonina a partir de C. aurantifolia swingle, segun el modelo:
Limonina (mg/g semilla) =499.720-0.595*P-2.978*T-0.0025*P2+0.0025*P*T+0.00439*T2/ 1000

*P: Presién en MPay T: Temperatura en °C

En este modelo también se puede observar en la Figura 4.14, donde el efecto de la curvatura es debido

al punto central, mostrando un R? ajustado = 78.28%.
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Figura 4-14 Efecto de la presion y temperatura sobre el contenido de limonina

El rendimiento de extracto crudo de limonoides fue similar al obtenido mediante extraccion soxhlet con
solventes. Pero existe una diferencia significativa entre contenido de limonina obtenido por fluidos
supercriticos y el obtenido mediante solventes, donde se observa que el extracto con metanol se
obtienen 1.650 mg limonina/g de semilla, 0.779 mg de limonina/ g de semilla se obtiene con acetona,
en comparacion con los 0.388 mg de limonina/ g de semilla obtenidos mediante diéxido de carbono
en estado supercritico. También, este contenido de limonina fue mucho menor al reportado por
Jaiprakash y col., 2010; y Jaiprakash y col., 2009 cuando utilizd acetato de etilo obtuvo 3.9 mg
limonina/ g de semilla, y con metanol obtuvo 1.6 mg limonina/ g semilla, con acetona obtuvo 0.48 mg
de limonina/ g de semilla. La diferencia respecto al contenido de limonina en el extracto supercritico
se puede atribuir al limitado rango de presion utilizado. Ya que diferentes presiones conllevan a
diferentes comportamientos en la polaridad del COz, lo que se refleja en las cantidades de limonina
obtenida, esto también se observa en la extraccion con solventes donde al utilizar diferentes solventes

se obtienen diferentes cantidades de limonina.

Comparando la extraccion mediante fluidos supercriticos con la extraccion con solventes hidrotropicos,
otra técnica que no utiliza solventes organicos, el contenido de limonina en solventes hidrotropicos fue
ligeramente mayor que la obtenida con fluidos supercriticos en este trabajo, con un contenido de 0.46
y 0.68 mg limonina/ g de semilla (Dandekar y col., 2008) pero esta fue menor que la extraccién con
solventes, sin embargo, la semilla utilizada en esta extraccion hidrotropica fue distinta a C. aurantifolia
swingle, y con base en los antecedentes, seria erroneo compararlas. Ademas de que casi en todos

los estudios de limonoides, las semillas que utilizan no provienen de un desperdicio industrial, sino
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que manipulan los frutos de manera adecuada, extraen las semillas cuidadosamente, incluso las

deshidratan a temperaturas bajas, lo que se ve reflejado en un contenido mayor de limonoides.

Aunque es sabido que la limonina es térmicamente estable, también es susceptible a factores como
humedad y oxigeno (Jinhee y col., 2012). Y estos factores si podrian dafiar o afectar el contenido de
limonina durante el manejo y acondicionamiento de las semillas durante su tratamiento como
subproducto, esto se suma a que la semilla utilizada en este trabajo fue deshidratada al sol y molida
en la empresa sin ningun cuidado adicional. Este deterioro se confirma cuando se compara el
contenido de limonina obtenido con el reportado por Russo y col., 2014, quienes reportaron un
contenido de 0.018 mg de limonina/ g para un extracto de semilla de un desperdicio industrial real y

obtenido con metanol, este rendimiento es menor a todos los obtenidos en este estudio.

4.3.3. Actividad Citotdxica contra L5178Y

Los extractos de semillas de C. aurantifolia swingle obtenidos mediante solventes y con didxido de
carbono en estado supercritico, mostraron una actividad citotdxica importante como se aprecia en la
figura 4.15. Ademas, todos los extractos mostraron un efecto dosis-respuesta, figura 4.16, con un
comportamiento similar al reportado por Zaki y col., 2010, quienes evaluaron limonina pura contra
cultivos in vitro de leucemia humana CCRF-CEM y CEM/ADRS5000, encontrando una concentracion
minima inhibitoria de 133.8 pg/mL (284.77 uM) y 74.9 ug/mL (159.44 uM) respectivamente.

Los extractos de semillas de C. aurantifolia swingle mostraron un efecto citotoxico importante a
concentraciones mayores a 10 pg/mL, disminuyendo significativamente en concentraciones menores
a 8 ug/mL. Este experimento permitié encontrar la concentracion minima inhibitoria de los extractos
de C. aurantifolia swingle, la cual no habia sido determinada en el capitulo 3. Siendo entonces, para
el extracto mediante didxido de carbono en estado supercritico de 8.5 ug/mL y para los extractos de

solventes 9.0 ug/mL, como se observa en la tabla 4.2.
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Figura 4-15 Actividad Citotoxica de Extractos de C. aurantifolia Obtenidos por Diferentes Solventes

Jaiprakash y col., 2009 estudiaron la induccidn de apoptosis en células de cancer de pancreas con
extractos metandlicos de jugo de C. aurantifolia swingle, encontrando una ICso de 100 uM (47 pg/mL).
Esta diferencia en ICso se debe a que los limonoides presentes en las semillas y en los jugos son
diferentes, tanto en concentracién como en composicidn, donde los limonoides glucosilados estan en

una concentracion mayor que los aglicona en los jugos (Breksa y col., 2007).

Aunado a esto, Kotamballi y col., 2011, evaluaron el efecto de la limonina purificada de C. reticulata
blanco sobre la inhibicién de células de cancer de colon, seguido de su capacidad de proliferacion,
encontrando que su ICs fue de 25.4 pg/mL (54.74 uM) y 62.27 ug/mL (137.23 M), y que para la

proliferacion dependia del tiempo de exposicion de las células con la limonina.

T N

—e— CO2 Supercritico
—m-Acetona

Metanol

Viabilidad Celular (%)

0 2 4 3 8 10
Concentracion Extracto (ug/mL)

Figura 4-16 Comportamiento “Dosis Respuesta” de Extractos de C. aurantifolia

Numerosos estudios han encontrado diferentes ICso de extractos de limonoides, de limonoides puros,
encontrando que la citotoxicidad es particular para cada extracto y es dependiente de la linea celular

donde se evalua, lo que confirma que el cancer es una enfermedad compleja y resulta entonces dificil
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el comparar bioactivos o moléculas con algun efecto citotoxico contra células cancerosas simplemente

con la concentracién minima inhibitoria.

Tabla 4-2 Efecto de extractos de C. aurantifolia swingle sobre la viabilidad celular de L5178Y

. Concentracion . .. . STD IC
Tratamiento | Viabilidad Celular (%) Media + I5°
(ng/ml) ()  (ug/ml)
0.5 998 995 100 99.77  0.252
1 954 888 89.8 91.33 3557
78 88.6 92.2 86.27  7.382
Extracto CO, S
Supercritico 8 59.3 61.2 61.9 60.80  1.345 8.500
(48.5 Mpa-333K) 10 3.8 6 6 527  1.270
20 15 18 17 167  0.153
40 3 16 1.6 207  0.808
0.5 97.4619 100 99.8 99.09 1411
1 98.58  98.2 100 98.93  0.949
5 85.7868 86.802 93.9086  88.83  4.425
Extracto Metanol 8 695431 70.0508 69.0355 6954 0508  9.000
(8 h extraccién)
10 16.7908 14.1793 6.28035 1242 5472
20 417611 3.85238 294594 366  0.638
40 2.23429 1.02405 162917 163  0.605
0.5 96.51 97.9695 100 98.16  1.753
1 93.1472 96.9543 9152 9387  2.789
5 91.8782 87.8173 86.2944 8866  2.886
Extracto Acetona 8 72.0812 73.6041 720812 7259  0.879 9.050
(8 h extraccién)
10 200712 6.08611 1.32729  3.14 2574
20 148916 2.68695 556815  3.25  2.097
40 111715 121024 111715 115  0.054
Control Positivo 160 1.9 1.48 17 169  0.210
(Ciclofosfamida)
Control Negativo 0 100 100 100 100.00  0.000

(Células sin extracto)
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En este trabajo de investigacion se encontré que tanto la extraccion con solventes como la extraccion
mediante fluidos supercriticos con COz, resultan ser técnicas efectivas para obtener extractos a partir
de semillas de C. aurantifolia swingle; donde destacan las ventajas de la extraccion supercritica, ya
que se requieren solamente 2 horas de extraccion para obtener extractos con una actividad citotoxica
efectiva contra células de linfoma L5178Y, comparandolos con los extractos mediante solventes,
donde para obtener la misma cantidad de extracto y con la misma actividad citotdxica, se requerira de
12 horas mas de extraccion (6 horas para el desgrasado mas las 8 horas de extraccién), esto sin

considerar el tiempo necesario de evaporacion del solvente utilizado en la extraccion, hasta sequedad.

4.4.CONCLUSIONES

En este trabajo se evalu6 la factibilidad de llevar a cabo la extraccion mediante CO2 en estado
supercritico a partir de las semillas de C. aurantifolia para obtener un extracto con actividad citotdxica
contra linfoblastos L5178Y. Ademas se encontré que la presién y la temperatura juegan un papel
importante sobre la cantidad de extracto de semilla y de limonina, limonoide mayoritario, donde en
términos de cantidad de extracto, el efecto de la presion es significativo, mientras que para la cantidad
de limonina, la temperatura es el factor que afecta su contenido en el extracto. Esto es importante
porque permite entonces disefiar un proceso que aumente el contenido de limonina, porque este
limonoide ademés de ser el mayoritario en los citricos, es principal responsable de las actividades

bioldgicas que este tipo de compuestos presentan.

Con la finalidad de comparar la extraccion con fluidos supercriticos, con la extraccion mediante
solventes, fue necesario optimizar esta dltima evaluando los factores importantes, tipo de solvente y
tiempo de extraccion, encontrandose que tiempos cortos de extraccion, y metanol o acetona como
solventes se recomiendan para la obtencién de limonoides a partir de semillas de C. aurantifolia
swingle con una actividad citotoxica significativa, pero la extraccion mediante CO2 supercritico resultd
mas eficiente en tiempo de proceso para la obtencion de extractos, mismos que presentaron la misma

citotoxicidad contra células de linfoma L5178Y, requiriendo unicamente 2 horas para su extraccion.

Para la obtencion de extractos mediante CO. supercritico, se recomienda utilizar una presion de
proceso de 44.2 MPa y una temperatura de proceso de 333 K, con el fin de maximizar el rendimiento
de extracto crudo con la mayor cantidad de limonina a partir de semillas de C. aurantifolia swingle, y
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para que estos extractos presenten una actividad citotoxica importante (ICso = 8.5 pg/mL) contra
células de linfoma L5178Y.
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CAPITULO CINCO

CONCLUSIONES

5.1.CONCLUSIONES

En esta tesis se presentaron dos procesos que permiten el aprovechamiento de semillas de
citricos para la obtencidén de bioactivos que pueden ser utilizados en el desarrollo de alimentos
nutracéuticos. Especificamente, el desarrollo de dos procesos de obtencion de extractos de

limonoides, el andlisis de su composicion y los ensayos bioldgicos para validar su actividad citotoxica.

El desarrollo de esta tesis se centrd en la evaluacion de los procesos de extraccion, tanto por
metodologias tradicionales, como innovadoras pudiendo determinarse los niveles de los factores que
benefician la actividad citotdxica, por lo que las siguientes conclusiones especificas se derivan de los
resultados presentados en esta tesis.
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5.1.1. Extraccion mediante solventes

Durante la extraccion con solventes se encontrd que los limonoides contenidos en los extractos son
sensibles al tipo de solvente utilizado para su extraccion, y ademas dependen del tipo de semilla de
citrico que se utilice. En esta tesis se compararon tres tipos de semilla de C. sinensis, C. reticulata y
C. aurantifolia swingle, siendo las semillas de este ultimo las que mayor rendimiento de limonoides

tuvieron, y las que mayor actividad citotdxica mostraron.

Una de las contribuciones que se lograron con la realizacion de esta tesis, fue la optimizacién del
proceso en funcion a la actividad citotoxica, contando con alternativas que coadyuven en el
aprovechamiento de subproductos del procesamiento de citricos, es decir, se cuenta con el
conocimiento y los parametros de operacion relevantes para procesar semillas de cualquiera de estos
tres citricos (C. sinensis, C. reticulata y C. aurantifolia swingle) en funcién de maximizar tanto su

rendimiento como su actividad biolégica.

Por ejemplo, si tuviéramos como subproductos semillas de C. reticulata, se recomienda una extraccion
con metanol durante 5 horas de extraccion para tener una actividad citotoxica importante contra
linfoblastos de L5178Y; pero, si por otra parte tuviéramos semillas de C. sinensis, entonces
recomendariamos realizar la extraccion durante 8 horas pero utilizando ahora acetona como solvente.
El caso particular fue C. aurantifolia swingle, ya que los factores de tiempo de extraccion y tipo de
solvente no afectaron su actividad citotoxica, por lo que se recomendarian tiempos cortos de
extraccién y cualquiera de los dos solventes para obtener un extracto a partir de sus semillas con una
actividad citotéxica importante, incluso mas importante que los obtenidos a partir de C. sinensis'y C.

reticulata.

5.1.2. Extraccion mediante fluidos supercriticos

Con base en los resultados obtenidos de la extraccion con solventes, se decidié evaluar la semilla que
mostré el mayor potencial citotdxico, con el objetivo de potenciar alin mas los beneficios de estos
bioactivos mediante la extraccion con didxido de carbono en estado supercritico, por lo que entonces

se utilizaron sélo las semillas de C. aurantifolia swingle.

Durante la extraccion con fluidos supercriticos, se logro entender el efecto que ejercen la presion de
proceso y la temperatura de extraccidn sobre el contenido de limonoides, y con base en los resultados
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obtenidos, podriamos vislumbrar que las caracteristicas de solubilidad a las condiciones utilizadas en
esta investigacion, se aproximan en cierta medida a las obtenidas con la acetona, debido a los
contenidos similares de limonina que se encontraron, y ademas la actividad citotoxica que se logro
tanto en los extractos con solventes como en los supercriticos, fue muy similar, sélo que los extractos

con dioxido de carbono en estado supercritico presume las ventajas de esta tecnologia.

Finalmente, podemos decir que con el trabajo realizado en esta investigacion, y gracias al
entendimiento de la solvatacién de los limonoides en los diferentes procesos de extraccién
desarrollados, se logré desarrollar una alternativa de aprovechamiento para las semillas que se
desperdician actualmente. Asi, los extractos de limonoides pueden ser considerados como
ingredientes nutracéuticos y contribuir en el desarrollo de diferentes productos en beneficio de las

industrias alimentaria y farmacéutica principalmente.

5.2.PERPECTIVAS

Como perpectivas de esta investigacion, éstas se presentan en varias vertientes destacando por
razones obvias las involucradas con la actividad citotoxica, y en el sentido de que como se mencion6
en el capitulo 1, el cancer es una enfermedad compleja, por lo que habria que continuar con las
evaluaciones biolégicas. En un inicio, evaluando el efecto de estos extractos en células “normales’, y
enseguida ya en un modelo animal inducido con este tipo de padecimiento, con la finalidad de estudiar
el comportamiento de estos extractos en modelos in vivo, para asi validar su efecto. También, en este
sentido seria conveniente evaluar el efecto citotdxico de estos extractos en diferentes lineas celulares

cancerigenas, representativas de las neoplasias malignas mas comunes en México.

Al contar ya con parametros de proceso para la obtencion de extractos bioactivos de semillas de
citricos, seria relevante explorar las actividades que los limonoides presumen en el desarrollo de
productos que coadyuven en la solucién de problemas actuales del pais, como la necesidad de

microbicidas naturales y bioplaguicidas eficientes.

Tambien seria importante entender como seria la incorporacion de estos extractos en un alimento, y
verificar la estabilidad de los limonoides durante el procesamiento del mismo, para validar el contenido

nutracéutico y presumir su beneficio en la salud.
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ANEXO I. CURVA DE CALIBRACION

Preparacion de la curva de calibracion

Se preparé a partir de una solucion madre de 2 ml de acetonitrilo con una
concentraciéon de 0.5 mg de limonina/ml, de la cual se tomd 1ml y se hicieron 5 diluciones
consecutivas 1:2 para obtener 6 estdndares con las siguientes concentraciones 0.5, 0.25,
0.125, 0.0625, 0.03125, 0.015625 mg limonina/ml.

En la Tabla A.1 se muestran las dreas correspondientes integradas por el software

del HPLC.

Tabla A.1 Concentracion de los estandares y su respectiva area.

Area
Mg de limonina / ml

(nV/seg)
0.5 14806995
0.25 10216389

0.125 3537600
0.0625 1553903

0.03125 506639

0.015625 134523

A continuacidn se graficé la concentracidon del estdndar contra el drea integrada y se

obtuvo la siguiente grafica:
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Figura A.1 Curva de calibracién.

Como se muestra en la Figura A.1, la segunda dilucidn (0.25 mg lim/ml) se sale
significativamente de la linea de tendencia, ademdas de que ese estandar antes de ser
introducido al HPLC presenté diferencias evidentes en volumen en comparacién con las

demads diluciones. Por lo que decidié quitarlo del ajuste y se obtuvo la grafica siguiente:
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2 _
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(]
£ 8000000 -
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Figura A.2 Curva de calibracion corregida.
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La Figura A.2 demuestra que se obtiene un ajuste mucho mejor que el anterior. De
aqui que para la estimacion de concentraciones a partir de las dreas de las curvas se utilizd

la siguiente correlacién:

Yy +349957

3 x 107
Con:
x= concentracién de limonina en mg/ml de solucion
y= drea del pico
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ANEXO II. CRONOMATOGRAMAS: ESTANDARES Y MUESTRAS

A continuacion se anexan los cromatogramas de cada una de las corridas que
pudieron ser analizadas mediante la técnica de HPLC junto con los datos arrojados por el

software de andlisis.
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