Informacion Importante

La Universidad Santo Tomas, informa que el(los) autor(es) ha(n) autorizado a
usuariosinternos y externos de la institucion a consultar el contenido de este
documento a través del Catalogo en linea de la Biblioteca y el Repositorio
Institucional en la pagina Web de la Biblioteca, asi como en las redes de informacion
del pais y del exterior con las cuales tenga convenio la Universidad.

Se permite la consulta a los usuarios interesados en el contenido de este
documento, para todos los usos que tengan finalidad académica, nunca para usos
comerciales, siempre y cuando mediante la correspondiente cita bibliogréafica se le
dé crédito al trabajo de grado y a su autor.

De conformidad con lo establecido en el Articulo 30 de la Ley 23 de 1982 y elarticulo
11 de la Decision Andina 351 de 1993, la Universidad Santo Tomas informa que “los
derechos morales sobre documento son propiedad de los autores, los cuales son
irrenunciables, imprescriptibles, inembargables e inalienables.”

Bibliotecas Bucaramanga
Universidad Santo Tomas



AISLAMIENTO DE HESPERIDINA A PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS
OBTENIDOS DE CASCARA DE MANDARINA Y EVALUACION DE SU
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

NATALIA TARAZONA CASTELLANOS

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS
DIVISION DE INGENIERIAS Y ARQUITECTURA
FACULTAD DE QUIMICA AMBIENTAL
BUCARAMANGA
2016



AISLAMIENTO DE HESPERIDINA A PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS
OBTENIDOS DE CASCARA DE MANDARINA Y EVALUACION DE SU
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

NATALIA TARAZONA CASTELLANOS

Trabajo de grado para optar el titulo de Quimico Ambiental

Directora del proyecto
MARTHA CERVANTES DIAZ, Qca., M. Sc.

Codirector del proyecto

AMNER MUNOZ ACEVEDO, Qco. MSc. Ph.D
UNIVERSIDAD DEL NORTE, BARRANQUILLA

UNIVERSIDAD SANTO TOMAS
DIVISION DE INGENIERIAS Y ARQUITECTURA
FACULTAD DE QUIMICA AMBIENTAL
BUCARAMANGA
2016



“Si he hecho descubrimientos invaluables ha sido mas

por tener paciencia que cualquier otro talento”

Isaac Newton



DEDICATORIA

A Dios por darme la oportunidad de culminar esta etapa tan importante en mi vida,
por fortalecerme como persona e iluminar mi mente.

A mi madre Lucia Castellanos, por darme la vida, por creer en mi cuando yo misma
no lo hacia, por ensefiarme que aun con obstaculos puedo lograr todo lo que me
proponga. Te debo todo lo que soy ahora. Este logro es para ti.

A Alvaro Diaz, Félix Daniel y Genoveva por ser mi apoyo incondicional y mi fortaleza.

A mis profesores Martha Cervantes y Amner Mufioz, por guiarme y darme la
oportunidad de realizar este proyecto.

A mis amigos con los cuales nos hemos apoyado mutuamente en nuestra formacion
profesional y hasta el dia de hoy seguimos haciéndolo.

Natalia Tarazona Castellanos



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Universidad Santo Tomas y a la Facultad de Quimica Ambiental por
la formacion profesional que me brindo.

Al Laboratorio de Investigacion y Ciencias Basicas de la Universidad Santo Tomas.
Al Grupo de Investigaciones Ambientales para el Desarrollo Sostenible (GIADS).

A mi directora de tesis, Martha Cervantes por haberme confiado este proyecto y
quien con sus conocimientos, paciencia, motivaciéon y cariio me ha dado la
oportunidad de aprender y terminar mis estudios.

Al Doctor Amner Mufioz, por su colaboracién, orientacién y todo el apoyo que me
brindo6 para el desarrollo de este proyecto.

A Sol Angel y a mis comparieras del laboratorio de Fitoquimica en la Universidad
del Norte, por acogerme, por compartir sus experiencias y conocimientos.

Agradezco a la Doctora Leonor Vargas y al profesor Hernando Camargo por su
asesoria y colaboracion.

A todas las personas que contribuyeron de una forma u otra.

Muchas gracias.

Vi



CONTENIDO

Pag.
RESUMEN ..o e XVili
AB ST R A T et e s XiX
INTRODUGCCION ..ottt ettt et eeaeeaeeteeteeaeee s 20

1. AISLAMIENTO DE HESPERIDINA A PARTIR DE EXTRACTOS
ETANOLICOS OBTENIDOS DE CASCARA DE MANDARINA Y EVALUACION

DE SU ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE ... oiitiiiieie ettt sireen e e e e e e 21
1.1 Planteamiento del problema...............uuuiiiiiiiiiiiiiiii s 21
2 U1 1 To%= Tox o o 22
1.3 ODJEUIVOS. ...ttt 23

1.3.1 ODJetiVO GENETAL .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiii e 23
1.3.2 ODbjetivOS €SPECITICOS. .....ceiiiiiiiiiiiiiie e 23

2. MARCO DE REFERENCIA ...ttt 24

P2 I (V) 0 o 1 o o 1 TR 24
2.1.1 Morfologia de 10S frutoS CitrHCOS.........ciiiiieiiiieecce e 24
2.2 Compuestos fFENGIICOS ........uuuiiiiii e 26
2.3 COomMpPUESIOS ANLIOXIAANTES .......ccoeeeeeeeeeee e 31
2.4 HESPEIAING ... 35
2.5 Extraccion y aislamiento de flavonoides............cccccceeeiiiiiiiiiiiiee 38
2.5.1 Extraccion asistida por SOXNIEt ............ooiiiiiiiiiiiiieeeee e 39
2.5.2 Extraccion asistida por ultrasonido. ...........cooevvviiiiiiieeeiieeee e 39
2.5.3 Extraccion asistida por miCroondas. ...........coouuvuuieiiieeeeieeiiiee e eeeeeeeanns 39
2.5.4 Extraccion asistida por SUPEICHILIC .......coeeeeviieiiiiiiieee e 39
2.6 Métodos de caracterizacion e identificaciéon de compuestos flavonoides.....41
2.6.1 Ensayos de COlOracCion .........cooovviiiiiiiee e 41
2.6.2 Espectroscopia ultravioleta-visible ...........cccooeo, 41
2.6.3 Cromatografia de capa fina (CCF) .....cooovviiiiiiiee, 42
2.6.4 Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de
AI0AOS (HPLC-DAD) ..ottt en e st n et 42
2.6.5 Espectroscopia infrarroja (IR).......ooveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 43



2.6.6 Cristalografia de RaY0S X.......ccovviiiiiiiiiiie i e et e e e e eenenns 43

2.6.7 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)...................... 44
3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL ....oviiii ittt 44
3.1 ASPECIOS GENEIAIES ... 44

3.2 Obtenciodn de los extractos etandlicos a partir de la cdscara de mandarina .45
3.2.1 Recoleccion y preparacion del material vegetal .........cccccccvvvvvvivveeeennnnn.. 45
3.2.2 Determinacién del porcentaje de humedad relativa del material vegetal46

3.2.3 Extraccion asistida por ultrasonido. ............ceeuvvuiiiiiieeeieeeee e 47
3.3 Pruebas COIONMELIICAS ......cooeeieiee e 48
3.4 Cuantificacion polifenoles y flavonoides totales de los extractos etandlicos de
CASCAras de MANUAINGA ....ccoeeiieieie e 48

3.4.1 Cuantificacion de polifenoles totales: ...........ccooviiiiiiieeiiee e 48

3.4.2 Cuantificacion de flavonoides totales ..........ccccccvvvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee, 49
3.5 Evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de cascaras
de mandarina por el método de catidn radical ABTS™ ..., 50
3.6 Obtencién de la hesperidina a partir de los extractos etanélicos de cascara de
g F=T T o] o = 51
3.7 Caracterizacion espectrofotométrica de la hesperidina obtenida de los
EXLrAaCtOS ELANOGIICOS. .. .cooe e 51

3.7.1 Técnicas fiSICOQUIMICAS. ... .uutrieeeeiiiiiiiiiiii e 51

3.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de

(o [ToTe [0 13N (| =4 I @2 A I ) I 51

3.7.3 DIfracCion de ray0S X. ....ccoeeeiiiiiiiiiiie et a e e aaaaa 52

3.7.4 Espectroscopia iNfrarroja.............uuuiiiiiii i 52

3.7.5 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear ............cccceeeeeeeeeeeennn, 52

3.8 Evaluacion de la actividad antioxidante de la hesperidina aislada de los
extractos etanolicos de cascara de mandarina por el método de cation radical

N R PRR 53
4. RESULTADOS Y DISCUSION ..ottt ettt 53
4.1 Determinacion del porcentaje de humedad relativa del material vegetal...... 54
4.2 Obtencion de los extractos de cascara de mandarina..............ccoeeeeeeeeeeeeenn. 54
4.3 Pruebas COIOMMELNCAS ....uuueieeeiieeeeiiiie e e e e e e e e e e e e e eeenaa s 55

viii



4.4 Cuantificacion del contenido de compuestos fendlicos y flavonoides de los

extractos etandlicos de cascaras de mandarina...........cccoeeeeeeeeeeeeee e 56
4.5 evaluacion de la actividad antioxidante de los extractos etandlicos de cascaras
de mandarina por el método de catidon radical ABTS* .........cccoviiiiiiiiiiiieeeeeeeenns 60
4.6 Obtencion de la hesperidina a partir de los extractos etandlicos de cascara de
L aF= U a0 F= T = T 67
4.7 Caracterizacion estructural de la hesperidina obtenida a partir de extractos
etandlicos de cascara de mandarina SECA..........coovvveeeeieieiii e 69
4.7.1 Técnicas fiSICOQUIMICAS.......uueriiieeiiiiiiiiiiee e 70
4.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de
oo Ts [ (5 L= WO 57X o) WO 71
4.7.3 DIfracCiON 0@ FAYOS-X ......uuuiiiiiiiieeeiiiiiiiieie e e e e e raeeee e 73
4.7.2 Analisis de 10S espectros INfrarrOjos. .........ceeeeeeeiiiiiiiiiieeee e 74

4.3.2 Andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de 'Hy 3C76

4.8 Evaluacion de la actividad antioxidante de la hesperidina aislada de los
extractos etandlicos de cascara de mandarina por el método de catién radical

A B T S 81
5. CONCLUSIONES ... 83
6. RECOMENDACIONES.... ..o 84
7. BIBLIOGRAFIA ..ot 85
N AL 94



LISTA DE TABLAS

Pag.
Tabla 1 Especies de frutos citricos mas destacados a nivel comercial.................. 26
Tabla 2. Principales flavonoides presentes en frutos Citricos. ........c..cceeevvvvvvvnnnnnn. 30

Tabla 3. Porcentaje de humedad relativa presente en la cascara de mandarina ..54
Tabla 4. Porcentaje (%) de rendimiento de los extractos etandlicos obtenidos

mediante extraccion asistida por ultrasonido. .........cccceeeviiviiiiiiiiiie e 54
Tabla 5. Absorbancias obtenidas de las concentraciones de &cido galico (AG) para
determinar el contenido de polifenoles totales. ..............cccciiiiiiiiiiiiiiiiie 57
Tabla 6. Absorbancias obtenidas de las concentraciones de quercetina para

determinar el contenido de flavonoides totales..............ccccuveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 58

Tabla 7. Contenido de polifenoles totales presentes en los extractos etandlicos. .59
Tabla 8. Contenido de polifenoles totales presentes en los extractos etandlicos. .59
Tabla 9. Valores de TAA de las sustancias “control” obtenidos en el laboratorio y

los encontrados en [a lIeratura. ...........ciieeee i e 64
Tabla 10. Valores del TAA para los extractos etanodlicos. ...........cccceeeeeeeeeeeeeeeeee, 65
Tabla 11. Obtencién del crudo de HE presente en los extractos etandlicos de

(or= TS o=V = Wo (=30 0 F= U o b g o - 68
Tabla 12. Relacion del contenido de polifenoles, flavonoides totales, actividad
antioxidante total y la hesperidina. ............ooouuiiiiiiii i 69
Tabla 13. Pardmetros cromatograficos de HPLC-DAD-UV/Vis para caracterizar HE
............................................................................................................................... 71
Tabla 14. Comparacion entre las sefales obtenida de los espectros H-RMN de la
HE patrén y la HE experimental............ccooooooiiiiiiiiiii e 78
Tabla 15. Concentraciones empleadas para evaluar la capacidad antioxidante por
<L T= (oo (o TN = 5 81



FIGURAS

Pag.
Figura 1. Estructura interna de un fruto citrico (mandarina).............ccccevvvvvvinneeennn. 25
Figura 2. Estructura basica de los flavonoides..............cccovvviiiiiiiiii e, 27
Figura 3. Clasificacion quimica de los compuestos flavonoides. .............cccccooo... 29
Figura 4. Estructura de los antioxidantes sintéticos mas utilizados por la industria
= 11141 01 o] - T 33
Figura 5. Mecanismos de reaccion por transferencia de electrones (TE) y
transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) ...ooovvviviiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 34
Figura 6. Hesperidina (flavanona glucOSido)............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 36
Figura 7. Diosmina (diosmetina-7-ramnoglucOsido)............ccccceeeriiiiiiiiiiiienieeeenene 36
Figura 8. Daflon 500M®, 20 tabletas, Sanfer. ........ccccccevviiiiiiiiiiiie e 37
Figura 9. Preparacion del material vegetal a partir de residuos de céscaras de
g =TT oV = U 46

Figura 10. Ultrasonido empleado para la extraccion, disponible en el Laboratorio
de Investigaciones de Quimica Ambiental de la Universidad Santo Tomas,
BUCAIAMANGAL. ...cceeeeeeeee e 47
Figura 11. Espectrofotometro UV-Vis Agilent 8453, disponible en el Laboratorio de
Investigaciones de Quimica Ambiental de la Universidad Santo Tomas,

BUCAIAMANGA. ... i 49
Figura 12. Resultados de las pruebas colorimétricas de Shinoda y de taninos
realizada €N 10S EXITACIOS. ......uuuuruiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie bbb nranannnnne 55
Figura 13. Curva de calibracion del &cido galiCO...........cccoovvviiiiiiiiieeiieeee e, 57
Figura 14. Curva de calibracion de la quercetina.............oooouvviiiiiieeeeeeciiiceee e, 58
Figura 15. Estructura quimica del Trolox y de la vitamina E ..............ccccvvneeeenenn 61
Figura 16. Microplaca donde se analizaron los seis extractos, los controles, el
Trolox y una fila de BIanCO. ........cccoooiiiiiiic e 62
Figura 17. Gréfica del efecto de concentracion del Trolox vs % de inhibicion del
ABTS* con absorbancias medidas a los 30 minutos de reaccion. ........................ 63
Figura 18. Gréficas del efecto de inhibicién del ABTS™ por el BHT, BHA y la
vitamina E, como % de inhibicion vs concentracion (Ppm). .......cccvvveeeeeeeeeenininnnnne. 64
Figura 19. Gréficas del efecto de la inhibicion del ABTS* por los extractos

(23 F= 1 0] 1o 0 1 SRR 66
Figura 20. Prueba de precipitacion de la hesperidina con acido acético al 10 % ..67
Figura 21. Obtencion de la hesperidina mediante precipitacion acida. .................. 68
Figura 22. Placa de silica gel en el ultravioleta a 366 NM ...........ccccevvviviiiiiiiinennnn. 70

Figura 23. Espectro ultravioleta de (a.) cuatro componentes presentes en los
extractos etandlicos, (b.) estandar certificado de la HE y (c.) HE aislada del
extracto etanolico total de cascara de mandarina............cccoeveeeeveeiieiiiiiiiiieeeeeeeeeens 72

Xi



Figura 24. Comparacion de los perfiles cromatograficos por HPLC-DAD de (a.)
estandar certificado de hesperidina (0,5 mg), (b.) la hesperidina aislada del

extracto etanodlico y (c.) del extracto etanoliCo. ...............uveeiiiiieiiiiiiiiiiiee e, 73
Figura 25. Espectros de difraccion de la HE experimental (negro) y la HE de

(] (ST g=] ol F= R V=T (0 =) TR 74
Figura 26. Espectro infrarrojo de la hesperidina aislada de los extractos etandlicos
de la cascara de Mandarina..............uuuuuuuummummniiiii e ————————————— 75
Figura 27. Espectro infrarrojo de la hesperidina empleada como referencia. ........ 75
Figura 28. Espectro RMN-1H del patron de hesperidina .............ccovvvvviiiicinneeenn. 76
Figura 29. Espectro RMN-13C del patron de HE .............cooooviiiiiiii e, 79
Figura 30. Espectro RMN-13C de HE aislada a partir de los extractos etanélicos de
(or=LsTor=T = Wo (SR 0= T To Fo g o T 80
Figura 31. Esquema de hidrdlisis de la HE catalizada por acidos.......................... 81

Xii



LISTA DE ESQUEMAS

Pag.
Esquema 1. Reaccion de diSmUutacCion. ...........coouuuiiiiieeiieeeee e 32
Esquema 2. Radical hidroXil (OH). .......oiiiiiiiieeeee e e 32
Esquema 3. ReacCion de FENTON. .........coiiiiiiiiiiece e 32
Esquema 4. Reaccion del cation radical ABTS* en presencia de un antioxidante
durante el enNSay0 ABTS. ... 35
Esquema 5. Reaccién general de la prueba Shinoda. ..........cccccccvvvvvvviiiiiiiiininennn. 56
Esquema 6. Reaccién del fenol con cloruro férrico. .........uvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeene, 56
Esquema 7. Reaccion del cation radical ABTS* con compuestos fendlicos.......... 60
Esquema 8. Formacion del radical ABTS™ ... 61

Xiii



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1. Sistema de gradiente de elucion empleada en HPLC para el analisis de

la hesperidina en l0s extractos etanOliCOS. ...........cccevvieeiiiiiiiiiiie e 96
Anexo 2. Gréficas del efecto de la inhibicion del ABTS™ ..., 97
Anexo 3. Metodologia aplicada para determinar la actividad antioxidante total

L2 2 SRRSO 105
Anexo 4. Informe de reultados difraccion de rayos-X ........ccccccvvvvveeiiiiiiiiiiiienennnn. 108

Xiv



ABTS:

Trolox:

BHA:
BHT:
EUA:
HPLC:

DAD:
RMN:
FAO:

(UAVA

UV-Vis:

ERO:
Tons:
EDTA:
AG:
nm:
USD:

mg:

HE:
%:
usS:
TAA:

LISTA DE ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

Acido-2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazonil-6-sulfénico
Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
Butilhidroxianisol

Butilhidroxitolueno

Estados Unidos de América

Cromatografia liquida de alta eficiencia (High Performance Liquid
Chromatography)

Detector de arreglo de diodos (Diode Array Detector)
Resonancia Magnética Nuclear

Organizacion de las naciones unidas para la alimentacion y la
agricultura (Food and Agriculture Organization)

Ultravioleta

Ultravioleta-visible

Especies Reactivas de Oxigeno
Toneladas

Acido etilendiaminotetraacético
Acido galico

Nandmetro

Dolar estadounidense
Miligramo

Gramo

Hesperidina

Porcentaje

Ultrasonido

Actividad Antioxidante Total

XV



ppm: Partes por millon

h: Hora

min. minuto

mL: Mililitro

pL: Microlitro

L: Litro

M: Molar

COz: Dioxido de carbono

NO: Oxido nitrico

IR: Infrarrojo

cGMP: Guanosida monofosfato ciclico

TST: Ensayo de suspension de cola de raton (Mause Tail Suspension
Test)

BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerebro (Braind-Derived
Neurotrophic Factor)

HIE: Encefalopatia hipoxica-isquémica (Hypoxia-Ischemic
Encephalopathy)

GHE: Glucosil de hesperidina

kg: Kilogramo

Hz: Hertz

DMSO-Ds: Dimetilsulfoxido deuterado

XVi



GLOSARIO

RESIDUOS SOLIDOS ORGANICOS: residuos provenientes de restos de productos
de origen organico, la mayor parte de estos son biodegradables; se desintegran o
se degradan rapidamente convirtiéndose en otro tipo de materia organica, por
ejemplo, los restos de comida, frutas, verduras, huevos, etcétera.’

APROVECHAMIENTO DE LOS RESIDUOS: recuperacion eficiente de los
diferentes materiales encontrados en los desechos, se puede realizar por medio de
la reutilizacion, el reciclaje, la incineracién con generacioén de energia y compostaje.?

COMPUESTOS BIOACTIVOS: constituyentes extra nutricionales producidos en
pequefias proporciones en los alimentos; presentan variaciones en su estructura
quimica y funcion, por tanto, estan siendo fuertemente estudiados con el fin de
evaluar sus efectos sobre la salud.?

ESPECIES REACTIVAS DEL OXIGENO (ERO): son moléculas muy reactivas
debido a que en su ultimo orbital tienen un electron desapareado, es decir un radical
libre, generando una inestabilidad fisica. Estas especies participan en procesos
fisiolégicos en el organismo; no obstante, cuando las ERO supera a los mecanismos
de inactivacion, se presenta el estado metabdlico de estrés oxidativo caracterizado
por dafios moleculares y celulares.*

ESTRES OXIDATIVO: es un desequilibrio entre la produccion de radicales libres y
los metabolitos reactivos, llamados oxidantes o especies reactivas de oxigeno, y su
eliminacion por mecanismos de proteccion, haciendo referencia a los antioxidantes;
este desequilibrio produce dafio en las biomoléculas y células importantes,
impactando potencialmente todo el organismo.®

ACIDOS CINAMICOS: son un grupo de &cidos carboxilicos aromaticos que
aparecen naturalmente en el reino vegetal. Se forman en la ruta bioquimica que
produce lignina, el material polimérico que proporciona soporte mecéanico a la pared
celular de la planta. Se generan en todas las plantas verdes, en pequefas
cantidades unido covalentemente a las paredes celulares, también en los érganos
reproductores de las plantas con flores.®

FITOALEXINAS: son metabolitos secundarios de naturaleza quimica diversa,
principalmente flavonoides, de bajo peso molecular, que se sintetizan en los
vegetales después de una infeccién microbiana.”’
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RESUMEN

Colombia es un pais que se caracteriza en la produccion de frutos citricos; no
obstante, esto genera un mayor consumo lo que conlleva a la problematica de la
disposicion de los residuos soélidos organicos. A nivel cientifico se ha tomado
impulso en aprovechar estos residuos con el fin de recuperar sustancias de interés
farmacéutico, cosmético y alimenticio entre los cuales se destacan los flavonoides.

La hesperidina es un flavonoide presente en la cascara de los frutos citricos y
sobresale por tener una amplia gama de propiedades farmacol6gicas como
antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigena y antialérgica.

El objetivo principal de este trabajo fue aislar la hesperidina a partir de residuos de
cascara de mandarina empleando la extraccién asistida por ultrasonido como
técnica de obtencion de los extractos etandlicos, logrando un rendimiento promedio
de 7 % para las cinco muestras realizados.

Se cuantific el contenido polifenoles (de 18,74 a 24,66 mg AG/g extracto) y de
flavonoides (de 0,41 a 0,50 mg de quercetina/g extracto) presentes en los extractos,
asi mismo se evaludé su actividad antioxidante por medio del método de catién
radical (ABTS™), obteniendo valores de 112,7 + 3,1 a 174,2 £ 4,7 mmol de Trolox /
Kg muestra.

La hesperidina aislada no presenté inhibicién sobre el catién radical ABTS* su
estructura fue confirmada por las diferentes técnicas espectrofotométricas, HPLC-
DAD-UVis, infrarrojo, difraccién de rayos-X y RMN, empleando un patrén como
referencia.

PALABRAS CLAVES: residuos organicos, mandarina, hesperidina, antioxidante,
caracterizacion.
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ABSTRACT

Colombia is a country characterized in the production of citrus fruits; however, this
generates increased consumption that leads to the problem of disposal of solid
organic waste. A scientific level has gained momentum in exploiting these wastes in
order to recover substances of pharmaceutical, cosmetic and food interest among
which include flavonoids.

Hesperidin is a flavonoid found in the skin of citrus fruits and is known for having a
wide range of pharmacological properties as an antioxidant, anti-inflammatory, anti-
allergic and anti-carcinogenic.

The main objective of this work was to isolate hesperidin from tangerine peel
residues using the ultrasound as a technique for obtaining the ethanolic extracts,
achieving an average yield of 7 % for the five samples made.

The polyphenols content was quantified (18,74 to 24,66 mg AG/ g extract) and
flavonoids (0,41 to 0,50 mg quercetin/ g extract) present in the extracts, also its
antioxidant activity was evaluated by the radical cation (ABTS*) method, obtaining
values of 112,7 + 3,1 to 174,2 £ 4,7 mmol Trolox/ kg sample.

Hesperidin isolated did not show inhibition on the radical cation ABTS. Different
spectrophotometric techniques, HPLC-DAD-UV / Vis, IR, NMR, and diffraction X-
ray, using a standard reference, confirmed its structure.

KEY WORDS: organic waste, tangerine, hesperidin, antioxidant, characterization.
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INTRODUCCION

En la actualidad, la proteccion del medio ambiente mas que en un deber se ha
convertido en una obligaciéon, tanto del estado como de los ciudadanos. Una
problemética que se ha vivido durante afios en Colombia, es la disposicion de los
residuos soélidos organicos, ya que estos constituyen cerca del 70% del volumen
total de desechos generados y han ocasionado problemas ambientales como el
efecto invernadero, aguas de lixiviacion y el desarrollo de vectores que producen
enfermedades; ademas este hecho se ve vinculado al incremento de la poblacion,
globalizacién y habitos de consumo de los humanos.!8

No obstante, una forma de reciclar estos residuos sélido organicos y que ha tomado
fuerza entre la comunidad cientifica, es recuperar e identificar sustancias de interés
farmacéutico o alimentario presentes en las frutas y verduras, tales como enzimas,
acidos orgéanicos, amino-acidos y metabolitos secundarios;® en este Ultimo se
destacan los flavonoides, los cuales son compuestos naturales que protegen al
organismo del dafio ocasionado por agentes oxidantes.1° Los flavonoides no sélo
se encuentran en la parte comestible de los frutos, también estan presentes en la
cascara y semillas; una fuente comun de estos son los frutos citricos, las cerezas,
uvas, albaricoques, grosellas negras, etc.!!

La mandarina (Citrus reticulata) es uno de los frutos citricos de mayor produccién y
consumo en el mundo, no solo se caracteriza por su sabor dulce y su facil pelado,
sino también por tener una mezcla de nutrientes como los flavonoides, vitamina A'y
C, éacido félico y potasio.'? Entre los flavonoides presentes se destaca la
hesperidina, una flavanona con multiples propiedades benéficas para la salud tales
como antioxidante, antiinflamatoria, anticancerigenas y antialérgicas;*3 por esto se
han realizado varios esfuerzos para su extraccion y purificacion.

En este trabajo se obtuvo hesperidina a partir de extractos etandlicos de cascara de
mandarina en estado seco, empleando como método de aislamiento la extraccion
con solvente asistida por ultrasonido y como técnicas de -caracterizacion:
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC, por su significado en inglés),
difraccion de rayos-X, infrarrojo (IR) y resonancia magnética nuclear (RMN); asi
mismo se determind el contenido de polifenoles y flavonoides totales presentes en
los extractos etandlicos y se evalud la actividad antioxidante mediante el ensayo del
cation radical ABTS™-.
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1. AISLAMIENTO DE HESPERIDINA A PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS
OBTENIDOS DE CASCARA DE MANDARINA Y EVALUACION DE SU
ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A lo largo de los afios, el manejo de los residuos solidos ha sido uno de los
principales problemas ambientales que se vive a diario en las ciudades; en
Colombia, segun la Politica para la Gestion de Residuos emitida por el Ministerio de
Medio Ambiente en 1998, el aumento de residuos sélidos se debe a las estrategias
de mercadeo y la produccion insostenible para el consumo de la poblacion; otro
factor es la falta de conciencia ciudadana en la relacién residuos, ambiente y
economia.'4

Colombia genera diariamente 27 300 toneladas de basura (proyecto de acuerdo 113
del 2011, Secretaria General de la Alcaldia Mayor de Bogota), el 70 — 80 % de esta
basura es reciclable, tan sélo se recupera el 10 % de los residuos solidos; el 55 %
del peso total de los residuos generados en todo el pais, corresponde a material
organico y son la principal causa de la produccién de lixiviados, gases efectos
invernadero, olores y moscas en los rellenos sanitarios.'®

A nivel cientifico e industrial, se ha tomado impulso para aprovechar los residuos
organicos, ya que su transformacion genera desechos y subproductos que pueden
ser de gran utilidad en otros campos. No todos los residuos organicos de las
agroindustrias son aprovechados, sin embargo, se le ha dado gran importancia a
identificar y recuperar aquellas sustancias de interés farmacéutico, cosmético y
alimenticio de gran valor comercial como acidos organicos, enzimas, metabolitos
secundarios, biol6égicamente activos presente en los residuos de las frutas, citricos,
bagazos, aceites esenciales.®

El procesamiento de frutos citricos, es una de las ramas de la industria alimenticia
con mayor impacto, ya que son de mayor produccién y consumo en el mundo. Los
desechos obtenidos a partir de la extraccion del jugo, son la cascara y el bagazo,
siendo casi un 50% de la masa total del fruto;'® los cuales bien aprovechados son
utilizados para la obtencién de harinas, pectinas, aceites esenciales, pigmentos, asi
mismo compuestos bioactivos con efectos benéficos sobre la salud, como la fibra 'y
los polifenoles, especialmente los flavonoides. Aunque en la mayoria de casos,
simplemente se emplean como abono o alimento para animales.

Una fuente econdmica para la obtencién de hesperidina (flavanona presente en los
los citricos) son los residuos solidos organicos como la cascara de mandarina,
teniendo en cuenta que la produccién en Colombia es bastante significativa, 109768
toneladas, lo que representa un 23,9 % de la produccion total de citricos (produccion
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nacional en el 2010), Santander es el principal productor de mandarina con un
85,5% de la produccién nacional.t’

El interés y la necesidad de utilizar estos residuos organicos para la obtencion de
productos naturales con fines medicinales, como la hesperidina, ha ido aumentando
a través de los afos, ya que puede disminuir el impacto ambiental en la produccién
de las basuras que se depositan en los rellenos sanitarios.

1.2 JUSTIFICACION

Los frutos citricos, no solo se destacan por su sabor amargo y por su alto contenido
de vitamina C, también son importantes por la cantidad de compuestos flavonoides
presentes tanto en su pulpa como en su cascara y semillas. Varios estudios han
mostrado que la acumulacion de flavonoides se relaciona con algunas etapas de
crecimiento del fruto; por ejemplo, los niveles mas altos de hesperidina se
encuentran en los tejidos inmaduros.!®

La hesperidina es una flavanona presente en mayor proporcion en la cascara de
mandarina (Citrus reticulata),'? su contenido puede alcanzar mas del 30% sobre
base seca en frutas de tamafo pequefio y hasta un 5% en frutos en estado
maduro.'® Su obtencién ha sido de gran importancia para el desarrollo de muchos
estudios cientificos, ya que posee propiedades farmacoldgicas como la disminucién
de la permeabilidad capilar, inhibicion de la proliferacion in vitro de células
cancerosas, asi mismo es un poderoso agente antioxidante y muestra actividad
antiinflamatoria y antialérgica.?° Debido a esto, existe un gran interés en la blsqueda
de métodos de extraccion ideales para obtener un maximo de estos compuestos
bioactivos a bajo costo; el uso de la extraccién asistida por ultrasonido ha
demostrado una disminucién en el tiempo de extraccibn y un aumento en el
rendimiento en diferentes tipos de material vegetal.?!

Tanto la extraccidn de flavonoides, como el aislamiento de la hesperidina a partir de
cascara de mandarina, ha tenido un impacto positivo a nivel ambiental, ya que
pueden ser empleados como antioxidantes naturales tanto por la industria
farmacéutica como la alimentaria, dandole un valor agregado a estos residuos.

Hoy en dia existe gran polémica en el uso de antioxidantes sintéticos, aunque estos
presenten mayor estabilidad, eficacia y economia en la industria alimenticia, estan
siendo cuestionados debido a sus posibles efectos adversos sobre la salud, como
promover enfermedades cancerigenas.?? Por otro lado, los antioxidantes naturales
han ido tomando de forma progresiva el mercado, ya que no existe una legislacion
que prohiba su uso en caso de que sea un extracto y no un compuesto puro, ambos
son aceptados;?® ademads estan al alcance de todos, en las frutas y verduras que
se consumen diariamente.
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1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Aislar la flavanona hesperidina a partir de residuos de cascara seca de mandarina,
utilizando la extraccion asistida por ultrasonido asimismo evaluar la actividad
antioxidante tanto de los extractos como de la hesperidina por medio del catién
radical (ABTS™).

1.3.2 Objetivos especificos

o Obtener los extractos etanolicos a partir de las cascaras secas de mandarina,
empleando la extraccion asistida por ultrasonido.

o Determinar el contenido de flavonoides y polifenoles totales presentes en los
extractos obtenidos, utilizando los métodos colorimétricos de cloruro de
aluminio y Folin-Ciocalteu, respectivamente.

o Aislar la flavanona hesperidina presente en los extractos obtenidos de la
cascara de mandarina por medio de precipitacion con acido acético al 10%.

o Caracterizar la hesperidina empleando las diferentes técnicas fisicoquimicas
y espectrofotométricas: HPLC-DAD, rayos-X, infrarrojo y RMN.

o Determinar la capacidad antioxidante de los extractos y de la hesperidina
aislada utilizando el ensayo de catién radical ABTS™.
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2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 FRUTOS CITRICOS

El género citrus, también conocido como agrumes (&cido), perteneciente a la familia
Rutaceae; representa uno de los principales cultivos del mundo, tanto a nivel
econdémico como nutricional. Segun datos de la Organizacion para la Agricultura y
la Alimentacion (Food and Agriculture Organization, FAO) de las Naciones Unidas,
los principales productores son China, Brasil, Estados Unidos, India, México y
Espafia, representando aproximadamente dos tercios de la produccién mundial.?*

En Colombia, segun datos del Ministerio de Agricultura en el 2014 el cultivo de
citricos abarca un area de 38 949 hectareas, con una produccion de 654 306
toneladas y un rendimiento de 15,12 ton/ ha.?® Tanto en Colombia como en las
zonas tropicales, los citricos se producen a una temperatura entre 23 y 34°C, con
pluviosidades entre 900 y 1 200 mm anuales;® hay 21 departamentos productores,
los mayoritarios son Meta, con una participacion de en la produccién nacional de
22,42%, seguido de Valle del Cauca con 21,29% y Quindio con 16,96%.%°

En cuanto a las especies, el departamento del Tolima es el mayor productor de
limén con una participaciéon de 37,78%; seguido por Atlantico con 18,50% vy
Santander con 16,23%. Por otro lado, Caldas, Cesar, Risaralda y Santander,
representan un 64% en la produccion total de naranja (comun y valencia),?® siendo
ésta destinada generalmente al mercado fresco.?®

Respecto a la produccién de mandarina, esta ha aumentado significativamente en
el periodo 2012/2014, paso de 121 857 tons (2012) a 131 541 tons (2014), siendo
Santander el principal productor con una participacion de 80,81%, seguido por
Risaralda y Norte de Santander.?®

Los citricos, ademas de tener un refrescante aroma y una alta capacidad para
calmar la sed, poseen ademas de la vitamina C, una gran cantidad de compuestos
fitoquimicos como carotenoides (licopeno y B-caroteno), limonoides, flavanonas
(naringina y rutindsido), vitaminas del complejo B y otros nutrientes, convirtiéndose
en uno de los principales aliados en la dieta.?’

2.1.1 Morfologia de los frutos citricos

El fruto citrico como tal, consta de tres partes morfolégicas; epicarpio (flavedo),
mesocarpio (albedo) y endocarpio (Figura 1).

o Epicarpio, también conocido como flavedo, es la parte externa del fruto, la
cual puede ser de color verde o amarillento-anaranjado; funciona como

24



epidermis, protegiendo el fruto del exterior. Contiene glandulas con esencias
y pigmentos (carotenoides, flavonoides).?®

o Mesocarpio, conocido también como albedo, es la parte interna del fruto, la
cual envuelve al endocarpio. Es una capa de color blanco, contiene vitamina
C y es rica en sustancias pécticas y hemicelulosas. En conjunto con el
flavedo, forma el pericarpio, es decir la cascara de la fruta.?*

o Endocarpio, es la parte comestible del fruto citrico, contiene fracciones
divididas donde se encuentran las semillas y los pelos vesiculares los cuales
estan llenos de jugo.?®

Figura 1. Estructura interna de un fruto citrico (mandarina).

Albedo

Pulpa

Flavedo
Epidermis
Léculo o
segmento

Semillas

FUENTE: Autora

La composicién quimica del fruto citrico en general esta dada por gran cantidad de
macronutrientes como azucares simples y fibra dietaria; también contiene
numerosos micronutrientes como acido folico, tiamina, niacina, vitamina B6,
riboflavina, acido pantoténico, potasio, calcio, fésforo, magnesio, cobre, flavanonas
glicosidicas y flavanonas polimetoxiladas.?* Muchos de estos nutrientes se
encuentran distribuidos en la céscara, por ejemplo, los &cidos fendlicos y los
flavonoides se encuentran en mayor proporcién en el albedo, donde cumplen su
funcién como antioxidantes naturales.3°

A nivel comercial, se destacan las siguientes frutas citricas: naranja (Citrus
sinensis), mandarina (Citrus reticulata), limén (Citrus aurantifolia) y toronja (Citrus
paradisi-Citrus reticulata).?* En la Tabla 1, se pueden observar sus caracteristicas
principales.
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Tabla 1 Especies de frutos citricos mas destacados a nivel comercial.

Fruta

Especie de
Citrus

Caracteristicas

Naranja

sinensis

Es de suave corteza, de color anaranjado en su etapa madura, con pulpa
jugosa de sabor dulce, posee semillas blancas y arrugadas. Aunque es
una cosecha demorada, los arboles pueden mantener los frutos maduros
durante un tiempo prolongado. Se divide en tres grupos: Navel, Valencia y
de sangre.3!

aurantium

Sus frutos son agrios y poco comestibles; tiene cualidades decorativas y
un alto contenido de aceites esenciales lo cual la hace util en la industria
de los perfumes.s?

Mandarina

reticulata

Es el grupo méas importante para la comercializacion de citricos frescos,
gracias a su buena apariencia, agradable sabor y facilidad para pelarla y
extraerle las semillas. A diferencia de las naranjas, pueden resistir
temperaturas mas frias. Existen dos clases de Citrus reticulata: la
clementina que es de frutos pequefios y puede permanecer durante largo
tiempo en el arbol; y la Citrus reticulata var austera, que es de sabor
amargo y mas pequefia que la clementina.?®

Limoén

aurantifolia

Es de color amarillento y su corteza es lisa, delgada y compacta. Su pulpa
es carnosa, de color verde traslicido y jugoso con un sabor &cido o dulce,
con poca cantidad de semillas. Se destaca principalmente por su aroma
tan peculiar.33

Toronja

paradisi-
reticulata

Es de las frutas citricas de mayor tamafio. Es de color amarillo palido, por
dentro, su centro puede ser sélido o semi hueco, con una pulpa de color
rojo oscuro, amarillo pdlido o rosado; las semillas son blancas,
puntiagudas y puede haber hasta 90. Es de sabor amargo. Su cultivo ha
sido importante en Estados Unidos, México, Argentina, Marruecos y en
algunas zonas de Suramérica.3*

Como se mencion6 anteriormente, dentro de la composicion quimica de los citricos
se encuentran compuestos tipo polifenoles, los cuales se describen a continuacion.

2.2 COMPUESTOS FENOLICOS

Los fenoles, son compuestos organicos que contienen en su estructura molecular
un anillo aroméatico unido a uno o mas grupos hidroxilo. Tienen su origen en el reino
vegetal, siendo uno de los principales metabolitos secundarios de las plantas, ya
gue actian como fitoalexinas, anti-alimentadores, atrayentes para los polinizadores,
también son contribuyentes de la pigmentacién, antioxidantes y agentes protectores
de UV, entre otros. Estas caracteristicas juegan un rol en el crecimiento y la
reproduccion de las plantas.3® Entre los alimentos ricos en fenoles se encuentran:
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la cebolla, el vino tinto, el cacao, el aceite de oliva, los frutos citricos, las aceitunas,
etc.36

Actualmente, el interés por los polifenoles ha ido aumentando gracias a sus
beneficios sobre la salud humana, ya que poseen actividad antiinflamatoria, antiviral
y antialérgica; ademas, debido a sus propiedades antioxidantes pueden prevenir
algunas enfermedades como el céancer, enfermedades cardiovasculares o
neurodegenerativas como el Alzheimer.3® Los polifenoles se pueden dividir en dos
grandes grupos: acidos cinamicos Yy flavonoides; este ultimo representa el grupo
mas importante y generalizado de los metabolitos secundarios de las plantas,
abarca a mas de 6500 moléculas.®’

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular, su estructura de (Ce-Cs-
Cs) Cis incluye dos anillos de fenilos (A 'y B) unidos a través de un anillo C de pirano
(heterociclico),®® ver Figura 2.

Figura 2. Estructura basica de los flavonoides.®®

Los flavonoides se pueden subdividir segun los sustituyentes y el nivel de oxidacion
en el anillo heterociclico en:

- Flavonoles: representado por la quercetina, con un grupo hidroxilo en la posicién
3 del anillo C;*" los flavonoles y las flavonas se unen a los azlcares,
preferentemente a la posicién 3 y con menor frecuencia a la posicién 7 del anillo
A, encontrdndose comunmente como O-glucésidos donde la D-glucosa es el
residuo de azlcar mas usual. La parte sin aztcares de la molécula de flavonoide
se conoce como aglicona; los glucésidos son mas solubles en agua y menos
reactivos frente a radicales libres en comparacioén con su aglicona.®

- Flavanonas: se caracterizan por la presencia de un centro quiral en la posicion
2 y por la ausencia del doble enlace entre las posiciones 2 y 3; se presentan
como glucosidos, generalmente rutindsido (6-O-a-L-ramnosil-D-glucdsidos) y
neohesperidosidos (2-O- a-L-ramnosil-D- glucésidos) unido en la posicién 7.37

27



- Isoflavonas: el anillo heterociclico B esta unido a la posicién 3, a diferencia de
los otros flavonoides que lo tienen en la posicién 2. En los granos de soja las
isoflavonas se pueden dividir en tres grupos, los cuales se basan en sus
fracciones de aglicona: daidzeina, genisteina y gliciteina, en cada grupo estan
presentes de cuatro formas diferentes: O-malonil-B-glucdsido, O-acetil-B-
glucédsido, B-glucdsido y aglicona.*®

- Antocianinas: siempre se encuentran como glucésidos, la estructura basica de
estas agliconas es el ion flavilio (2-fenil-benzopirilio), el cual consta de dos
grupos aromaticos, un benzopirilio y un anillo fenélico;*° por lo general el flavilio
funciona como un cation. Las mas comunes son pelargonidina, cianidina,
peonidina, delfinidina, petunidina y malvidina.3’

Esta clasificacion se puede observar en la Figura 3.
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Figura 3. Clasificacion quimica de los compuestos flavonoides.3”: 41
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En los frutos citricos, los flavonoides mas abundantes son la quercetina,
hesperidina, rutina, naringina y nobiletina;'° sus principales caracteristicas estan
presentes en la Tabla 2.
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Tabla 2. Principales flavonoides presentes en frutos citricos.

Flavonoide

Caracteristicas

Es un flavonol amarillo-verdoso presente habitualmente en forma de O-glucésido.
Aunque contiene cinco grupos hidroxilo, la quercetina posee caracter lipéfilo muy
dificiles de absorber, de esta se derivan otros flavonoides, como la rutina y la
naringenina.*?

OH
Quercetina OH
302.24 g/mol = |
HO 8] \\
‘ H
|| OH
OH
2-(3,4-Dihidroxifenil)-3,5,7-trihidroxi-4H-cromen-4-ona
Es una flavanona glucésida, de color blanco o amarillo palido. Se utiliza
principalmente como protectora de los capilares, eficiente para el tratamiento de
\varices o hemorroides, también evita las Ulceras, reduce los niveles de colesterol y
tiene propiedades sedantes.*?
HO
.- QOCH
Hesperidina M—o0  o—cH, P 2
610.56 g/mol CHs 0
o] o] \
HO OH oH
OH HO
OH (|il
(2S)-5-hidroxi-2-(3-Hidroxi-4-metoxifenil)-7-[[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-trihidroxi-6-
metiloxan-2-ylJoximetilJoxan-2-ylJoxi-2,3-dihidrocroman-4-ona
Conocida como rutésido, quercetin-3-rutindésido o soforina, es un glucésido de
flavonol compuesto de quercetina y rutinosa. Puede reducir la fragilidad capilar y los
hematomas, se ha empleado en la industria alimentaria como un agente colorante,
también para fines en los cosméticos.**
o
HO 0 ‘ P
Rutina \|\ o
610.52 g/mol ww
o]
HO || (0]
H4C o
HO
HO

OH

2-(3,4-Dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-[a-L-ramnopiranosil- (17— 6)-B-p-

glucopiranosiloxi]-4H-cromen-4-ona
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Es una flavanona glicosidica responsable del sabor amargo de algunos citricos. Se
utiliza en perfumeria y para dales sabor amargo a golosinas y bebidas; posee
propiedades hipocolesterolémicas, lo que reduce el nivel de colesterol en el plasma.*®
OH
H,OH = ‘
HO 0 0 S
Naringina } H ©
580.54 g/mol o 0
HO I
OH
OH OH
7-2-0-(6-Deoxi-a-L-manopiranosil)-B-D-glucopiranosiloxi-2,3-dihidro-5-hidroxi-2-(4-
hidroxifenil)-4H-1-benzopirano-4-ona
Es una flavona polimetoxilatada; se han realizado experimentos, donde la nobiletina
demuestra capacidad protectora frente al arterioesclerosis, la diabetes tipo 2 y la
obesidad.®
OMe
OMe
Nobiletina Me0 =
402.39 g/mol MeQ o T
MeO ” R
OMe
2-(3,4-Dimetoxifenil)-5,6,7,8-tetrametoxicromen-4-ona

Los flavonoides se destacan por sus mudltiples beneficios sobre la salud,
principalmente por su capacidad antioxidante como se describird a continuacion.

2.3 COMPUESTOS ANTIOXIDANTES

Los radicales libres son moléculas que presentan un electron desapareado en su
estructura, generando una inestabilidad en su configuracion espacial, siendo
altamente reactivos con gran capacidad de combinarse con una variedad de
moléculas integrantes de estructura celular, como lo son los lipidos, carbohidratos,
acidos nucleicos, proteinas y los derivados de cada uno.*” En concentraciones bajas
los radicales libres trabajan como mensajeros estimulando la proliferacion celular
y/o la activaciéon de las células.®® No obstante, una concentracion elevada de las
ERO llevan a cabo alteraciones funcionales, generando un gran numero de
problemas fisiolégicos como la aterosclerosis, el envejecimiento, el cancer, la
diabetes enfermedades cerebrales, entre otros.*°
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Algunas de las ERO son extremadamente més reactivas (radical hidroxilo) que otras
(superéxido y peréxido de hidrogeno).° La reaccion que mas se destaca de los
radicales superéxido, es la dismutacion (Esquema 1), donde un radical superéxido
reacciona con otro radical superoxido; uno es oxidado por el oxigeno y el otro se
reduce a peréxido de hidrégeno.>!

Esquema 1. Reacciéon de dismutacion.>!

+HY
HO,/05 + HO,/05 — H,0, + 0,

El peroxido de hidrégeno (H202) no es un radical, pero su importancia radica en la
facilidad de penetrar las membranas biolégicas, su papel como intermediario en la
produccion de moléculas ERO vy la formacién de -OH por medio de la oxidacion de
los metales de transicion (Esquema 2).%°

Esquema 2. Radical hidroxil ((OH).%°
H,0, + Cut/Fe?t - -0H + OH™ + Cu?*t /Fe3*

Los radicales superéxido son capaces de reaccionar con peroxido de hidrégeno,
dando como resultado radicales altamente reactivos del hidroxilo;>° esta reaccion
se conoce como Fenton (Esquema 3) y es catalizada por metales de transicién, por
lo general el hierro.3’

Esquema 3. Reaccién de Fenton.>?
Fe*2-EDTA + H,0, - Fe™3-EDTA + OH + OH

La importancia de los antioxidantes en la dieta y su considerado valor en la
intervencidon de enfermedades cardiovasculares, han sido de gran interés durante
los dltimos afios.>® Los flavonoides son potentes antioxidantes, ya que pueden
reducir el efecto de los radicales libres altamente oxidantes, mediante la formacion
menos reactiva de radicales flavonoides,®* de esta manera pueden impedir, por
ejemplo, la peroxidaciéon lipidica, una de las acciones mas importantes de los
radicales libres, que conlleva a dafios en la membrana celular e inclusive, la muerte
de la célula. Otra actividad que realizan los flavonoides es limpiar el 6xido nitrico
que se forma en combinacién con los radicales libres de superdoxido, el peroxinitrito,
el cual puede dafar gran variedad de moléculas celulares, incluyendo el ADN y las
proteinas.®®

En los alimentos, la oxidacion es causante de la pérdida del sabor, de la textura y
de la calidad nutricional.>® Para esto, la industria alimenticia ofrece por lo general
antioxidantes sintéticos, ya que son mas baratos, su pureza es controlada y tienen
capacidad antioxidante uniforme; dentro de este grupo se encuentran BHA
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(butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno) y los ésteres derivados del acido galico
(galatos) (Figura 4).57

Figura 4. Estructura de los antioxidantes sintéticos mas utilizados por la industria
alimenticia.?% 8

OH OH O OH
C(CH3)s (H3C)sC C(CHs)s
HO OH
OCHj; OCHj5 OH
BHA BHT Acido gélico (AG)

El uso de estos aditivos alimentarios sintéticos se esta limitando, ya que pueden ser
toxicos y cancerigenos para el ser humano;®® por esto, la industria alimenticia ha
aumentado el uso de los aditivos naturales como las vitaminas C y E, flavonoides,
fenoles, terpenos, presentes en las frutas y vegetales.®°

La mayoria de los métodos empleados para medir la actividad antioxidante de un
compuesto o sustancia, se basan en la generacion de radicales libres, obteniendo
el punto final donde se detecta el radical.5* Un extracto con actividad antioxidante
se utiliza para inhibir ese punto final, y capturar el radical libre generado.®?

Los antioxidantes reaccionan con los radicales libres por medio de dos mecanismos:
TE (transferencia de electrones), TAH (transferencia de atomos de hidrégeno) o la
combinacion de ambos TE y TAH. En la reaccion de TAH los radicales libres
remueven un hidrégeno del antioxidante, convirtiéendose este ultimo en un radical
(Figura 5), aqui la entalpia de disociacion del enlace (EDE) es un pardmetro
importante en la evaluacion de la accion antioxidante. En el mecanismo TE, el
antioxidante proporciona un electrén al radical libre convirtiéndose en si mismo un
cation radical (Figura 5); el potencial de ionizacién (PI) del antioxidante es el factor
energético mas importante en la evaluacién de la accién antioxidante.®?
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Figura 5. Mecanismos de reaccion por transferencia de electrones (TE) y
transferencia de atomos de hidrégeno (TAH).53
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Uno de los métodos espectrofotométricos aplicados a la medicién de la actividad
antioxidante total de soluciones, sustancias puras y mezclas acuosas, es el del
cation radical ABTS* (&cido-2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazonil-6-sulfénico).t*
Originalmente, el ensayo se basaba en la activacion de la metilmioglobina con
perdxido de hidrogeno en presencia de ABTS, el cual generaba un radical catién en
presencia o ausencia de antioxidantes. Esto fue cuestionado debido a que la rapida
reaccion de los antioxidantes podria contribuir a la reduccién del radical
ferrilmioglobina.®t

La nueva técnica mejorada, consiste en la produccion directa del croméforo ABTS™
verde-azul por medio de la reaccion entre ABTS y el persulfato de potasio (K2S20s)
(Esquema 4); este presenta tres valores de absorbancia maximos de 645, 734y 815
nm.% El punto final de la reaccién lo marca la adiciéon del antioxidante utilizado al
radical pre-formado, reduciéndolo a ABTS,; el nivel de decoloracién como porcentaje
de inhibicion del radical cation ABTS* se determina en funcion de la concentracion
y el tiempo.%® Los resultados se expresan con equivalentes de Trolox, el cual es
empleado como reactivo estandar.*8
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Esquema 4. Reaccion del cation radical ABTS* en presencia de un antioxidante
durante el ensayo ABTS.%°
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Nutracéuticos y suplementos alimenticios con frecuencia contienen grandes dosis
de antioxidantes y, por lo general no se reconoce que el alto consumo de
antioxidantes también puede tener efectos adversos, debido a que pueden mostrar
actividades prooxidantes bajo ciertas condiciones, como altas dosis o la presencia
de iones metalicos.>® Un ejemplo de esto es el efecto prooxidante del tocoferol,
similar al de la vitamina C, causada por el poder reductor del tocoferol que, ademas
de eliminar los radicales libres, también es responsable de la reduccion de los
metales en estado de transicion, facilitando la formacién de radicales libres;%” este
efecto oxidante del tocoferol esta implicado en el aumento de infartos de miocardio
que se observé en un estudio clinico con suplementos de vitamina E.®

2.4 HESPERIDINA

La hesperidina es un glucésido flavanona que comprende de una aglicona,
hesperetina y un disacarido unido, rutinosa (Figura 6).5° La hesperidina es una
sustancia sélida facilmente soluble en piridina, generando una solucién de color
amarillo claro; es ligeramente soluble en metanol, acido acético glacial caliente y
casi insoluble en acetona, benceno y cloroformo, tiene baja solubilidad en agua. En
estado puro se produce como agujas y tiene un color entre blanco y amarillo palido,
es insipida e inodora; su formula molecular es C1sH3z4015, con un peso molecular de
610.57 Daltons y un punto de fusion entre 258 y 260 °C.7° La hesperidina posee una
propiedad para formar cristales complejos con otros glucosidos similares, esto
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puede afectar algunas propiedades fisicas como la solubilidad y su obtencion en
estado puro. Tiene un espectro de absorcion caracteristico de flavanona, con
maximos UV a 289 nm, con una inflexiéon de baja intensidad a 330 nm.*3

Figura 6. Hesperidina (flavanona glucésido).5°
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La hesperidina posee actividad similar a la de las vitaminas, puede disminuir la
permeabilidad y la fragilidad capilar (vitamina P), también posee propiedades
antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerigenas y antialérgicas. En combinacion
con la diosmina, un glucésido de flavona (Figura 7), es utilizada en Europa para el
tratamiento de la insuficiencia venosa y se conoce comercialmente como Daflon-
500M® (Figura 8), contiene hesperidina (50 mg) y diosmina (450 mg).”® Con el paso
del tiempo, la hesperidina ha adquirido gran importancia, ya que se han publicado
un gran numero de estudios que describen nuevas actividades farmacolégicas, con
objetivos moleculares y mecanismos de accion. Durante la ultima década, se han
investigado los efectos de la hesperidina sobre el sistema nervioso central.”?

Figura 7. Diosmina (diosmetina-7-ramnoglucésido).%8
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Figura 8. Daflon 500M®, 20 tabletas, Sanfer 72.
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Laboratorios como SIGMA-ALDRICH comercializan hesperidina 280% con un
precio de $48.10 USD 259,y 100 g a $ 160 USD."3

Tamilselvam, K. (2013),’* investigaron los efectos neuroprotectores de la
hesperidina, debido a su accion antioxidante puede mantener la funcion
mitocondrial, estudio utilizado para la biopatologia de la enfermedad de Parkinson
tanto in vitro como in vivo; este estudio confirmé los efectos protectores de la
hesperidina en la neurotoxicidad inducida mediante la normalizacion del estrés
oxidativo y la inflamacion. La hesperidina también ha mostrado resultados positivos
para el tratamiento de la enfermedad de Huntington, inducido en ratas.” Una baja
cantidad de flavonoides en la dieta, se ha relacionado con la demencia; una cuarta
parte de pacientes con enfermedad de Alzheimer, tenian deficiencia de
flavonoides.”®

Marder (2003),”” presentd el primer reporte de la presencia de la forma 2S de
hesperidina en Valeriana officinalis L., donde describieron sus propiedades como
sedante. En otro estudio realizado por Loscalzo (2011),”® la hesperidina presenté
actividad anticonceptiva en ratones después de la administracion intraperitoneal,
mas no por via oral.

El efecto antidepresivo de la hesperidina comprende una via 6xido nitrico (NO) —
guanosina monofosfato ciclico (cGMP) dependiente;’® los resultados mostraron que
el tratamiento cronico de la hesperidina tiene comportamiento antidepresivo en el
Ensayo de Suspension de Cola de Raton (Mouse Tail Suspension Test (TST), por
su nombre en inglés). El estudio evalud el efecto de la hesperidina en el Factor
Neurotrofico Derivado del Cerebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor (BDNF), por
su nombre en inglés) como un agente importante en la fisiopatologia de la
depresién. La hesperidina incremento el nivel de BDNF en el hipocampo.&°

Rong y colaboradores (2013);8! realizaron estudios in vitro e in vivo de la hesperidina
sobre la Encefalopatia Hipoxico-lsquémica (Neonatal Hypoxia—Ischemic
Encephalopathy (HIE), por su nhombre en inglés), una causa de dafio cerebral que
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conlleva a la discapacidad y la alta tasa de mortalidad en recién nacidos, es
producida por la disminucion del aporte de oxigeno (Oz) o una reduccion mantenida
de flujo sanguineo cerebral al encéfalo. El pre-tratamiento de la hesperidina, redujo
de forma significativa la pérdida de hipoxia-isquémica (Hypoxia—Ischemic (HI), por
su nombre en inglés) inducida cerebral y mejoro las respuestas neuroldgicas.

La hesperidina presenta efectos antihipertensivos; en el estudio realizado por
Yamamoto y colaboradores (2013),8? suministraron dosis continuas de hesperidina
(HE) y glucosil hesperidina (GHE) en ratas con hipertension espontanea. Los
resultados indicaron que la ingestion continua de HE y GHE, previene la
hipertension arterial por medio de la regulacion de la expresion de genes que se
relacionan con la modulacion del tono vascular.

El cancer de mama es de los mas comunes en el mundo; estudios realizados por
Natarajan y colaboradores (2011)8 investigaron el impacto de la hesperidina en la
linea celular del carcinoma mamario humano (MCF-7) y su posible rol en la
induccion de la apoptosis. La apoptosis es una muerte celular programada por la
misma célula, con el fin de mantener un control de la tasa de divisidbn y muerte
celular, si no se necesitan células, estas se suicidan, de esta manera pueden
controlar su desarrollo y crecimiento. La apoptosis hace posible la destrucciéon de
células dafadas, con lo que evita enfermedades como el cancer (replicacion sin
control de células dafiadas).?4 Los resultados de la investigacién mostraron que la
hesperidina inhibié de forma significativa la proliferacion de células MCF-7 in vitro.83

También se han comprobado las actividades bactericidas in vivo e in vitro de la
hesperidina contra Aeromonas hydrophila, un patégeno humano que puede causar
infecciones invasivas y enfermedad gastrointestinal aguda, asi mismo infecciones
en tejidos blandos y sepsis.®®

La extraccion, es el proceso mas importante para la recuperacion y el aislamiento
de los compuestos bioactivos a partir de un material vegetal. A continuacion, se
describen los diferentes métodos de extraccion para compuestos flavonoides.

2.5 EXTRACCION Y AISLAMIENTO DE FLAVONOIDES

Las caracteristicas que intervienen en el proceso de extraccion estan relacionadas
con la naturaleza quimica de los compuestos, el método de aislamiento utilizado, el
tamario de la particula y la presencia de sustancias que interfieren.

En el caso de los compuestos tipo flavonoides, los métodos de extraccién mas
utilizados son:
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2.5.1 Extraccion asistida por Soxhlet: realiza extracciones de forma continua,
empleando el mismo solvente que se evapora y condensa llegando de manera
limpia al material.8¢ Ventajas: debido al contacto constante entre la muestra y el
disolvente, hay mayor eficacia en la extraccién, no se requiere una posterior
filtracion, la instrumentacion es sencilla y favorece la solubilidad del analito.®’
Desventajas: posee largos tiempos de extraccion, mayor consumo de disolvente y
no es adecuado para compuestos termolabiles, ya que se pueden descomponer.

2.5.2 Extraccion asistida por ultrasonido: consiste en un fendGmeno cavitacion
producida en el disolvente por el paso de una onda ultrasoénica; se forman burbujas
de cavitacion, y su energia causa la erosion de los sélidos contenidos en el medio
liquido.88 Ventajas: es de alta reproducibilidad y tiempos cortos, su manipulacién es
sencilla y requiere de un bajo consumo de disolvente, temperatura y energia.®®
Desventajas: Se requiere una filtracion posterior, y el equipo es costoso.

2.5.3 Extraccién asistida por microondas: las microondas son ondas
electromagnéticas de alta energia, responsables de provocar cambios en la rotacion
molecular y en la movilidad i6nica sin afectar la muestra; también pueden ser
absorbidas sélo por la matriz, ocasionando el calentamiento de la muestra y
liberacién de solutos en el disolvente frio.°° Ventajas: se requiere bajo consumo de
disolvente y energia, la extraccion es rapida, con menos costo, se pueden controlar
los pardmetros de extraccion, se pueden lograr altas temperaturas y presiones.%!
Desventajas: se requiere de filtracion posterior y los equipos pueden ser costosos.

2.5.4 Extraccion asistida por supercritico: el solvente de extraccidén se encuentra
en su estado supercritico, es decir, tanto la presion como la temperatura estan por
encima de los valores criticos. Poseen propiedades intermedias entre gas y liquido.
El sistema se compone de una bomba de alta presién que suministra el fluido y una
célula de extraccion que contiene la muestra, que se mantiene a la presion y
temperatura adecuada.®® Ventajas: los extractos son limpios debido al uso de
disolventes “verdes” como el diéxido de carbono (CO3), facilita la disolucién de los
solutos, tiene facilidad de separacion de la matriz, las extracciones son rapidas y
eficientes.®¢ Desventajas: el equipo es costoso debido a las altas presiones que
debe alcanzar, el CO2 utilizado, también es de alto costo debido a la pureza
requerida.®?

El aislamiento de flavonoides ha sido un tema de interés desde hace afios. En 1828,
el quimico francés Leberton aislé por primera vez la hesperidina del albedo de la
naranja;’’ también fue detectada en limones por Pheffer en 1874.% La
neohesperidina es un isémero de la hesperidina, y junto con ella, ha sido aislada de
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naranjas agrias inmaduras cultivadas en Europa.®® Horowitz y Gentili (1960)%*
aislaron hesperidina del limén ponderosa; también se aislé del naranjo Citrus mitis
por Sastry y Row (1961).%° Ikan (1991)°° propuso dos métodos para aislar la
hesperidina: uno es por extraccion de la cdscara seca con éter de petroleo (remueve
el aceite esencial) y metanol (remueve el glucésido). El otro método es por
extraccion alcalina de cascara de naranja picada y la acidificacion del extracto.

El-Nawawi (1995),° extrajo hesperidina de la cascara de naranja, por medio de un
tratamiento con Ca(OH)z. El mayor rendimiento de hesperidina fue de 15,5 g/ 2 kg
de céascara, también se observo que este rendimiento se dio en naranjas en estado
inmaduro.

Londofio-Londofio (2010),°" realizaron extracciones de flavonoides de cascaras de
frutas citricas (lima, naranja y mandarina), empleando el método de extraccion por
ultrasonido con las siguientes condiciones: frecuencia de 60 kHz, tiempo de
extraccion de 60 min y una temperatura de 40°C, utilizando metanol como solvente.
Obtuvieron como resultados 40,25 + 12,09 mg de flavonoides / g de cascara. Para
determinar la composicion de los extractos, emplearon HPLC/MS; en los extractos
de cascara de naranja se identificaron compuestos como la hesperidina,
neohesperidina, diosmina, nobiletina y tangeritina, mientras que en los de la cascara
de mandarina determinaron la presencia de hesperidina y neohesperidina.

Ma y colaboradores (2008),2* aislaron 57 mg de hesperidina de 1 g de cascara de
mandarina seca; el método de aislamiento fue la extraccion asistida por ultrasonido
y las variables estudiadas fueron: naturaleza del disolvente (metanol, etanol e
isopropanol), la frecuencia (20, 60 y 100 kHz) y la temperatura (30, 40 y 50°C). El
metanol fue el mejor disolvente; se obtuvo mayor proporcion de hesperidina a una
frecuencia de 60 kHz, en un tiempo de extraccion de 60 min a 40°C.

Por otro lado, Inoue y colaboradores (2010),°® emplearon el método de extraccion
asistida por microondas, obteniendo 58,6 mg de hesperidina por 1 g de cascara de
Citrus unshiu, una especie de mandarina; utilizaron metanol como solvente. En tanto
que, Makovsek (2013),°° report6é que pudo aislar 61,3 mg de hesperidina de 1 g de
cascara de mandarina, los mejores resultados se obtuvieron utilizando una solucién
de acetona 70%, a 60°C, 90 minutos, con una proporcion de material y disolvente
1/50 g/mL en tres etapas de extraccion.

Khan y colaboradores (2010);8 utilizaron la extraccion asistida por ultrasonido, y
obtuvieron 205,2 mg de hesperidina / 100 g de cascara fresca de naranja; las
condiciones 6ptimas empleadas fueron la temperatura a 40°C, una potencia de
ultrasonido de 150 W y una proporcion de etanol-agua 4:1 (v/v).

Karpakavalli y colaboradores (2012);1 realizaron una comparacién entre el método
convencional (lavado con metanol caliente y recristalizacion acida) para aislar
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hesperidina y asistido por microondas (160 W de intensidad y 15 min de irradiacién)
siendo este ultimo método en el cual se obtuvieron los mejores resultados.

Lahmer y colaboradores (2015);1% aislaron hesperidina de pieles de naranja y
mandarina, por medio de un reflujo con metanol, cristalizaron con acido acético (6%)
y purificaron empleando dos metodologias: con dimetilsulféxido y con cloroformo.
La hesperidina aislada de la mandarina corresponde al 1.75% y de la naranja dulce
el 2.4%.

2.6 METODOS DE CARACTERIZACION E IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
FLAVONOIDES

A continuacion, se describen los métodos colorimétricos y los espectrofotométricos
empleados en el desarrollo de este trabajo.

2.6.1 Ensayos de coloracion

Los flavonoides se pueden identificar experimentalmente por medio de diferentes
ensayos de coloracion, los cuales se describen a continuacion.

PRUEBA DE SHINODA: los flavonoides con nucleo benzopirona generan
coloracion rojiza cuando a sus soluciones acuosas se les adiciona magnesio y acido
clorhidrico concentrado.!

PRUEBA PARA TANINOS: los taninos son compuestos fendlicos presentes en las
plantas, son solubles en agua y tienen pesos moleculares entre 500 y 3000, se
caracterizan por reaccionar y precipitar a los alcaloides, gelatina y otras proteinas.0?
Un ejemplo de estos es el acido galico (Figura 4). Estos compuestos se precipitan
en presencia de cloruro férrico, debido al ataque producido por el ion cloruro al
hidrégeno del grupo hidroxilo, generando una ruptura de enlace y la unién del grupo
fendxido al hierro (formacion del complejo color azul verdoso).193

2.6.2 Espectroscopia ultravioleta-visible: la espectrofotometria UV-visible es una
técnica analitica que permite determinar la concentracién de un compuesto en
solucion. Se basa en la absorcién de la radiacion UV-vis por una molécula,
causando que algunos electrones pasen de un estado de energia basal a uno
excitado.%® Para esto, se emplea un espectrofotometro donde se puede seleccionar
la longitud de onda de la luz que pasa por la solucién y medir la cantidad de luz
absorbida por la misma, la absorbancia es directamente proporcional a la
concentracion.104

Las variantes estructurales que existen dentro de la familia de los flavonoides,
absorben dentro de un rango que va desde los 220 a los 600 nm; por lo general
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presentan dos maximos de absorcion que varian en intensidad y en longitudes de
onda, segun la naturaleza del nucleo del flavonoide.%

2.6.3 Cromatografia de capa fina (CCF): la cromatografia de capa fina es una
técnica empleada para analizar mezclas por separacion de los compuestos
presentes en ella,’% involucra varios procedimientos; primero, se aplica una
solucion hecha a partir de la muestra en una pequefia zona de la placa revestida; la
placa se deposita en un recipiente sellado que contiene un pequefio volumen de
una mezcla del disolvente apropiado, a medida que esta mezcla se desplaza hacia
arriba de la placa, los compuestos de la muestra se desplazan a diferentes
velocidades debido a su interaccion con el revestimiento de la placa (fase
estacionaria) y el sistema de disolvente en movimiento (fase movil); la placa se retira
y se visualizan los compuestos generalmente haciéndolos reaccionar con un
reactivo que producen puntos visibles o fluorescentes cuando se observan con luz
normal o ultravioleta.'%” Se denomina R, a la relacion entre la distancia recorrida por
el compuesto y la recorrida por el disolvente en el mismo tiempo, estos valores
varian segun el compuesto y el disolvente; el maximo valor que se puede alcanzar
es de es 1, lo ideal es un Ry entre 0.65y 0.7.1%8

Los polifenoles se pueden identificar gracias a sus propiedades de fluorescencia en
la luz ultravioleta, a sus valores de Ry y a sus caracteristicas espectrales. Se han
identificado una gran variedad de compuestos fendélicos empleando la cromatografia
en capa fina, como la naringenina, hesperetina, eriodictiol, kaempferol, quercetina,
naringina, hesperidina, rutina, catequina, entre otros.%

2.6.4 Cromatografialiquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD): la cromatografia liquida de alta eficiencia es el método mas empleado
para la separacion de mezclas complejas con contenido de compuestos no volatiles
como algunos flavonoides presentes en los extractos a partir de diferentes
muestras.!10

Las condiciones cromatogréaficas de los métodos de HPLC incluyen el uso de casi
exclusivamente una columna Cis de fase inversa, UV-vis detector de diodos, y un
sistema disolvente binario que contiene agua acidificada (disolvente A) y un
disolvente organico polar (disolvente B).> El detector de arreglo de diodos (DAD) es
una herramienta indispensable para identificar las principales estructuras de los
compuestos fendlicos presentes en los alimentos, las diferencias espectrales
pueden ser utiles para distinguir entre estructuras flavonoides (flavan-3-ol,
flavonoles, flavonas, isoflavonas y flavanonas), asi como estructuras de glucésidos
y no glucésidos.1!
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2.6.5 Espectroscopia infrarroja (IR): la espectroscopia IR trata con la parte
infrarroja del espectro electromagnético, se utiliza tanto para identificar un
compuesto como la composicion de una muestra.''? La regién IR del espectro
electromagnético se encuentra entre 12800 — 10 cm™ y se divide en tres zonas: el
IR lejano (aproximadamente 400 — 10 cm™?) estd adyacente a la region de
microondas, es de baja energia y se puede usar en espectroscopia rotacional; el IR
medio (aproximadamente 4000 — 400 cm cm™) se emplea para el estudio de las
vibraciones fundamentales y la estructura rotacional vibracional; y el IR cercano
(14000 — 4000 cm™t) puede excitar vibraciones arménicas.?

Una de las grandes ventajas de la espectroscopia IR es su versatilidad, permite el
estudio de cualquier muestra independientemente del estado en que se encuentre:
liquidos, disoluciones, pastas, polvos, fibras, films, gases entre otros.** En el caso
de los flavonoides la espectroscopia vibracional se ha empleado para estudiar
sistematicamente los grupos hidroxilo y carbonilo, asi mismo los efectos de los
sustituyentes de la geometria de la molécula, particularmente los angulos diedros,
también en el andlisis intramolecular e intermolecular del enlace del hidrégeno con
otro flavonoide o con moléculas del disolvente.!1®

2.6.6 Cristalografia de Rayos X: la cristalografia de rayos X es una técnica que
emplea un haz de rayos X que atraviesa un cristal, al entrar en contacto, el haz se
divide y toma diferentes direcciones debido a la simetria y agrupacion de los atomos
y, por difraccion, da lugar a un patron de intensidades que se interpretan segun la
ubicacion de los atomos de los cristales.!*® Muchos materiales forman cristales,
como las sales, los metales, las moléculas organicas y biolégicas, en especial las
proteinas; por otro lado, los flavonoides forman solamente cristales en condiciones
ocasionales, siendo el niimero reportado de estos muy bajo.'’

No obstante, la cristalografia de rayos X tradicional se ha empleado para identificar
las interacciones pi (11) intermoleculares que dirigen el apilamiento de agliconas
paralelas para formar capas supramoleculares, también para identificar los residuos
de aminoacilo implicados en la formacién de complejos de proteinas-flavonoides,
criticos para la circulacion de los flavonoides en los mamiferos.!'®

Recientemente la difraccion de rayos X en polvo se ha empleado solo o0 en conjunto
con RMN en estado solido, con el fin de obtener estructuras de flavonoides, en
especial de las catequinas.1?
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2.6.7 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN): la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN), es una técnica capaz de
realizar un andlisis completo de forma estructural y conformacional de moléculas
complejas, asi mismo analisis cuantitativos de mezclas complejas y la medicién de
la velocidad de reaccion tanto de los sistemas quimicos en el tubo de ensayo como
en los organismos vivos, incluyendo los seres humanos.*?°

Esta técnica determina las estructuras de los flavonoides, aunque esta limitada
debido a una baja sensibilidad, un rendimiento lento y algunas dificultades en el
andlisis de las mezclas.'® Sin embargo, algunos hechos recientes han convertido
el RMN en una herramienta importante para la especificacion completa de la
estructura de los flavonoides, ya que es posible hacer asignaciones de todas las
sefales de protones y carbonos en los espectros de RMN para la mayoria de los
flavonoides aislados de bajo peso. Estas asignaciones se basan en los
desplazamientos quimicos (8) y en las constantes de acoplamiento (J) observadas
en los espectros 1D del *H y del 3C combinados con correlaciones vistas como
sefiales cruzadas en los experimentos de RMN en 2D homo y heteronucleares.!t’

Los solventes mas utilizados en RMN para andlisis de flavonoides son el
dimetilsulféxido hexadeuterado (DMSO-ds) y el metanol tetradeuterado (CDsOD); la
eleccion del solvente depende de la solubilidad del analito, la temperatura del
ensayo, la viscosidad del solvente y la facilidad con que el flavonoide se puede
recuperar a partir del disolvente después del anélisis.?’

3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 ASPECTOS GENERALES

3.1.1 Equipos menores. En esta investigacion se usaron los siguientes equipos:
balanza analitica (OHAUS PA214); horno (GEMMY 888); licuadora con jarra de
vidrio refractario con programa Auto-Blend (Oster®, 16 velocidades; 450 vatios);
ultrasonido (ULTRAsonik NEY modelo 57H); manta de calentamiento (E&Q
Equipos, electronica y quimicos M-250); rotoevaporador (IKA RV 10 control; IKA HB
10 control); centrifuga (Hettich ZENTRIFUGEN, D-78532 Tuttlingen, disponible en
el Laboratorio de Fitoquimica de la Universidad del Norte, Barranquilla);
espectrofotometro UV-Vis (Agilent 8453); equipo UV-vis BMF FLUOstar OPTIMA;
ultrasonido (Fisher Scientific™ 1,9 L CPXH, disponible en el Laboratorio de
Fitoquimica de la Universidad del Norte, Barranquilla).
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3.1.2 Reactivos. Durante la realizacién del proyecto se emplearon diferentes
reactivos y disolventes: éter de petréleo (Merck, 90%); etanol (Merck, 99%); etanol
industrial (Arquilab, 96%); magnesio en cinta (Merck, 99.5%); acido clorhidrico
(Merck, 32%); cloruro de hierro Il (Merck, 98%); persulfato de potasio (Sigma-
Aldrich, 99%): Acido-2,2’-Azinobis-3-etil-Benzotiazonil-6-Sulfénico (ABTS) (Sigma-
Aldrich, 99%); Acido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico  (Trolox)
(Sigma-Aldrich,  99%); Butilhidroxianisol ~ (BHA) (Sigma-Aldrich,  99%);
Butilhidroxitolueno (BHT) (Merck, 99%); a-Tocoferol (Sigma-Aldrich, 99%); cloruro
de aluminio (Alfa Aesar, 99.8%); nitrito de sodio (Merck, 99.5%); quercetina (MP
biomedicals); hidroxido de sodio (Merck, 98%); reactivo Folin-Ciocalteu (Panreac);
carbonato de sodio (Merck, 99.9%); acido acético (Merck, 99%); acetona (Merck,
98%); metanol (Merck, 99%); acido fosférico (Merck, ); hesperidina (Sigma-Aldrich,
98%); acetato de potasio (Panreac); acido galico (Carlo Erba).

3.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS A PARTIR DE LA
CASCARA DE MANDARINA

3.2.1 Recoleccion y preparacion del material vegetal:

El objeto de este trabajo de investigacion es emplear residuos solidos de frutos
citricos provenientes de diferentes fuentes (hogar, mercado, fruterias, sitios
comerciales), en este caso, las cascaras de mandarina para la obtencién de
compuestos de valor agregado, tipo flavonoides. Considerando lo anterior,
establecer una taxonomia a los frutos empleados en el trabajo no aplica en este
caso. No se busca establecer el contenido de hesperidina segun la especie de la
mandarina, simplemente, generar un valor agregado a partir de los residuos de
estos frutos.

Se seleccionaron las cascaras de mandarinas en buen estado y se lavaron para
eliminar impurezas, las cuales se secaron en un horno a 60 °C durante 24 h, luego
fueron trituradas en una licuadora con el fin de disminuir el tamafio de particula y
facilitar la extraccion. Para el desengrase del material vegetal se realizd un reflujo
empleando un equipo de extraccion liquido -soélido tipo Soxhlet, empleando 50 g de
cascara seca y 250 mL de éter de petréleo,'! con cuatro repeticiones para cada
extracto. En la Figura 9 se puede observar este procedimiento.
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Figura 9. Preparacion del material vegetal a partir de residuos de cascaras de
mandarina.

Mandarinas en estado fresco para
consumo recolectadas del drea
metropolitana de Bucaramanga

Desengrase de cascara de
mandarina empleando un equipo
Soxhlet

Residuos de la mandarina empleados
para el desarrollo de esta investigacion

E——

Secado de las  cascaras Triturado de las cascaras secas
empleando un horno GEMMY 888

FUENTE: Autora

3.2.2 Determinacion del porcentaje de humedad relativa del material vegetal

El porcentaje de humedad, se determiné por el método gravimétrico (diferencia de
peso). Para esto, se peso la cascara en estado fresco en una balanza analitica;
luego de secar las cascaras por 24 h a 60°C, se pes6 nuevamente y el porcentaje
se determiné por diferencia de peso empleando la siguiente ecuacion:
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Peso de la cascara fresca (g)—Peso de la ciscara seca (g)

Ecuacion 1. * 100

Peso de la cascara fresca (g)

3.2.3 Extraccién asistida por ultrasonido.

Como método de obtencion de las muestras a estudiar se empled la extraccion
asistida por ultrasonido (US), para lo cual se utilizd un equipo de ultrasonido, el cual
opero a una frecuencia de 48 kHz, con una potencia de 335 W, a una temperatura
aproximada de 70 °C,?! (Figura 10). Se pesaron 50 g de material vegetal (cascara
de mandarina seca y desengrasada), se le adicionaron 250 mL de etanol industrial
y se sonico durante 1 h. Este procedimiento se realiz6é cuatro veces para cada uno
de los cinco extractos. Luego, la muestra se filtré y el extracto se concentré por
medio de una destilacion rotativa a presion, empleando un rotoevaporador acoplado
a una bomba de vacio.

Figura 10. Ultrasonido empleado para la extraccion, disponible en el Laboratorio de
Investigaciones de Quimica Ambiental de la Universidad Santo Tomas,
Bucaramanga.

FUENTE: Autora

Una vez obtenido el extracto, se determiné el porcentaje de rendimiento de la
extraccion aplicando la siguiente ecuacion:

' .. Peso del extracto seco
Ecuacion 2. % de rendimiento = x* 100
Peso de la muestra

Los extractos se envasaron en frascos ambar y se refrigeraron hasta su uso. Se
obtuvieron cinco extractos etanolicos.
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3.3 PRUEBAS COLORIMETRICAS

Se realizaron las pruebas colorimétricas correspondientes para determinar la
presencia de flavonoides y taninos.

PRUEBA DE SHINODA: se tuvo en cuenta la metodologia propuesta por Vinod K. y
colaboradores (2010)*?1, Se tomaron 4 mg de extracto y se disolvieron en 1 mL de
etanol al 95%; se le adicionaron virutas de magnesio y gotas de acido clorhidrico
concentrado. La aparicién de un color naranja, rojo, rasado o violeta indica que la
prueba es positiva.

PRUEBA DE TANINOS: se tuvo en cuenta la metodologia empleada por Mamta
(2012)'?2, Se tomaron 3,5 mg de extracto y se disolvieron en 1 mL de etanol; luego,
se le adicionaron unas gotas de la solucién tricloruro de hierro al 5%. La aparicion
de un color negro o negro-azulado indica un resultado positivo.

3.4 CUANTIFICACION POLIFENOLES Y FLAVONOIDES TOTALES DE LOS
EXTRACTOS ETANOLICOS DE CASCARAS DE MANDARINA

3.4.1 Cuantificacién de polifenoles totales:

Para determinar el contenido de polifenoles totales en los extractos de cascara de
mandarina, se emple6 la metodologia propuesta por Ozcan en el 2006.123

Se preparo una solucion de acido géalico (C7HsOs) a una concentracion de 5 000
ppm. Luego, se prepard una solucién de carbonato de sodio (Na2COs) al 10% (P/V).

Preparacién de la curva de calibracidn: se prepararon patrones de 50 a 500 ppm
de la solucién de &cido galico. Se le adicioné una alicuota de 6,5 mL de agua
desionizada y 500 uL del reactivo Folin-Ciocalteu se agitdé con vortex y se dejé
reposar durante 8 minutos a temperatura ambiente, transcurrido este tiempo se le
adicionaron 3 mL del carbonato de sodio, se agité nuevamente con vortex y se dejo
en bafio maria durante 30 minutos a una temperatura de 30°C.

Preparacion de las muestras: Los extractos se prepararon a una concentracion de
55 000 ppm. Se tomaron 20 pL de esta solucion en tubos de ensayo y se realizé el
mismo procedimiento para los patrones de la curva de calibracion. Los resultados
se expresaron como mg de acido galico / g de extracto seco.

Para cada una de las muestras este procedimiento se realizé por sextuplicado y los
valores presentados corresponden a la media + desviacion estandar.
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3.4.2 Cuantificaciéon de flavonoides totales

Para determinar el contenido de flavonoides totales se empleé la metodologia
propuesta por Chang y colaboradores en el 2002.1%4

Se preparé un patron de quercetina a una concentracion de 1 000 ppm;
posteriormente se prepard una solucion de acetato de potasio (CHsCO2K) 1 M y una
solucién de cloruro de aluminio (AICI3) al 10%.

Preparacion de la curva de calibracién: Se prepararon patrones de 20 a 100 ppm
en tubos de ensayo; se le adicionaron 1,5 mL de etanol al 95%, luego se le
afadieron 100 pL de la solucién de cloruro de aluminio al 10% y 100 pL de acetato
de potasio, se agitd con vortex y posteriormente se le adicionaron 2,8 mL de agua
desionizada. Se agit6 con vortex nuevamente y se dejé en reposo por 30 minutos a
temperatura ambiente.

Preparacion de las muestras: Los extractos se prepararon a una concentracion de
19 000 ppm; se tomaron 500 pL de cada muestra y se realiz6 el mismo
procedimiento para los patrones. Los resultados se expresan como mg de
quercetina / g de extracto seco.

Para cada una de las muestras este procedimiento se realizé por sextuplicado y los
valores presentados corresponden a la media + desviacion estandar.

Para la cuantificacion de compuestos fendlicos y flavonoides, se empledé un
espectrofotometro UV-Vis (Figura 11). La absorbancia para polifenoles totales se
leyé a una longitud de onda de 765 nm vy, para flavonoides totales la absorbancia
se midi6 a 415 nm.

Figura 11. Espectrofotometro UV-Vis Agilent 8453, disponible en el Laboratorio de
Investigaciones de Quimica Ambiental de la Universidad Santo Tomas,
Bucaramanga.

FUENTE: Autora
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3.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE CASCARAS DE MANDARINA POR EL METODO DE CATION
RADICAL ABTS*

Se empled la metodologia descrita por Re y colaboradores en 1999%! con las
modificaciones propuestas por Mufioz y colaboradores en el 2010.%%°

El cation radical ABTS, se preparé empleando persulfato de potasio (K2S20s) a 660
ppm, y ABTS a 2800 ppm en agua destilada. La solucién se dej6 en reaccion durante
18 horas, en ausencia de luz y a temperatura ambiente. Se tomé una alicuota de la
solucion ABTS™ y se diluy6 en etanol hasta obtener un valor de absorbancia cercano
a 0,75.

Las soluciones stock de las muestras a evaluar (extractos) se prepararon pesando
entre 2 y 5 mg, se diluyeron en forma seriada en microplacas de 96 pocillos hasta
que, después de introducir alicuotas de 10 uL de estas soluciones a la solucion
ABTS* (200 pL), se produjeron inhibiciones entre el 2 y 9 % de la absorbancia del
blanco.

Las mediciones de absorbancia se realizaron en un lector de microplacas a 734 nm
(Equipo UV-vis BMF FLUOstar OPTIMA, disponible en el Laboratorio de Fitoquimica
de la Universidad del Norte, Barranquilla), leyéndose 1 min después de la mezcla
inicial y luego a los 30 min. La respuesta-concentracion de las sustancias, como
porcentaje de la absorbancia del cation-radical ABTS* sin inhibir se calcul6 con la
siguiente ecuacion:

Ecuacion 3. Inh. Azs, (%) = (£2) x 100
B

Doénde:
As = Promedio de la absorbancia de todos los blancos
Awm = Absorbancia transcurridos 30 minutos de la adicién del ABTS a la muestra

El porcentaje de inhibicion de la absorbancia se calculé y se grafic6 como una
funcién de la muestra problema, con los datos de la sustancia de referencia
(Trolox®). Para cada sustancia se determin6 la Actividad Antioxidante Total, TAA
(Ecuacion 4). Se realizaron blancos de disolvente en cada placa. Se utilizd6 como
compuesto “control” la vitamina E (a-Tocoferol). Todos los ensayos se realizaron
por triplicado.

i6 I Trol
Ecuacion 4. TAA = 2%
Kg Muestra
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3.6 OBTENCION DE LA HESPERIDINA A PARTIR DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE CASCARA DE MANDARINA

Después de obtener los extractos etandlicos, se procedié a precipitar la hesperidina
presente en los mismos.

Se tomé 1 g de extracto y se le adicionaron 4 mL de &acido acético'?® previamente
calentado, se llevo a ultrasonido a una temperatura de 50 °C hasta que se disolvié
completamente. Se dejé reposar por 4 h aproximadamente hasta observar la
presencia de una sustancia soOlida de color amarillo. La muestra se centrifugo
empleando una centrifuga con el fin de separar el sélido, el acido se descarto y se
realizaron 2 lavados mas. Para eliminar los restos de acido, el sdlido se lavé con
acetona, previamente calentada, se sonico hasta disolver completamente y luego
se centrifugd, obteniendo un sdlido de color amarillo palido.

3.7 CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE LA HESPERIDINA
OBTENIDA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS.

La hesperidina obtenida a partir de los extractos etandlicos de la cascara de
mandarina fue caracterizada por técnicas fisicas: p.f, Rf y espectroquimicas: IR,
RMN (*H, 13C).

3.7.1 Técnicas fisicoquimicas

Para determinar los puntos de fusién se empleé un fusibmetro Bibby scientific
(disponible en el Laboratorio de Investigaciones y Ciencias Béasicas de la
Universidad Santo Tomas, Bucaramanga). Los Rf se calcularon mediante la técnica
de cromatografia en capa fina, se emplearon placas de silica gel 60 con indicador
F2s4, sobre soporte de aluminio, revelandose por exposicion a la luz UV en un
Equipo Camag UV Cabinet 4 (disponible en el Laboratorio de Fitoquimica de la
Universidad del Norte, Barranquilla) (A=366 nm).

3.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD)

La hesperidina presente en los extractos etandlicos se cuantific6 empleando un
cromatografo liguido de alta eficiencia Ultimate 3000 (Thermo Dionex, Inc.)
equipado con un detector de arreglo de diodos (DAD-UV/Vis) y software
Chromeleon 7 (7229.0003 Revision 1,0, Thermo Fisher Scientific, Inc) y Workstation
Open (CM7 Bundle WSO). La columna empleada fue Capcell-Pack C1s UG120 (250
mm X 4,6 mm ID x 5 um - Shiseido Co.) Este equipo se encuentra disponible en el
Laboratorio de Fitoquimica de la Universidad del Norte, Barranquilla.
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Para la elucion se utilizo una fase movil A (metanol) y una fase movil B (acido
fosforico 0,25%). Se inyectd 15 uL de muestra en un sistema de gradiente de elucion
(Anexo 1)

3.7.3 Difraccién de rayos X.

La muestra seleccionada de hesperidina aislada y el patrén de hesperidina fue
montado en un portamuestra de polimetilmetacrilato (PMMA) mediante la técnica de
llenado frontal.

El respectivo analisis se realiz6 en un difractbmetro de polvo marca BRUKER
modelo D8 ADVANCE con Geometria DaVinci (disponible en el Parque Tecnoldgico
Guatiguara, sede UIS Piedecuesta), bajo las siguientes condiciones:

Voltaje 40(kV)
Corriente 40(mA)
Rendija de Divergencia 0,6mm
Rendijas Soller Primario 2,5°

Muestreo 0,01526° 2theta
Rango de Medicién 4-50° 2theta
Radiacion CuKal

Filtro Niquel

Uso de Anti-dispersor de Aire No

Detector Lineal LynxEye
Tipo de barrido A pasos
Tiempo de muestreo 2 segundos

3.7.4 Espectroscopia infrarroja.

Los espectros de infrarrojo se llevaron a cabo en el espectrofotdmetro infrarrojo IR
Shimadzu, modelo IRA Affinity-1 con transformada de Fourier (disponible en el
Laboratorio de Investigaciones y Ciencias Basicas de la Universidad Santo Tomas,
Bucaramanga). Las bandas de absorcion mas caracteristicas se encuentran
expresadas en cm*

3.7.5 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear
Se empled un espectrometro Bruker AMX-400 (disponible en el Parque Tecnolégico

Guatiguara, sede UIS Piedecuesta), utilizando dimetil sulfoxido deuterado (DMSO-
Ds) como disolvente. Los espectros se procesaron en el programa Mestrec.
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Los valores de los desplazamientos quimicos (0) estan expresados en ppm y las
constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hz.

Las abreviaturas utilizadas para indicar la multiplicidad de las sefiales son las
siguientes: s = singlete, brs = singlete ancho, d = doblete, t = triplete, dq = doblete
de cuartete, m = multiplete, dd = doblete de dobletes, dddd = doble doblete de
doblete de dobletes, dq = doble cuartete, quin = quinteto, sext = sexteto, sep =
septeto, oct = octete.

3.8 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA HESPERIDINA
AISLADA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE CASCARA DE MANDARINA
POR EL METODO DE CATION RADICAL ABTS*

Se trabaj6 la misma metodologia descrita en la seccion 3.5 del texto.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

La busqueda de compuestos bioactivos ha tomado gran fuerza entre los cientificos.
La extraccion asistida por ultrasonido de compuestos fendlicos presentes en
subproductos de la industria alimentaria, como lo son las cascaras de mandarina,
tienen un fuerte potencial industrial en cuanto a la eficiencia y al cuidado del medio
ambiente para el desarrollo de extractos ricos en antioxidantes naturales, los cuales
pueden ser destinados a sustituir los antioxidantes sintéticos.®°

Debido a la importancia de la hesperidina para la industria farmacéutica y
alimentaria, se han realizado varios esfuerzos por su extraccion y purificacion, lo
que va ligado a la busqueda de procedimientos de extraccion.’® Este proyecto
propone caracterizar empleando distintas técnicas cromatograficas y aislar la
hesperidina a partir de extractos etanélicos de cascaras de mandarina por medio
del ultrasonido.

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en el desarrollo de este
trabajo.
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4.1 DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE HUMEDAD RELATIVA DEL
MATERIAL VEGETAL

Para determinar el porcentaje (%) de humedad relativa en las céscaras de
mandarina, se empled el método gravimétrico teniendo en cuenta la ecuacion 1.

En la Tabla 4 se puede observar que la cascara de mandarina tiene un 65 + 2,02 %
de humedad en promedio para 10 frutos seleccionados.

Tabla 3. Porcentaje de humedad relativa presente en la cascara de mandarina

Peso (g9)
% Humedad

Céascara fresca Céascara seca

18,90 + 2,43 6,64 +1,10 65,03 + 2,02

4.2 OBTENCION DE LOS EXTRACTOS DE CASCARA DE MANDARINA

La extraccion asistida por ultrasonido (EAU) es una de las técnicas mas empleadas
no solo para las extracciones sélido-liquido, sino también para tratamientos de
aguas residuales, secado y sonoquimica.?” Su eficacia se debe a la accién de las
burbujas de cavitacion generadas durante la sonicacion, cuando estas burbujas
colapsan alteran la pared de la célula vegetal aumentando la liberacion de
compuestos extraibles.’?® No obstante, es importante tener en cuenta las
condiciones Optimas de temperatura, tiempo y potencia ya que un aumento de estos
factores puede degradar algunos de los compuestos fendlicos.?

Para la extracciébn se emplearon 200 g de cascara de mandarina seca y etanol
industrial como disolvente, se realizaron 5 extractos, los resultados se observan en
la Tabla 4.

Tabla 4. Porcentaje (%) de rendimiento de los extractos etandlicos obtenidos
mediante extraccion asistida por ultrasonido.

Extracto Materla(\;;/egetal Extracto (g) Rendimiento (%)
1 14,0641 7,03
2 16,9306 8,47
3 200,0 12,8993 6,45
4 12,9219 6,46
5 15,3203 7,66
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El rendimiento de la extraccidén siempre dependera de factores como la masa y el
tamafio en que se encuentran distribuidas las particulas sélidas, la agitacién, el
tiempo de contacto, la temperatura, el ultrasonido (potencia y frecuencia), la masa
del volumen sélido / disolvente.?’

Al emplear cascara de mandarina seca, se obtiene un mejor rendimiento en
comparacion con la cascara fresca, ya que la seca tiene mas porosidad y la tasa de
disolvente puede ser mayor.®’

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la Tabla 4, se tiene que, por cada
200 g de cascara de mandarina seca, se obtuvieron en promedio 14,43 £ 1,7 g de
extracto con un rendimiento de 7,21 + 1,2 %. En general, este rendimiento es
considerado alto en comparacion con los otros métodos de extraccion, microondas
y Soxhlet realizados anteriormente por Vargas en el 2013,'?° donde emple6
cascaras de mandarina seca.

4.3 PRUEBAS COLORIMETRICAS

Se realizaron las pruebas quimicas preliminares para estimar de manera cualitativa
la presencia o ausencia de flavonoides y taninos, los resultados se observan en la
Figura 12.

Figura 12. Resultados de las pruebas colorimétricas de Shinoda y de taninos
realizada en los extractos.

FUENTE: Autora

El color naranja en la prueba de Shinoda (Figura 12), pudo identificar la presencia
de flavonoides en los extractos etandlicos de la cascara de mandarina, esto se debe
a que los flavonoides con nucleo benzopirona como las flavonas, flavonoles y
flavanonas, generan una coloracion rojiza cuando a sus disoluciones acuosas o
alcohdlicas se les adiciona magnesio seguido de acido clorhidrico concentrado
(Esquema 5).%!
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Esquema 5. Reaccién general de la prueba Shinoda.**°

Mg/HCI N
~

Prueba Shinoda

Estructura general de una Estructura general de una

Flavona (color amarillo) antocianidina (color naranja,
rosado o rojo)

La prueba con tricloruro de hierro para determinar taninos, generé un resultado
positivo (Figura 12); quimicamente los taninos son polimeros de los polifenoles con
1 a 2 % de hidroxidos fendlicos libres y, precipitan en presencia de cloruro férrico,
provocando una ruptura de enlace y la union del grupo fenéxido al hierro formando
el complejo que se puede observar en un cambio de color (Esquema 6),
generalmente oscuro.1%3

Esquema 6. Reaccion del fenol con cloruro férrico.

OH

3 + FeClzs — Fe. + 3 HCI

4.4 CUANTIFICACION DEL CONTENIDO DE COMPUESTOS FENOLICOS Y
FLAVONOIDES DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE CASCARAS DE
MANDARINA

Una vez obtenido un resultado positivo en las pruebas colorimétricas para
determinar la presencia de compuestos fendlicos en los extractos de cascara de
mandarina, se continud a cuantificar estos compuestos empleando el reactivo Folin-
Ciocalteu para fenoles y el tricloruro de aluminio (AICls) para flavonoides.

En la Tabla 5 se pueden observar las absorbancias de las concentraciones de acido
galico preparadas para obtener la curva de calibracion correspondiente al método
de Folin-Ciocalteu.
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Tabla 5. Absorbancias obtenidas de las concentraciones de acido galico (AG) para
determinar el contenido de polifenoles totales.

Concentraciones de AG (ppm) Absorbancia a 765 nm*
50 0,0658 + 0,00100
100 0,1358 + 0,00030
150 0,2126 = 0,00080
250 0,3768 + 0,00076
500 0,7600 £ 0,00133

*Cada valor representa la media de 6 repeticiones + la desviacién estandar

En la Figura 13 se observa la curva de calibracion del AG empleada para determinar
el contenido de compuestos fendlicos presentes en la cascara de mandarina.

Figura 13. Curva de calibracién del acido gélico

Acido galico
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0
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Concentracién (ppm)

Por otro lado, el contenido de flavonoides se determin6 mediante el método
colorimétrico de AICl3, empleando la quercetina como patrén. Los resultados de las
absorbancias a diferentes concentraciones de quercetina se encuentran en la Tabla
6.
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Tabla 6. Absorbancias obtenidas de las concentraciones de quercetina para
determinar el contenido de flavonoides totales

Concentraciones de quercetlna Absorbancia a 415 nm*
(Ppm)
20 0,1697 + 0,00039
30 0,2537 + 0,00107
40 0,3511 + 0,00098
60 0,5364 + 0,00128
100 0,9171 + 0,00132

*Cada valor representa la media de 6 repeticiones + la desviacidén estandar

Con los resultados obtenidos en la Tabla 6, se realizé la respectiva curva de
calibracion (Figura 14).

Figura 14. Curva de calibracién de la quercetina.
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Una vez obtenida la ecuacién de la curva de calibracién, se determiné el contenido
de polifenoles (Tabla 7) y flavonoides (Tabla 8) presentes en los extractos.
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Tabla 7. Contenido de polifenoles totales presentes en los extractos etandlicos.

Polifenoles totales

Extracto Concentracion AbS. 2 275 nm* mg de AG/g de
ppm (a*) extracto seco

1 146,6 0,2148 + 0,00097 18,74

2 155,0 0,2320 + 0,00072 24,66

3 185,4 0,2806 £ 0,00043 21,66

4 190,8 0,2892 + 0,00091 22,62

5 169,0 0,2545 £ 0,00230 23,50

Nota: AG: acido gélico, *cada valor representa la media de 6 repeticiones = la
desviacion estandar. Abs: absorbancia. a*: concentracion determinada con la
ecuacion de la recta y la absorbancia de las muestras.

Tabla 8. Contenido de polifenoles totales presentes en los extractos etandlicos.

Flavonoides totales
Extracto Concentracion Abs. A 415 nm* mg de quercetina/g
ppm (a*) de extracto seco
1 55,4 0,4982 + 0,00332 0,41
2 56,1 0,5053 + 0,00107 0,50
3 60,7 0,5483 £+ 0,00169 0,41
4 61,3 0,5543 £ 0,00321 0,42
5 58,6 0,5290 + 0,00247 0,47

Nota: *cada valor representa la media de 6 repeticiones * la desviacion estandar.
Abs: absorbancia. a*: concentracién determinada con la ecuacion de la recta y la
absorbancia de las muestras.

Londofio y colaboradores, 2010,°’ reportaron 66,4 mg AG/ g extracto en la cascara
de mandarina seca, empleando el ultrasonido como método de extraccion y, agua
en proporcién 1:10 (g/ mL) como disolvente, este contenido es mayor al observado
en el presente trabajo (18,74 — 24,66 mg AG / g extracto), no obstante, las
condiciones de extraccion fueron diferentes, emplearon un tiempo mas corto (30
min) y temperatura mas baja (40 °C). Esto indica que el tiempo, la temperatura y el
tipo de disolvente empleado son variables que afectan la obtencion de compuestos.

Al analizar la relacion del contenido de flavonoides totales / polifenoles totales, se
puede observar que los flavonoides representan el 2 % del contenido total de
polifenoles presentes en los extractos; lo que indica que la mayor parte de
compuestos fendlicos no solo corresponden a los flavonoides, sino también, segun
la literatura debido a su diversidad estructural'3! se puede contar con la presencia
de acidos fendlicos, cumarinas, estilbenos, taninos hidrolizables y condensados,
lignanos, ligninas, entre otros.1%?
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4.5 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE CASCARAS DE MANDARINA POR EL METODO DE CATION
RADICAL ABTS*

Existen diferentes métodos para evaluar la actividad antioxidante, ya sea in vivo o
in vitro, siendo esta Ultima, la técnica mas aplicada para medir la capacidad
antioxidante total de un compuesto, o un extracto obtenido a partir de un alimento,
para lo cual se emplean especies cromogenas de naturaleza radical, las cuales al
reaccionar en presencia de un compuesto antioxidante se decolora de manera
proporcional a la concentracion del mismo. 133

En una mezcla, la capacidad antioxidante, no solo se manifiesta por la contribucion
de cada uno de los componentes, sino también por el microambiente en la que se
encuentra el compuesto de interés. Los métodos para determinar la capacidad
antioxidante en los cuales se emplean compuesto cromégenos son ABTS, DPPH,
DMPD, DMPO y FRAP.

En este caso, el método seleccionado para determinar la capacidad antioxidante de
los extractos obtenidos de las cascaras de la mandarina y de la hesperidina fue el
ABTS (Esquema 7), con el cual se puede medir la actividad de compuestos de
naturaleza hidrofilica. Este método de radical ABTS*, es uno de los mas aplicados,
por su elevada sensibilidad, practicidad, rapidez y estabilidad.

Esquema 7. Reaccion del cation radical ABTS* con compuestos fendlicos.!

OH O OH
QG =00, — KX
R OH R OH R O

Para generar el cation radical del acido 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico) (ABTS™*), se le adiciond persulfato de potasio (K2S20s) a una solucion
acuosa de ABTS (Esquema 8), esta se dej6 reaccionar durante 18 horas en
ausencia de luz y a temperatura ambiente formando un color verde-azulado. Los
antioxidantes decoloran la solucion, presentando tres valores de absorbancia
maximos: 645, 734 y 815 nm. Las lecturas se realizaron a 734 nm.
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Esquema 8. Formacion del radical ABTS*134
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ABTS™

La respuesta-concentracion de las sustancias, como porcentaje de la absorbancia
del catién-radical ABTS™ sin inhibir se calcul6 de acuerdo a la siguiente ecuacion:

Ay — A
u>><100

Inh.A734 (%) = ( 2
B

Dénde:
As = Promedio de la absorbancia de todos los blancos
Awm = Absorbancia transcurridos 30 minutos de la adicién del ABTS a la muestra

Se determinaron los valores de actividad para los “controles”, los cuales estan
reportados en la literatura. Se determiné el TAA para el BHT, el BHA (Figura 4) y la
vitamina E (Figura 15) empleando el Trolox como referencia (Figura 15). Los
ensayos se realizaron por triplicado.

Figura 15. Estructura quimica del Trolox y de la vitamina E.13°

CHjs CHs
HO
CHs Hs
CHs; O COOH CHs
CH; CHs Vitamina E
Trolox (D-a-tocoferol)
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Inicialmente, se obtuvieron las curvas % de inhibicion vs concentracion para el
Trolox y los antioxidantes; todos los extractos, incluido los patrones (Trolox, BHT,
BHA y Vitamina E) y el blanco (20 pL EtOH + 200 pL ABTS) se organizaron en una
micro placa de 96 pocillos (Figura 16)

Figura 16. Microplaca donde se analizaron los seis extractos, los controles, el Trolox
y una fila de blanco.

BHT BHA VitaE Y
Trolox Extractos

FUENTE: Autora

La primera curva que se realiz6 fue la del Trolox, ya que la pendiente es necesaria
para calcular los valores de TAA para los antioxidantes comerciales y los de
investigacién. En la Figura 17 se puede observar la grafica obtenida para una de las
réplicas del Trolox y su respectiva pendiente.
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Figura 17. Gréfica del efecto de concentracion del Trolox vs % de inhibicion del
ABTS™ con absorbancias medidas a los 30 minutos de reaccion.
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Concentracién (M)
Compuesto | Concentracion (M) SD* CV (%)

Trolox 0,019876 1,08E-04 0,54
*SD: Desviacion estandar relativa para n = 3 réplicas.

FUENTE: Autora

Después de calcular la pendiente para el Trolox, se realizd el mismo procedimiento
para el BHT, el BHA y la Vitamina E; en la Figura 18 se pueden observar las graficas
correspondientes para estos compuestos.

63



Figura 18. Graficas del efecto de inhibicién del ABTS* por el BHT, BHA y la vitamina

E, como % de inhibicion vs concentracion (ppm).
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Con los valores de las pendientes de cada compuesto (Figura 18) y del Trolox
(Figura 17), se calculé el valor del TAA (Ecuacién 4) para los compuestos de
referencia. En la Tabla 9 se encuentran los resultados obtenidos.

Tabla 9. Valores de TAA de las sustancias “control” obtenidos en el laboratorio y los
encontrados en la literatura.

Compuesto Concentracion (ppm) TAA + SD* CV %
BHT 200 5171,4 £ 295,1 57
BHA 200 6936,5 + 543,7 7,8

VITAMINA E 450 2504,0 £ 137,9 5,5

*SD: Desviacion estandar relativa para n = 3 réplicas

El TEAC (capacidad antioxidante equivalente al Trolox) emplea los moles de las
sustancias a evaluar, los extractos no son compuestos puros, por tanto no se puede
determinar su molaridad; los estandares aunque son sustancias puras, se
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expresaron en partes por millon (ppm) para comparar con los resultados de los
extractos.

A continuacion, se realizaron las pruebas correspondientes para los extractos
etanadlicos, se calculd su valor TAA. Las graficas se pueden observar en la Figura
19 y sus valores en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores del TAA para los extractos etanolicos.

Concentracion | TAA (mmol de Trolox /
Extracto (ppm) Kg(muestra + SD* CV %
1 2300 140,0+ 2,6 1,8
2 2900 131,0+4,1 3,1
3 2700 1742 £ 4,7 2,7
4 2800 1456 £ 5,4 3,7
5 2600 112,7+ 3,1 2,8

*SD: Desviacion estandar relativa para n = 3 réplicas

En la Tabla 10 se puede observar que los valores de TAA para los extractos se
encuentran en un rango de 112,7 + 3,1 a 174,2 + 4,7 mmol de Trolox / Kg muestra.
Estos valores son inferiores a los obtenidos de los antioxidantes sintéticos
empleados en la industria alimentaria (BHA y BHT) y la vitamina E, un antioxidante
natural; lo que indica que los extractos etandlicos de cascara de mandarina seca,
tienen una actividad antioxidante moderada en comparacion con los compuestos de
referencia.
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. L . e e e +
Figura 19. Graficas del efecto de la inhibicion del ABTS*™ por los extractos
etandlicos.
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FUENTE: Autora

Aunque se emple6é la misma
etandlicos a partir de la cascara
flavonoides se mantienen en un

Concentracion (ppm)

metodologia para elaborar los cinco extractos
de mandarina seca, y el contenido de polifenoles y
mismo rango (Tabla 8 y 9), la actividad antioxidante

presenta variaciones, lo que puede deberse tanto a la concentracibn como a la
mezcla de multiples compuestos presentes en los extractos, al emplear residuos de

cascaras de diferentes lugares

(plazas de mercado, tiendas, zonas rurales), su
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composicion quimica puede cambiar debido a variantes como el tipo de suelo,
época climatica, estado de madurez y clase del fruto.

4.6 OBTENCION DE LA HESPERIDINA A PARTIR DE LOS EXTRACTOS
ETANOLICOS DE CASCARA DE MANDARINA

Una forma de obtener la hesperidina (HE) es acidificando el extracto,®® ya que un
aumento de pH solubiliza a la HE. En este trabajo se empleé acido acéticol36: 101
para esto se realiz6 una prueba inicial tomando una muestra del extracto y se diluy6
con acido acético al 10 %. El resultado se puede observar en la Figura 20.

Figura 20. Prueba de precipitacién de la hesperidina con acido acético al 10 %

FUENTE: Autora

Una vez observado el precipitado blanco en la prueba, se tomé 1 g de extracto y se
le adicionaron 4 mL de acido acético al 10% previamente calentado para facilitar su
disolucion, se llevo a ultrasonido a una temperatura de 50 °C hasta disolver
completamente. La hesperidina se precipitd formando un sélido amarillo palido; la
muestra se centrifugd con el fin de separar el sélido de la parte acuosa, esta Ultima
se descartd y se realizaron tres lavados mas. Para purificar y eliminar los restos de
acido, se realiz6 un lavado con acetona, previamente calentada, se llevd a
ultrasonido a temperatura ambiente, hasta disolver completamente y se centrifugo
obteniendo un sélido de color blanco; este procedimiento se puede observar en la
Figura 21.
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Figura 21. Obtencion de la hesperidina mediante precipitacion acida.
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FUENTE: Autora

Este procedimiento fue realizado para los 5 extractos etandlicos; los resultados se
encuentran en la Tabla 11.

Tabla 11. Obtencién del crudo de HE presente en los extractos etandlicos de
cascara de mandarina.

PresD ezl HE por HE en el
Peso de la extracto ram% de extracto HE presente Rendimiento
Extracto |cascara secalobtenido de la g . en la cascara
. extracto obtenido (%)
(9) cascara seca seca (mg)
©) (mg) (mg)

1 14,0641 119,1 1675,03 23820 11,9
2 16,9306 28,5 482,52 5700 2,8
3 200,0 12,8993 192,4 2481,83 38480 19,2
4 12,9219 355 4587,27 71000 35,5
5 15,3203 76,4 1170,47 15280 7,6

Los resultados obtenidos en la Tabla 11, muestran amplias variaciones del
contenido de HE que van de 5,7 a 71 g / 200 g de cascara seca, teniendo como
promedio 30,86 g de HE / 200 g cascara. En comparacion con estudios presentados
en la literatura este valor es significativo, en promedio se obtuvieron 154,28 mg de
HE/ g cascara. Makovsek, 2013, obtuvo 61,3 mg de HE / g de cascara de
mandarina seca usando acetona al 70 %; Ma y colaboradores, 2008,%! extrajeron
57 mg de HE / g cascara de mandarina seca empleando metanol. Por otro lado,
Khan y colaboradores, 2010,% realizaron una mezcla de etanol-agua (4:1, v/v) y
obtuvieron 205,2 mg de HE / 100 g de cascara de naranja fresca (2,05 mg HE / g
cascara); todos emplearon la extraccion asistida por ultrasonido. No obstante,
también se reporta contenido de HE mediante otras técnicas como microondas (58,6
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mg de HE/g cascara de mandarina seca)® y soxhlet (117 mg HE/ g cascara de
naranja seca)'®’, en ambos casos el disolvente fue etanol.

En la Tabla 12 se observa la relacion entre el contenido de polifenoles, flavonoides,
actividad antioxidante total y el contenido de HE presente en los extractos.

Tabla 12. Relacion del contenido de polifenoles, flavonoides totales, actividad
antioxidante total y la hesperidina.

PT (mg AG/ g T (mg TAA (mmol de mg de HE/ g de
Extracto quercetina/ g Trolox / Kg .
extracto seco) cascara
extracto seco) muestra
1 18,74 0,41 140,0 119,1
2 24,66 0,50 131,0 28,5
3 21,66 0,41 174,2 192,4
4 22,62 0,42 145,6 355
5 23,5 0,47 112,7 76,4

Nota: PT: polifenoles totales, AG: &cido gdlico FT: flavonoides totales, TAA:
actividad antioxidante total, HE: hesperidina.

Como se observo anteriormente, los extractos 3 y 4 presentan mayor actividad
antioxidante, lo que puede ir ligado su alto contenido de HE; no obstante, los
extractos 2 y 5 presentan los valores mas bajos de TAA y de HE, pero los mas altos
en polifenoles totales, esto puede indicar que la actividad antioxidante la generan
otros flavonoides presentes en los extractos o que hay interferencia de la accién
antioxidante por diferentes compuestos pues son los de mas bajo contenido de HE.
En este punto, se debe tener en cuenta que las cascaras son residuos que pueden
variar su composicion quimica debido a las condiciones geobotanicas, ya que no
todas las cascaras utilizadas en el desarrollo de este trabajo corresponden a la
misma especie, ni tienen la misma madurez.

4.7 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LA HESPERIDINA OBTENIDA A
PARTIR DE EXTRACTOS ETANOLICOS DE CASCARA DE MANDARINA SECA

Por medio de las técnicas fisicoquimicas y espectrofotométricas: cromatografia
liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos (HPLC-DAD-UV/Vis),
difraccion de rayos-X, infrarrojo (IR) y resonancia magnética nuclear (RMN-1H; 13C);
se analizé la hesperidina aislada de los extractos etandlicos de las cascaras de
mandarina.

Se obtuvieron cromatogramas de la hesperidina obtenida experimentalmente y la
hesperidina empleada como referencia (SIGMA-ALDRICH 280%).
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4.7.1 Técnicas fisicoquimicas

Punto de fusidn: se determind el punto de fusion de la HE empleada como patron
y de la HE experimental aislada de los extractos etandlicos

PUNTO DE FUSION (°C)
HE PATRON HE experimental
250 — 255 248 — 250

Segun la literatura, el punto de fusion de la HE varia en un rango entre 258 y 260
°C y se funde a los 250 °C.* De acuerdo con los resultados obtenidos el punto de
fusidon de la HE experimental es menor al presentado en la literatura pero mayor al
patron utilizado.

Cromatografia en capa fina (CCF): este método se llevo a cabo en placas de silica
gel 60 F2s4 (Merck KGaA). Las placas se desarrollaron con acetato de etilo, acido
férmico, acido acético, etilmetilcetona y agua (50:7:3:30:10) como eluyente y se
visualizaron bajo luz UV a 366 nm. En la Figura 22, se pueden observar los
compuestos coloreados, donde los tres extractos tomados con la HE aislada
coinciden con la HE empleada como referencia.

Figura 22. Placa de silica gel en el ultravioleta a 366 nm

FUENTE: Autora

Se calcul6 el R, con la siguiente ecuacion

Distancia recorrida del compuesto (x)

Ecuaciobn 5 Rf =

Distancia recorrida del eluyente (y)

El R; obtenido experimentalmente es de 0,54. Este valor puede cambiar ya que

depende tanto de la fase estacionaria como de la fase movil. Estudios reportan un
Rs de 0,96 para flavanonas en silica gel y mezcla de acetato de etilo,
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metiletilacetona, acido férmico y agua (50:30:10:10); y un R = 0,41 para la HE con
las condiciones anteriores.3®

4.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia con detector de arreglo de diodos
(HPLC-DAD)

Para el desarrollo de esta técnica, se selecciondé uno de los extractos con su
respectiva HE y se caracterizd6 por HPLC-DAD-UV/Vis, empleando el método
descrito en la seccion 3.7.2 y los parametros presentes en la Tabla 13.

Tabla 13. Parametros cromatograficos de HPLC-DAD-UV/Vis para caracterizar HE

Parametro Especificaciones

Solvente A: metanol

Solvente B: acido fosférico 0.25%

0-3 min: 80 % B, 3,5 min: 75% B, 4—7 min 70% B, 7,5
min: 65% B, 8-11 min: 60% B, 11,5 min: 55% B, 12—
15 min: 50% B, 15,5 min: 45% B, 16—20 min: 40% B,
20,5 min: 35% B, 21-25 min: 30% B, 25,5 min: 25% B,

Fase movil

Gradiente de

elucion 26-30 min: 20% B, 30,5 min: 15% B, 31—35 min: 10%
B, 35,5 min: 5% B, 36 min: 10% B, 41 min: 50% B, 46—
50 min: 80% B.

Temperatura 25°C

Flujo (mL/min) 1

Longitud de onda 250, 285, 320 y 355

(nm)

Volumen de

inyeccion de la 15

muestra (uL)

Se tomaron espectros UV de cuatro componentes separados y encontrados en el
perfil cromatografico por HPLC-DAD del extracto etandlico total de la cascara de
mandarina, también se tomo6 un espectro UV correspondiente a la HE aislada de
este extracto y del estandar de HE, ver Figura 23.
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Figura 23. Espectro ultravioleta de (a.) cuatro componentes presentes en los

extractos etanolicos, (b.) estandar certificado de la HE y (c.) HE aislada del extracto
etandlico total de cascara de mandarina
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Los perfiles cromatograficos del extracto etandlico mostraron maximos de absorcion
en el rango de 190 — 200 nm y de 200 — 330 nm. En los cromatogramas de la HE

aislada y la de referencia se pudo observar similitud, ambos presentan maximos de
absorcion a los 190, 284 y 326 nm

Se obtuvieron los perfiles cromatogréaficos por HPLC-DAD del estandar certificado

de HE (0,5 mg), de la HE aislada del extracto etandlico de la cascara de mandarina
y del extracto etandlico, ver Figura 24.
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Figura 24. Comparacion de los perfiles cromatogréaficos por HPLC-DAD de (a.)
estandar certificado de hesperidina (0,5 mg), (b.) la hesperidina aislada del extracto
etandlico y (c.) del extracto etandlico.
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Se identifico la HE presente en el extracto y la aislada, por medio de la comparacién
de los tiempos de retencibn de los maximos obtenidos del estandar. Los
cromatogramas del estandar y de las muestras, fueron obtenidos bajo las mismas
condiciones de temperatura, gradiente y flujo.

El tiempo de retencion correspondiente a la HE caracterizada empleando las
condiciones cromatograficas descritas en la seccién 3.7.3 es de 16,5 min. Por otro
lado, en la Figura 24 se pueden observar otros picos en el cromatograma del
extracto (c.) en el rango de 23 a 30 min, estos pueden corresponder a otros
compuestos fenolicos mayoritarios presentes en las cascaras de la mandarina.

4.7.3 Difraccién de rayos-X

El perfil de difraccién de la hesperidina pura (hnombrado como d6tv) fue obtenido a
partir del compuesto comercial. La superposicion realizada con el difractograma
conseguido posterior al proceso de la extraccion se observa la presencia del
compuesto de interés (d6ty), ver Figura 25.
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Figura 25. Espectros de difraccion de la HE experimental (negro) y la HE de
referencia (verde).

~18000

dbtv data
dbty

d (cps
g
|

2000—

Intensida

10000 —
8000— o J
6000—
4000—

2000—

\ \ I \ I I
20.00 21.00 22.00 23.00 24.00 25.00

2 theta (°)

Tal como se aprecia en la Figura 25, las reflexiones sefialadas con la flecha naranja
evidencian la presencia de la hesperidina en el material analizado, sin embargo,
existen otras reflexiones asociadas a la glucosa. Asi mismo, se puede decir que en
el proceso de extraccion se obtuvo la hesperidina, pero no de forma pura, lo cual se
confirma por la presencia de maximos de difraccion en el perfil que no corresponden
con el perfil del compuesto puro.

4.7.2 Analisis de los espectros infrarrojos.

Para caracterizar la hesperidina, se realizé el espectro infrarrojo, tanto de la aislada
(Figura 26) como la de referencia (Figura 27). Se pudieron observar las sefiales
correspondientes a los grupos funcionales presentes en esta molécula —OH hidroxi,
C-H alifaticos, C=0 cetona, C=C doble enlace olefinico, O—CHs metoxi, C-O-C el
grupo éter y C—H aromaticos.
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Figura 26. Espectro infrarrojo de la hesperidina aislada de los extractos etandlicos
de la cascara de mandarina
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En el espectro (Figura 26), las sefales correspondientes a los grupos funcionales
mencionados anteriormente se encontraron entre 3381- 3230 (OH), 2916 (CH
alifatico), 1643 (C=0), 1516 (C=C), 1276 (OCHs), 1203-1008 (COC) y 846-742 (CH
aromatico). En comparacion con el espectro infrarrojo del patron de hesperidina
(Figura 27), se pudo observar gran similitud en las sefales principales.

Figura 27. Espectro infrarrojo de la hesperidina empleada como referencia.
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En este espectro las sefiales correspondientes a los grupos funcionales se
encuentran en 3537 (OH), 2937 (CH alifatico), 1645 (C=0), 1517 (C=C), 1276
(OCHs), 1203-1008 (COC) y 846-742 (CH aromatico).

4.3.2 Andlisis de los espectros de resonancia magnética nuclear de 'Hy 3C

El espectro de RMN-'H de los flavonoides permite reconocer caracteristicas
estructurales importantes. En la Figura 28, se muestra el espectro de protdn para la
hesperidina usada como referencia.

Figura 28. Espectro RMN-1H del patron de hesperidina
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La sefial mas baja de 0,66 ppm corresponde a los protones del carbono 2’”’-CHs que
hace parte del disacarido, estos protones se presentan como doblete con una
constante de acoplamiento de 6,2 Hz. Los dos protones del carbono 3 se encuentran
en diferentes posiciones, uno ecuatorial (He) a 2,82 ppm y el otro axial (Ha) a 2,85
ppm, ambos se presentan como un triplete con constante J = 4,8 y 12,3 Hz
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respectivamente; de 2,93 a 3,14 ppm como un multiplete se encuentran las sefiales
de los protones de los carbonos 3 y 2”-CH2; a 3,05 ppm aparece la sefial de los
protones del grupo metoxi como un singlete. En 4,10 ppm como un singlete ancho,
esta la sefal de los protones de los carbonos 3” y 3"’ con la constante J = 1,1 Hz;
la sefial de los hidrégenos de los grupos hidroxilo presentes en los carbonos 4™, 47,
5,587, 57, 3"y 3” del disacérido se encuentran a 4,11, 4,16, 4,17, 4,27, 4,34y 4,57
ppm respectivamente como singletes anchos. A 4,25, 4,33, 4,55, 4,80, 4,82 y 5,07
ppm aparecen las sefales de los protones del disacarido, los cuales hacen parte de
los carbonos 2 (J =4,4Hz),5” (J=5,5Hz),5" (J=7,5Hz),2" (J=5,0Hz),6” (J
=5,5Hz)y6” (J =12,3, 3,1 Hz) respectivamente y se presentan como dobletes, a
excepcion del protdn del carbono 6” que la sefal aparece como un doble doblete.
La constante de acoplamiento J = 4,9 Hz pertenece al protén del carbono 2 de la
aglicona, la sefial se encuentra a 5,04 ppm como un doblete; otros protones que
hacen parte de la aglicona hesperetina son los correspondientes a los carbonos 6 y
8 a 5,71 ppm como un doble doblete y una constante de acoplamiento de J = 8,8,
2, 3 Hz. Entre 6,46 y 6,53 aparece un multiplete provocado por los hidrogenos de
los carbonos 2, 5 y 6’; los protones del grupo hidroxilo pertenecientes a los
carbonos 3’ y 5 de la aglicona, resuenan a 8,74 y 11,60 respectivamente como un
singlete.

En la Tabla 14 se observa las posiciones de los protones en cada espectro obtenido
de la HE empleada como patron y la aislada de los extractos. Se puede observar
que aungue existe similitud en el desplazamiento de las sefiales de RMN-H, las del
espectro de la HE de referencia tiene una mejor definicion, ya que algunas sefiales
presentes en la HE experimental no tienen un desplazamiento especifico sino se
encuentran en un determinado rango en forma de multiplete. Por otro lado, en la
Figura 28 se pueden observar algunas sefiales adicionales que corresponden a los
solventes utilizados como diclorometano (7,32 ppm), acetona (2,08 ppm), DMSO
(2,50 ppm), metanol (3,34 ppm) y agua (4,82 ppm).
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Tabla 14. Comparacion entre las sefales obtenida de los espectros H-RMN de la
HE patrén y la HE experimental

Posicién HE patron HE experimental
2-H 5,04 ppm; 1H, d, 4,9 Hz 5,03 ppm; 1H, brs, 4,6 Hz
3-H 2,93 - 3,14 ppm; 2H, m 2,97 — 3,13 ppm; 2H, m
3-He 2,82 ppm; 1H, t, 4,8 Hz 2,85; 1H,t,5,1 Hz
3-Ha 2,85 ppm; 1H,t, 12,3 Hz 2,92 ppm; 1H,t, 10,1 Hz
5-OH 11,60 ppm; 1H, s 11,60 ppm; 1H, s
6-H 5,71 ppm; 2H, dd, 8,8,2,3 Hz | 5,71 ppm; 2H, dd, 8,4, 2,1 Hz
8-H 5,71 ppm; 2H, dd, 8,8,2, 3 Hz | 5,71 ppm; 2H, dd, 8,4, 2,1 Hz
2-H 6,46 — 6,53 ppm; 3H, m 6,46 — 6,53 ppm; 3H, m
3’-OH 8,74 ppm; 1H, s 8,73 ppm; 1H, s
4’-OCHs 3,05 ppm; 3H, s 3,04 ppm; 3H, s
5-H 6,46 — 6,53 ppm; 3H, m 6,46 — 6,53 ppm; 3H, m
6’-H 6,46 — 6,53 ppm; 3H, m 6,46 — 6,53 ppm; 3H, m
2”-H 4,80 ppm; 1H, d, 5,0 Hz 4,75 ppm; 1H, d, 3,6 Hz
2”-CH:2 2,93 - 3,14 ppm; 2H, m 2,97 — 3,13 ppm; 2H, m
3”-H 4,10 ppm; 2H, brs, 1,1 Hz 4,12 ppm; 2H, s
3”-OH 4,57 ppm; 1H, brs 4,38 — 4,42 ppm; 3H, m
4”-OH 4,16 ppm; 1H, brs 4,14 ppm; 1H, brs
5”-OH 4,27 ppm; 1H, brs 4,24 ppm; 1H, brs
5”-H 4,55 ppm; 1H, d, 7,5 Hz 4.54 ppm; 1H, d, 7,6 Hz
6”-H 5,07 ppm; 1H, dd, 12,3, 3,1 Hz | 5,07 ppm; 1H, dd, 12,2, 2,9 Hz
2"”-H 4,25 ppm; 1H, d, 4,4 Hz -
2"”-CHs 0,66 ppm; 3H, d, 6,2 Hz 0,66 ppm; 3H, d, 6,2 Hz
3”-H 4,10 ppm; 2H, brs, 1,1 Hz 4,12 ppm; 2H, s
3”-OH 4,34 ppm; 1H, brs 4,38 — 4,42 ppm; 3H, m
4”-OH 4,11 ppm; 1H, brs 4,09 ppm; 1H, brs
57-H 4,33 ppm; 1H, d, 5,5 Hz 4,38 — 4,42 ppm; 3H, m
5”-OH 4,17 ppm; 1H, brs 4,18 ppm; 1H, brs
6"”-H 4,82 ppm; 1H, d, 5, 5 Hz

4,82 ppm; 1H, d, 4,7 Hz

En la Figura 29 se puede observar el espectro RMN-13C de la HE de referencia.
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Figura 29. Espectro RMN-13C del patron de HE
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A campos altos resuena la sefal del metil -CHsz en 17.9 ppm y el 3-C en 42,1. Los
carbonos del grupo metoxi y etoxi (-OCHs) (-OCHz-), estan desplazados a 55,7 y
68.4 ppm respectivamente. Los carbonos de la parte glucésida (5°”-C), (4”-C), (5”-
C), (3-C), (37-C), (2"’-C), (47-C), (6’-C), (6”-C), (2"-C) se encuentran en 69,6,
70,3,70,7,72,1,73,0, 75,6, 76,3, 78,5, 99,5y 112,0 ppm respectivamente. Por otro
lado, los carbonos de la flavanona (2-C), (8-C), (4a-C), (6-C), (5’-C), (2’-C), (6’-C),
(1-C), (3-C), (4’-C), (8a-C), (5-C), (7-C), (4-C), se desplazan a campos mas bajos:
95,6, 96,4, 100,6, 103,4, 114,2, 115,6, 118,1, 130,9, 146,5, 148,0, 162,6, 163,1,
165,2 y 197,1 ppm respectivamente.

Las sefales que se encuentran entre 40,1 — 38,8 corresponde al disolvente.

Al comparar este espectro con el de la HE experimental (Figura 30) se puede
observar que en este ultimo las sefiales son de baja intensidad y se pierden con el
ruido, ademas no se pueden observar las sefiales en campo bajo que corresponden
al flavonoide.
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Figura 30. Espectro RMN-13C de HE aislada a partir de los extractos etanélicos de
cascara de mandarina

Muestra/C

13C 300915MHE en CDCI3
= 1000

=300

=700
=600

-500

L 400

OH O

-300

-200

=100

' 1 | 1 | ' 1 ' ' 1 ' | ' ] 1 ' | ' 1 ' ' | ' 1
125 10 115 110 105 100 95 30 85 80 5 70 65 &0 55 50 45 40 35 30 5 20 15 10
1 (ppm}

En este espectro las sefiales mas intensas que se pueden observar corresponden
a la unidad del disacarido 5’-C, 4’-C, 3’’-C, 3"-C, 2"’-C, 4”-C, 6’’-C las cuales se
desplazan a campo bajo: 62,5, 70,2, 72,1, 73,1, 75,7, 77,4 y 83,0 ppm
respectivamente. También se puede observar algunas sefiales de la flavanona
como el 2-C que se desplaza a 92,2 ppm y 6-C con desplazamiento de 104,4 ppm.

La baja solubilidad de la HE en agua causa una resistencia inusual a los &cidos,**°
en este caso precipitd en acido acético, y se purificé con acetona, siendo insoluble
en este dltimo. La temperatura juega un rol importante al momento de obtener la
HE, a altas temperaturas (= 80 °C) sobre el residuo se produce la liberacion de una
mayor cantidad de polifenoles, pudiendo interferir en la recuperacion del producto
final 140

El uso de la hidrdlisis acida permite la liberacion de los polifenoles ligados a la matriz
vegetal, asi mismo la depolimerizacion de compuestos de alto peso molecular a
compuestos de estructuras mas simples; no obstante también es posible que se
origine la degradacién de ciertas estructuras polifenélicas.4!
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Por otro lado, al hidrolizar la HE en medio acido se pueden obtener cinco productos,
entre los cuales hace parte la aglicona hesperetina (Figura 31).

Figura 31. Esquema de hidrélisis de la HE catalizada por acidos.#?
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4.8 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE LA HESPERIDINA
AISLADA DE LOS EXTRACTOS ETANOLICOS DE CASCARA DE MANDARINA
POR EL METODO DE CATION RADICAL ABTS*

Para evaluar la actividad antioxidante de la HE aislada de los extractos etandlicos
de cascara de mandarina se empled la metodologia descrita por Re y colaboradores
en 1999% con las modificaciones propuestas por Mufioz y colaboradores en el
2010%° presentada en la seccion 3.5 del texto.

En la Tabla 15 se muestran las concentraciones preparadas de la HE aislada
correspondiente a cada extracto.

Tabla 15. Concentraciones empleadas para evaluar la capacidad antioxidante por

el método ABTS™

HE aislada (extracto) Concentracion (ppm)
1 3 100
2 2 600
3 2 600
4 3 600
5 2 600
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Las muestras de HE se diluyeron en forma seriada en microplacas de 96 pocillos y
después de introducir alicuotas de 10 pL de estas soluciones a la solucion ABTS*
(200 pL), no se produjo ninguna inhibicion visto que no hubo decolaracion del
radical.

Dicho esto, es importante tener en cuenta las disposiciones estructurales de los
flavonoides que conceden la mayor actividad antioxidante, como la sustitucion 3’ 4’
orto dihidroxi en el anillo B, también la disposicion de grupos hidroxilos en posicion
meta en los carbonos 5y 7 del anillo. No obstante, alteraciones en la disposicion de
los grupos hidroxilos y la sustitucion de grupos hidroxilos por glicosilacién disminuye
la actividad antioxidante, lo cual es significativo cuando se considera la relacion
entre la actividad antioxidante de los glicésidos que abundan en la naturaleza y las
agliconas.*° Por otro lado, la HE forma cristales con glucésidos similares, afectando
su baja solubilidad, impidiendo que reaccione con el radical ABTS*-.

El método de ABTS* tiene baja selectividad, ya que reacciona con cualquier
compuesto aromatico hidroxilado, independientemente de su potencial antioxidante
real;**® este hecho se puede observar al comparar los resultados obtendidos de la
actividad antioxidante de los extractos etandlicos (Tabla 10) la cual se debe a la
presencia de acidos fendlicos, flavonoides y otro tipo de compuestos fendlicos, y la
no inhibicion de la HE aislada. Por este motivo, existe una amplia variacion en las
mediciones de capacidad antioxidante, debido a los diferentes estudios donde
varian tanto las cantidades de reactivos y muestras como del manejo y medicion de
las mismas, resultando dificil una comparacion de los resultados obtenidos de estas
mediciones con otras investigaciones.
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5. CONCLUSIONES

Por medio de la extraccion asistida por ultrasonido (US) se obtuvieron cinco
extractos etandlicos a partir de cascara de mandarina seca con un
rendimiento promedio total de 7.21 + 1.2 %.

Se determiné el contenido de flavonoides (0.41 a 0.50 mg de quercetina / g
extracto) y polifenoles totales (18.74 a 24.66 mg AG / g) presentes en los
extractos etandlicos de la cascara de la mandarina seca.

Se logro aislar en promedio 154.28 mg de hesperidina / g de cascara de
mandarina seca, realizando una precipitacion con acido acético al 10%, este
valor es alto comparado con los reportados en la literatura.

Empleando las técnicas espectrofotométricas, HPLC-DAD-UV/Vis, infrarrojo,
difraccion de rayos-X y RMN, se logré caracterizar la hesperidina obtenida a
partir de los extractos etandlicos comparando los resultados con un patron
de referencia.

Se obtuvo hesperidina a partir de cascara de mandarina, empleando un
método de extraccidon que requiere bajo consumo de disolvente, energia y
temperatura, en tiempos cortos, haciéndolo econémico y favorable para el
medio ambiente.

Se evalud la capacidad antioxidante total (TAA) de los extractos etandlicos
por el método de cation radical ABTS*, obteniendo valores en un rango de
112.7+3.1a174.2 £4.7 mmol de Trolox / Kg muestra. La hesperidina aislada
no genero inhibicion.

El espectro de RMN-13C de hesperidina obtenida a partir de los extractos no
se pudo evidenciar la estructura completa; solo pudo observar las sefiales
correspondientes a la fraccion glucosidica de la molécula, o que podria
indicar que la hesperidina aislada no presentara inhibicion en la prueba del
cation radical ABTS*
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6. RECOMENDACIONES

o Estudiar métodos de extraccion como percolacion, microondas y soxhlet para
aislar HE de cascara de mandarina.

o Evaluar la capacidad antioxidante utilizando el ensayo de captaciéon de
radicales libres DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo), tanto para los extractos
etandlicos de cascara de mandarina como para la HE aislada.

o Emplear muestras de material vegetal diferentes (pulpa, semillas) al de la

cascara para aislar HE, asi mismo utilizar frutas como la naranja y la toronja;
las cuales se han reportado en la literatura.
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ANEXOS

Anexo 1. Sistema de gradiente de elucion empleada en HPLC para el andlisis de la
hesperidina en los extractos etandlicos.

Flujo (mL/min) Tiempo (min.) A, % B, %
1.0 0 20 80
1.0 3 20 80
1.0 3,5 25 75
1.0 4 30 70
1.0 7 30 70
1.0 7,5 35 65
1.0 8 40 60
1.0 11 40 60
1.0 11,5 45 55
1.0 12 50 50
1.0 15 50 50
1.0 15,5 55 45
1.0 16 60 40
1.0 20 60 40
1.0 20,5 65 35
1.0 21 70 30
1.0 25 70 30
1.0 25,5 75 25
1.0 26 80 20
1.0 30 80 20
1.0 30,5 85 15
1.0 31 90 10
1.0 35 90 10
1.0 35,5 95 5
1.0 36 90 10
1.0 41 50 50
1.0 46 20 80
1.0 50 20 80
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Anexo 2. Gréficas del efecto de la inhibicion del ABTS™
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Anexo 3. Metodologia aplicada para determinar la actividad antioxidante total (TAA)
Preparacion solucion ABTS™:

Se peso 3,3 mg de persulfato de potasio, luego se le adicionaron 14 mg de ABTS y
se afor6 a 5 mL con agua destilada, esta solucion se puso en ultrasonido y se dej6
reposar por 18 h en ausencia de luz y a una temperatura entre 15y 20 °C.

Preparacion extractos:

Se pesaron entre 2 y 5 mg de cada extracto y se disolvieron en 1 mL de etanol grado
analitico

Concentraciones empleadas

TROLOX  TROLOX TROLOX BHT BHA VITE El E2 E3 E4 ES5
0,0008 0,0008 0,0008 200,8 200,9 448,7 2300 2900 2700 2800 2600
0,0004 0,0004 0,0004 100,4 100,45 224,35 1150 1450 1350 1400 1300
0,0002 0,0002 0,0002 50,2 50,225 112,17 575 725 675 700 650
0,0001 0,0001 0,0001 251 25,1125 56,087 287,55 362,5 337,5 350 325

0,00005 0,00005 0,00005 12,55 12,55625 28,043 143,75 181,25 168,75 175 162,5
0,000025 0,000025 0,000025 6,275 6,278125 14,021 71,875 90,625 84,375 87,5 81,25

@@ m m O O @ >

0,0000125 0,0000125 0,0000125 3,1375 3,139062 7,0109 35,937 45,312 42,187 43,75 40,625

Se preparé una solucién de ABTS y etanol para obtener una absorbancia entre 700
y 750 nm, el cual se empleara como blanco.

Lectura de blancos (734 nm)

TROLOX  TROLOX  TROLOX BHT BHA VITE El E2 E3 E4 E5
A 0,022 0,024 0,027 0,025 0,033 0,023 0,028 0,027 0,023 0,025 0,024
B 0,026 0,022 0,03 0,023 0,027 0,027 0,025 0,029 0,025 0,025 0,025
C 0,025 0,025 0,03 0,025 0,023 0,023 0,03 0,026 0,025 0,025 0,028
D 0,034 0,024 0,027 0,024 0,024 0,084 0,025 0,026 0,024 0,025 0,027
E 0,025 0,025 0,028 0,027 0,025 0,022 0,022 0,026 0,026 0,026 0,023
F 0,023 0,025 0,03 0,023 0,035 0,024 0,074 0,104 0,028 0,025 0,029
G 0,029 0,029 0,025 0,025 0,024 0,024 0,022 0,023 0,024 0,025 0,028
H 0,025 0,022 0,037 0,03 0,028 0,028 0,023 0,024 0,024 0,038 0,026

Se lee la absorbancia a los 0 minutos

Lectura O minutos
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TROLOX TROLOX TROLOX BHT BHA VITE E1l E2 E3 E4 E5
A 0,637 0,708 0,709 0,713 0,696 0,702 0,708 0,709 0,725 0,721 0,726
B 0,033 0,023 0,032 0,42 0,037 0,026 0,416 0,362 0,342 0,349 0,478
c 0,031 0,041 0,037 0,526 0,052 0,024 0,534 0,51 0,465 0,495 0,566
D 0,327 0,347 0,361 0,599 0,24 0,303 0,603 0,585 0,552 0,594 0,627
E 0,48 0,52 0,522 0,652 0,413 0,488 0,638 0,634 0,611 0,621 0,653
F 0,571 0,608 0,609 0,67 0,58 0,582 0,7 0,719 0,653 0,654 0,679
G 0,632 0,657 0,657 0,693 0,622 0,639 0,686 0,683 0,671 0,673 0,7
H 0,629 0,673 0,682 0,7 0,67 0,671 0,692 0,695 0,685 0,711 0,707
Se realizé una segunda lectura 30 minutos después
Lectura 30 minutos

TROLOX TROLOX TROLOX BHT BHA VITE E1l E2 E3 E4 E5
A 0,61 0,69 0,691 0,69 0,675 0,683 0,686 0,68 0,684 0,688 0,688
B 0,033 0,023 0,032 0,032 0,027 0,025 0,245 0,169 0,12 0,167 0,274
c 0,025 0,032 0,027 0,105 0,026 0,024 0,416 0,374 0,313 0,355 0,436
D 0,291 0,337 0,338 0,293 0,171 0,308 0,512 0,491 0,437 0,474 0,524
E 0,459 0,504 0,503 0,475 0,409 0,457 0,579 0,567 0,523 0,538 0,577
F 0,552 0,584 0,595 0,574 0,565 0,568 0,661 0,681 0,585 0,586 0,624
G 0,598 0,644 0,643 0,635 0,613 0,616 0,649 0,653 0,618 0,622 0,651
H 0,614 0,654 0,669 0,661 0,649 0,653 0,663 0,663 0,646 0,663 0,667
El valor de la absorbancia a los 30 min se determiné empleando la siguiente
ecuacion:

Abs = Abs muestra — abs blanco

Absorbancia 30 minutos

TROLOX TROLOX TROLOX BHT BHA VITE E1l E2 E3 E4 E5
A 0,588 0,666 0,664 0,665 0,642 0,66 0,658 0,653 0,661 0,663 0,664
B 0,007 0,001 0,002 0,009 0 -0,002 0,22 0,14 0,095 0,142 0,249
c 0 0,007 -0,003 0,08 0,003 0,001 0,386 0,348 0,288 0,33 0,408
D 0,257 0,313 0,311 0,269 0,147 0,224 0,487 0,465 0,413 0,449 0,497
E 0,434 0,479 0,475 0,448 0,384 0,435 0,557 0,541 0,497 0,512 0,554
F 0,529 0,559 0,565 0,551 0,53 0,544 0,587 0,577 0,557 0,561 0,595
G 0,569 0,615 0,618 0,61 0,589 0,592 0,627 0,63 0,594 0,597 0,623
H 0,589 0,632 0,632 0,631 0,621 0,625 0,64 0,639 0,622 0,625 0,641
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El porcentaje de inhibicién se determiné empleando la siguiente ecuacion:

promedio de abs blancos — abs muestras

% inhibicion = - * 100
promedio de abs blancos

Porcentaje de inhibiciébn 30 minutos

TROLOX TROLOX TROLOX BHT BHA VITE El E2 E3 E4 E5
B 98,939 99,848 99,697 98,63 100,000 100,30 66,653 78,779 85,600 78,476 62,257
c 100,000 98,939 100,455 87,87 99,545 99,848 41,491 47,251 56,346 49,979 38,156
D 61,045 52,556 52,859 59,22 77,718 66,047 26,182 29,516 37,398 31,942 24,666
E 34,215 27,394 28,001 32,09 41,794 34,064 15,571 17,996 24,666 22,392 16,026
F 19,815 15,268 14,359 16,48 19,664 17,542 11,024 12,540 15,571 14,965 9,811
G 13,752 6,780 6,325 7,538 10,721 10,266 4,961 4,506 9,963 9,508 5,567
H 10,721 4,203 4,203 4,354 5,870 5,264 2,990 3,142 5,719 5,264 2,839
Se tomaron ocho concentraciones diferentes de cada muestra y se realizo la
respectiva curva de concentracion vs % inhibicion.
Concentraciones en la placa
TROLOX TROLOX TROLOX BHT BHA VITE El E2 E3 E4 E5
7,27E-05 7,27E-05 7,27E-05 1,83E+01 1,83E+01 4,08E+01 2,09E+02 2,64E+02 2,45E+02 2,55E+02 2,36E+02
3,64E-05 3,64E-05 3,64E-05 9,13E+00 9,13E+00 2,04E+01 1,05E+02 1,32E+02 1,23E+02 1,27E+02 1,18E+02
1,82E-05 1,82E-05 1,82E-05 4,56E+00 4,57E+00 1,02E+01 5,23E+01 6,59E+01 6,14E+01 6,36E+01 5,91E+01
9,09E-06 9,09E-06 9,09E-06 2,28E+00 2,28E+00 5,10E+00 2,61E+01 3,30E+01 3,07E+01 3,18E+01 2,95E+01
4,55E-06 4,55E-06 4,55E-06 1,14E+00 1,14E+00 2,55E+00 1,31E+01 1,65E+01 1,53E+01 1,59E+01 1,48E+01
2,27E-06 2,27E-06 2,27E-06 5,70E-01 5,71E-01 1,27E+00 6,53E+00 8,24E+00 7,67E+00 7,95E+00 7,39E+00
1,14E-06 1,14E-06 1,14E-06 2,85E-01 2,85E-01 6,37E-01 3,27E+00 4,12E+00 3,84E+00 3,98E+00 3,69E+00

Con la ecuacion de la recta, se determiné el ICso (concentracion de inhibicién
media) para cada una de las muestras, siendo y= 50; x = ICso.

Para determinar el TAA (actividad antioxidante total) se aplico la siguiente formula:

Trolox (mili moles) = 1Cso * 1 000

Trolox (moles) = 0,0198758692480014
Muestras (kg) = ICso / 1 000 000

TAA = Trolox (moles) / muestras (kg)
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Anexo 4. Informe de reultados difraccion de rayos-X

LABORATORIO DE RAYOS-X

Codigo: F-LRX-F-04

Version: 02

INFORME DE RESULTADOS DIFRACCION DE RAYOS-X

Fagina | de 2

DIA MES ANO
FECHA 08 0 2015 INFORME INF-505-15-1-DRX
DATOS DEL CLIENTE

Empresa | Grupo de Investigacion en Quimica Estructural (GIQUE)
MNombre | Dr. Hernando Camargo Garcia
Direccion | Km 2 via refugio Guartiguard sede UIS Nit o C.C 85%0.201.213-4
Ciudad | Piedecuesta Orden de Compra

e=mail nandocamargo{@gmail.com Teléfono 6797169

METODOLOGIA DE TRABAJO

Preparacion de |
la(s) muestra(s)

Medicion por
Difraccion de
Rayos-X

El espacimen seleccionado de cada muestra fue montade en un portamuestra de
polimetilmetacrilato (FMMA) mediante la técnica de llenado frontal.

Se realizo en un difractometro de polve marca BRUKER modele D8 ADVAMNCE con
Geomerria DaYinc bajo las siguientes condiciones:

Waltaje

Corriente

Rendija de Divergencia
Rendijas Soller Primario
Muestreo

Rango de Medicion
Radiacion

Filero

Uso de Anti-dispersor de Aire
Dretector

Tipo de barrido

Tiempo de muestrec

40(KV)
40(mA)
0,6mm

25

0,01526" 2theta
4-50F Ztheta
Cukuol

Miquel

Mo

Lineal LyrsEye
A pasos

1 segundos

Tratamiento de
la(s) muestra(s)

Quimiccl:l Térmico I:l Ninguno

MEDICION Y ANALISIS DE DATOS

. e Fecha Analisis de
Fecha de Medicion 02/10/2015 Resultados —
Tipo de Musestrafs) Orgénicas Fecha de Recepcion 01/10/2015
de la(s) Muestra(s)
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“lﬁ LABORATORIO DE RAYOS-X Codige: FrLRXCP-04

Version: 02

INFORME DE RESULTADOS DIFRACCION DE RAYOS-X | Pagina 2 de 2

RESULTADOS OBTENIDOS

I. PATRON HESPERIDINA (D6TV)
2. EMH 2/9 (D6TY)

Observaciones:

L Los resulzdes se relacionzn dnicamente a la(s) muestra(s) anzlizada(s).

» 5i desea expresar su percepcfn con respecto al presente servicio o ensayo, higale por medio del correo electrénico
direcconnuf@uis.edu.co © al PBX: 6344000 Ext. 3512,

» Mo se debe reprodudr el informe de ensayo excepto en su totalidad, sin la aprobacién escrita del lzboratorio.

Elabora: Revisa: Aprobo:
MSec. José Luis Pinto C Qeo. Jose Hernando Quintana | Dr José Antonio Henao M.
Profesional Analista Mendoza Director Laboratorio Rayos-X
PQ. 2009 Coordinador de calidad FQ. 0321

PQ). 3408

Universidad industrial de Santander, Km. 2 Via al Refugio Sede UIS-Guatiguard, Edificio de Investigaciones,
Laboratorio de Rayos-X, Laboratorie 104, Piedecuesta, Santander, PBX 6344000 Ext. 3512
Apartado Aereo N°678, Email: direccionrx@uis.edu.co NIT 890.201.213-4
Pigina 2 de 2
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