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Resumen

El aprovechamiento industrial de los citricos se ha converti-
do en una actividad intensiva en donde participan empresas
dedicadas a toda la cadena productiva (cultivadores, procesa-
doras, centros de distribucién y exportadores), produciendo
jugos, pulpas, concentrados y frutas en fresco; sin embargo,
a medida que la produccién crece, se aumenta también la
generacién de residuos sélidos y liquidos, los cuales estdn
compuestos principalmente de agua, azdcares solubles, fibra,
4cidos orgdnicos, aminodcidos, minerales, aceites esenciales,
flavonoides y vitaminas. Especificamente, los flavonoides
son constituyentes de amplia distribucién en el reino vegetal,
han mostrado una amplia variedad de actividades bioldgicas
y presentan alto valor agregado debido a sus aplicaciones in-
dustriales. Sin embargo, el interés cada vez mds creciente por
sustancias bioactivas de origen natural impone la necesidad
de desarrollar métodos de extraccién menos contaminantes
y con el mdximo rendimiento de sustancias bioactivas, en un
corto periodo de tiempo y con bajo costo. Precisamente, este
trabajo presenta una descripcién de los flavonoides presentes
en residuos de citricos, haciendo énfasis en los métodos para
su extraccién y caracterizacion.
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Use of waste from the citrus agro industry:
extraction and characterization of flavonoids

Abstract

The industrial use of citrus fruits has become an intensive activity in which
there are companies dedicated to work for all the productivity chain (far-
mers, processors, distributors and traders) producing juice, pulp, con-
centrates and fresh fruits. Nevertheless, as production increases, the pro-
duction of solid and liquid waste, especially water, soluble sugars, fiber,
organic acids, amino acids, minerals, essential oils, flavonoids and vitamins
creates a problem. Flavonoids, specifically, are widely distributed among
vegetables, have showed a great variety of organic activities and have a
great added value, given their possible industrial applications.

As the interest in bioactive substances from a natural origin is increasing,
it becomes imperative to develop extraction methods with fewer pollutants
and with a maximum performance by those bioactive substances, with a
shorter period of time and with a lower cost. This research work, precisely,
introduces a description of flavonoids in citrus fruits remains, emphasizing
the methods for extracting and characterizing them.

Introduccién

En el mundo, la preocupacién acerca del aprovechamiento de residuos ha to-
mado gran fuerza entre la comunidad cientifica y sobre todo en la industria,
en donde los procesos de transformacién generan desechos y subproductos que
pueden ser utiles en otras actividades; sin embargo, los residuos generados en las
transformaciones agroindustriales no han sido aprovechados eficientemente, en
parte, porque su valor es atin desconocido; de tal manera que estudios recientes
han centrado su atencién en la necesidad de identificar y recuperar sustancias de
interés farmacéutico o alimentario presentes en residuos de manzana, citricos,
bagazos de yuca y cafia de azticar entre otros. Es asi como se han disefiado pro-
cesos para utilizar estos materiales en la generacién de productos de alto valor
comercial como etanol, enzimas, dcidos orgdnicos, amino-dcidos y metabolitos
secundarios biolégicamente activos.

Los flavonoides son constituyentes de amplia distribucién en el reino vegetal,
implicitamente se encuentran en todas las plantas, pero su distribucién cuanti-
tativa varia entre diferentes 6rganos y en diferentes poblaciones de una misma
planta, explicado por la regulacién de la expresién génica y la interaccién con
factores ambientales (clima, altitud, nutricién y pricticas agricolas)’.

Los flavonoides presentan una gran variedad estructural, con un esqueleto co-
mun de nicleo flavon (2—fenilbenzopirano) que contiene dos anillos bencénicos
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(A) y (B) combinados por un anillo pirano (C) con oxigeno como heterodtomo,
donde las modificaciones sobre el anillo C generan una variedad de tipos de fla-
vonoides como se muestra en la figura 1.

En los citricos, los flavonoides mds abundantes son aquellos pertenecientes a
los grupos de las flavonas, flavanonas, chalconas y dihidrochalconas. Estos com-
puestos tienen una distribucién restringida, lo cual hace que sean descritos como
flavonoides minoritarios a pesar de estar presentes en concentraciones significati-
vas en algunos alimentos de alto consumo.

Las estructuras quimicas de los flavonoides mds representativos de citricos
se muestran en la figura 2. Estructuralmente, las flavanonas tienen el anillo C
saturado, mientras que las flavonas presentan una insaturacién en los carbonos
2-3. Por su parte, las chalconas y dihidrochalconas tienen una estructura abierta,
y desaparece virtualmente el anillo C.

En cuanto a las modificaciones en los anillos A y B, la glicosilacién es un fe-
némeno comun. En general, en los citricos, las flavanonas se presentan como gli-
cosidos, generalmente rutindsidos (16 ramnosil-glucdsidos) y neohesperidiné-
sidos (16 ramnosil-glucdsidos) unidos casi siempre por un enlace O-glicésido
al carbono 7 de la aglicona *.
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Figura 1. Esquema de la clasificacién de los flavonoides

basado en las modificaciones estructurales en el anillo C,
modificado de Tiwari y colaboradores 3.
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Muchos cultivadores comerciales de limén, lima, mandarina y naranja dulce
han sido caracterizados quimicamente demostrando que poseen un patrén de fla-
vonoides principalmente del tipo rutinésido (compuestos menos amargos)*, mien-
tras que naranja amarga y pomelo contienen principalmente neohesperidinésidos
(compuestos amargos). Por su parte, la toronja, por tratarse de un hibrido, presenta
un perfil mezclado de rutinésidos y neohesperidindsidos. Este hecho es importante,
pues los perfiles cromatograficos de los flavonoides glicosilados en citricos se han
convertido en una herramienta Gtil para quimiotaxonomia de materiales hibridos y
para el control de calidad y de adulteraciones en productos derivados’.

CHs H F“a
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o ©

Figura 2. Estructuras quimicas de los flavonoides
mas frecuentes encontrados en citricos.

En Colombia, un pais netamente agricola, con un sector agropecuario que
aporta aproximadamente el 13% del producto interno bruto (PIB), se ha forta-
lecido la idea de diversificacién de cultivos y se han establecido otros productos
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de amplia visién comercial como las frutas, entre las que se cuentan los citricos.
Colombia figura en el puesto 29 de la produccién mundial de citricos, con una par-
ticipacion en el total del 0,37%, y una tasa de crecimiento anual de 5,06% lo que
muestra un desarrollo dindmico de este sector agricola. En el pais, el 31% del drea
sembrada en frutales corresponde a los citricos, de las cuales, el 71% corresponde a
naranja, el 15% a mandarina, el 12% a lima dcida y el 2% a toronja. Los principales
productores de naranja son los departamentos de Cesar, Tolima y Antioquia®.

El aprovechamiento industrial de estas especies de citricos se ha convertido en
una actividad intensiva en donde participan empresas dedicadas a toda la cadena
productiva (cultivadores, procesadoras, centros de distribucién y exportadores),
produciendo jugos, pulpas, concentrados y frutas en fresco; pero a medida que
la produccién crece, se aumenta también la generacién de residuos sélidos y li-
quidos, los cuales estdn compuestos principalmente de agua, aztcares solubles,
fibra, dcidos orgdnicos, aminodcidos, minerales, aceites esenciales, flavonoides y
vitaminas, estando en cantidades diferentes dependiendo de la fraccion de la fru-
ta (jugo, cdscara, pulpa, mesocarpio), su estado de madurez y el sistema empleado

para la extraccién del jugo’™"

Especificamente, en cuanto a los flavonoides, la naringina es el mayoritario
en la toronja, la hesperidina lo es en la naranja, mientras que rutina, hesperidi-
na y diosmina son abundantes en el limén y la mandarina'®. Otros metabolitos
importantes en los citricos son las cumarinas y dcidos orgdnicos como el dcido
citrico y el ascérbico®.

En general, los flavonoides pertenecen al grupo de los compuestos fenéli-
cos, un grupo de metabolitos ampliamente distribuidos que abarcan aproxima-
damente 8.000 sustancias, divididas en 22 grupos con una estructura comun,
determinada por un anillo aromdtico unido al menos a un sustituyente hidroxilo
(grupo fenol) y frecuentemente se encuentran como derivados de ésteres, éteres
y glicésidos. Los compuestos fendlicos han mostrado una amplia variedad de
actividades bioldgicas: antioxidante, antimicrobiana, antiinflamatoria, inmuno-
moduladora, antiviral, antiproliferativa, antimutagénica, anticarcinogénica, ac-
ciones vasodilatadoras, y prevencién de enfermedades coronarias y desérdenes
neurodegenerativos'® 5.

Las aplicaciones terapéuticas de algunos de estos compuestos son ya cono-
cidas y utilizadas en el dmbito clinico. La mezcla micronizada de flavonoides
Daflén®, que contiene 90% de diosmina y 10% de hesperidina es utilizada como
un potente medicamento fleboténico para el tratamiento de la insuficiencia ve-
nosa crénica'®. Ademds, son numerosos los productos fitoterapéuticos y alimen-
tos funcionales comercializados en el mundo que contienen, totalmente o como
parte de sus principios activos, una fraccién flavonoide, cominmente llamada
bioflavonoides e incluso denominada genéricamente como vitamina P.
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Es tan promisoria la obtencién de compuestos con alto valor a partir de resi-
duos de citricos, que en el estado de la Florida (EUA), una regién productora de
citricos, ha surgido el Laboratorio de Investigacién en Citricos y Productos Sub-
tropicales (Citrus and Subtropical Products Research Laboratory, por su nombre
en inglés) precisamente con el interés de recuperar, a partir de residuos de citri-
cos, productos importantes para uso en la salud humana y en alimentos. Ellos
han estimado que el aprovechamiento de los residuos generados por la industria
procesadora de citricos en los Estados Unidos de América, podria suministrar
mds de 10.000 toneladas de hesperidina por afio, muy por debajo de la demanda
mundial para esta materia prima'’.

Gorinstein y colaboradores '® reportaron que el contenido total de polifenoles
fue mds alto en las cdscara de citricos comparado con los frutos pelados (tabla
1). Efectivamente, varios estudios muestran que los flavonoides estdn presentes
principalmente en la cdscara y el bagazo, siendo hesperidina, naringina, nariruti-
na y eriocitrina los mds abundantes’ de ellos; el primero es mds caracteristico de
residuos sélidos y el segundo de residuos liquidos *°.

Tabla 1. Contenido de polifenoles totales en frutas de citricos peladas y sus
cascaras, modificado de Gorenstein y colaboradores

Contenido de polifenoles totales (mg/100 g)

Limones pelados 164 +10.3
Ciéscara de limén 190 + 10.6
Naranjas peladas 154 +10.2
Céscara de naranja 179 + 10.5
Pomelos pelados 135+ 10.1
Céscara de pomelo 155 +10.3

Métodos de extraccion de flavonoides a partir de residuos de citricos

La extraccién de compuestos bioactivos a partir de fuentes vegetales utilizando sol-
ventes es una operacion cldsica aplicada en muchos procesos industriales, especial-
mente en la industria farmacéutica y de alimentos; sin embargo, el interés cada vez
mds creciente por sustancias bioactivas de origen natural impone la necesidad de
desarrollar métodos de extraccién menos contaminantes y con el méximo rendi-
miento de sustancias bioactivas, en un corto periodo de tiempo y con bajo costo.

De hecho, se cree que una de las principales razones para el escaso aprove-
chamiento de los residuos de la agroindustria citricola es la falta de métodos de
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extraccion efectivos para obtener sustancias con la calidad requerida para servir
como materia prima en otros procesos. No obstante, son cada vez mds crecien-
tes las exigencias de calidad e inocuidad para este tipo de materias primas. De
hecho, la Guia 467 de la Farmacopea Norteamericana (USP), armonizada con
la Farmacopea Europea, exige el andlisis de trazas de mds de 57 solventes utiliza-
dos en procesos convencionales de extraccién. De tal manera que el método de
extraccion para sustancias que pretenden ser usadas en la industria farmacéutica
o de alimentos deberia ser extraccidn acuosa, sin embargo, no siempre es posible
lograr altos rendimientos por procesos convencionales de extraccién acuosa, in-
cluso aumentando la temperatura.

En este sentido, surgen procesos alternativos que se han desarrollado siguien-
do la tendencia de extraccién limpia; entre ellas las mds destacas son la extraccién
con fluidos supercriticos (EFS), la extracciéon acelerada con microondas (EAM) y
la extraccidn asistida por ultrasonido (EAU).

EAU es una de las herramientas utilizadas para evitar los problemas presen-
tados con las técnicas de extraccidn convencional; esta técnica utiliza vibracio-
nes mecdnicas en frecuencias superiores al rango audible para el oido humano
(1-16khz). Aplicando estas frecuencias en un medio liquido, se generan ciclos
de expansién, que a su vez forman presiones negativas y burbujas que crecen y
colapsan, dando lugar a un fenémeno de mecdnica de fluidos conocido como
cavitacién®. La importancia de este proceso de extraccién radica en los eventos
que ocurren cuando la burbuja colapsa; en algiin punto, la burbuja no puede
absorber la energfa del ultrasonido eficientemente, por lo que implosiona y se ge-
nera una répida compresion de gases, produciendo un aumento de temperatura
y presion, pero debido al tamano tan pequeno de las burbujas en comparacién
con el volumen total del liquido, no hay cambios drdsticos en las condiciones
ambientales del mismo; ademds, cuando ocurre el proceso de implosién en una
estructura sélida como un material vegetal, el liquido se expande a altas velocida-
des, ocasionando fuertes impactos sobre la superficie sélida, lo cual incrementa la
penetracién del solvente en la superficie del material vegetal y la liberacién de los
productos intracelulares por rotura de las paredes de la célula *°.

En cuanto a los métodos de extraccién de flavonoides, han surgido proce-
dimientos para obtencién a partir de cdscara de citricos aplicados en industrias
farmacéuticas y de alimentos®'. Estos métodos estin basados en el tratamiento
alcalino de las cdscaras de citricos y posterior precipitacién de hesperidina desde
soluciones acidificadas, con posteriores pasos de recristalizacién para aumentar la
pureza del producto comercial. Varios trabajos se han publicado en este sentido:
Lépez-Sanchez extrajo hesperidina de cdscaras de mandarinas Santsuma utilizan-
do una mezcla de éxido e hidréxido de calcio para evitar la formacién de geles y
permitir la filtracién **. Lo Curto y colaboradores desarrollaron un tratamiento
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en medio dcido para hidrolizar la pectina de cdscaras de naranja antes de la extrac-
cién alcalina de flavonoides #. Inaba y colaboradores degradaron la pectina en
céscaras frescas de mandarina Santsuma utilizando una preparacién enzimdtica
de Aspergilius niger **. El-Nawawi incrementé el rendimiento en la extraccién
de hesperidina recirculando las aguas de extraccién de un proceso de extraccion
alcalina®. Di Mauro y colaboradores utilizaron resinas de estirenodivinilbenceno
para concentrar las soluciones alcalinas de hesperidina extraidas de cdscaras de
naranja por solubilizacién en medio alcalino®.

recientemente, Ma y colaboradores desarrollaron un método utilizando ex-
traccién asistida por ultrasonido (EAU) para la obtencién de hesperidina a partir
de la cdscara de citricos; utilizaron tres tipos de solvente (etanol, metanol e iso-
propanol), tres temperaturas de extraccién (30, 40 y 50°C), tres frecuencias (20,
60 y 100 kHz), cuatro intensidades de operacién del sonicador (3.2, 8, 30 y 56
W) y diferentes tiempos de extraccién (entre 20 y 160 minutos con lecturas cada
20 minutos); encontraron que el tipo de solvente, la frecuencia de operacién
del sonicador y la temperatura fueron los factores mds importantes que influ-
yeronn en la extraccién de hesperidina, y definieron como condiciones 6ptimas
de extraccién: metanol, como solvente; frecuencia, 60 kHz; temperatura, 40°C,
y tiempo de extraccién, 60 minutos, aunque se observé que un mayor tiempo
de extraccién no degrada el producto extraido. Un esquema del equipo utilizado
para la extraccion se muestra en la figura 3 ¥/.

Beaker  Rotary gear

Motor

Extraction mass | ____ |  probo @

Inflow pipe

O Temperature controller

Outflow pipe
Water tank S

Ultrasonic generator P — Electric current meter

Voltage meter [
Thermometer —— g [:]
O |

<=-—— Digital timer

Power switch

— Voltage regulator button

Figura 3. Esquema del equipo propuesto por Ma y colaboradores para la
extracciéon de hesperidina asistida por ultrasonido 27
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En la tabla 2, se muestra una recopilacién de métodos de extraccién que bus-
can la obtencién de polifenoles a partir de cdscaras de citricos. Se puede apreciar
el tipo de material vegetal utilizado, las condiciones de extraccién, el tipo de
solvente y el rendimiento obtenido.

Son varias las metodologias de extraccién de antioxidantes a partir de cdscaras
de citricos, entre ellas, la extraccién con solventes, extraccidén en medio alcalino,
extraccion asistida por ultrasonido y extraccién enzimdtica. En la tabla 2 estdn
descritas las condiciones de cada uno de estos métodos y a continuacién se deta-
llan sus caracteristicas:

Guimaraes y colaboradores ® presentan un estudio comparativo de la compo-
sicién (compuestos fendlicos totales, flavonoides totales, dcido ascérbico, carote-
noides totales, azticares reductores) y la capacidad antioxidante (DPPH, CRHE,
decoloracién de B-caroteno, inhibicién de peroxidacién lipidica medida c6mo
SRAT) de extractos metandlicos de cdscaras de citricos (toronja, lima, limén,
naranja). El trabajo no profundiza en el proceso de extraccidn, pues éste presenta
condiciones fijas aplicadas a todos los materiales vegetales.

Zia-ur-Rehman® evalué el rendimiento (g extracto/100 g céscaras secas) en la
obtencién de extractos de diferente polaridad a partir de cdscaras de citricos. Si
bien, el autor no reporta ningtin dato acerca de la composicién de estos extractos,
evalta el extracto metandlico sobre un modelo de oxidacién de aceite de maiz,
y encuentra que este extracto presenta una proteccion 8—10 veces mayor que
los antioxidantes utilizados como control (Butilhidroxitolueno (BHT), Butilhi-

droxianisol (BHA)).

Anagnostopoulou y colaboradores™ evaluaron el uso de diferentes solventes
(diclorometano, metanol y fraccionamiento del extracto metanélico con dietilé-
ter, acetato de etilo, n-butanol y agua) para la obtencién de extractos a los cuales
se les midié el contenido total de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidan-
te por los métodos de DPPH y estabilizacién de radical hidroxilo. Los resultados
mostraron que la fraccién de acetato de etilo presenta el mayor contenido de
compuestos fendlicos totales y la mayor actividad antioxidante.

En cuanto a la extraccién acuosa, Xu y colaboradores™, evaluaron la eficiencia
de una infusién de cdscaras de dos variedades de citricos (Satsuma y Ponkan) para
obtener extractos acuosos ricos en minerales, flavanonas glicosiladas, polimetoxi-
flavonas y 4dcidos fendlicos; adicionalmente, evaluaron la capacidad antioxidan-
te de las infusiones utilizando los métodos DPPH y CRHF (expresado como
TEAC). En general, los resultados mostraron que entre los flavonoides, hespe-
ridina fue extraida en menor proporcién, comparada con narirutina, nobiletina
y tangeritina. El trabajo muestra también que una segunda extraccién resulta
necesaria para obtener una mayor cantidad de compuestos fendlicos; asimismo,
se evidencia que la prolongacién del tiempo de extraccién o el aumento en la
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temperatura del agua no aumentan el rendimiento de extraccién ni la actividad
antioxidante.

Por su parte, Li y colaboradores* evaluaron las condiciones para la extrac-
cién de compuestos fenélicos a partir de cdscaras de citricos utilizando extraccién
acuosa con diferentes tipos de celulasas comerciales (Cellulase MX, Cellulase CL’
y Kleepase AFT). El trabajé utiliz6 inicialmente limén Mayer como un modelo
para evaluar el efecto del tiempo y la temperatura de extraccién, y encontré que
el uso de celulasa reduce a la mitad (de 6 a 3 horas) el tiempo necesario para la
extraccion de alrededor de 0.4-0.5 mg EGA/g de cdscaras secas. Adicionalmente,
una temperatura de 50°C fue considerada apropiada para el funcionamiento de
todas las celulasas probadas. Todas las enzimas fueron probadas sobre cdscaras de
limén Ben Yen, limén Meyer, toronja, naranja y mandarina, y se concluy6 que
las cdscaras de toronja presentan el mayor contenido de compuestos fenélicos, se-
guida de mandarina, limén Ben Yen, naranja y limén Meyer. En todos los casos,
excepto naranja, la Cellulase MX presenta la mayor eficiencia en la extraccién de
compuestos fendlicos. Adicionalmente, se evalué la capacidad antioxidante de los
extractos obtenidos por el método de CRHF y se mostré que la extraccién con
celulasas incrementa ligeramente la actividad antioxidante, al compararla con
extractos obtenidos con agua y para algunos extractos se alcanza una actividad
comparable a la obtenida con un extracto etandlico de las céscaras.

Con respecto a la extraccién en medio alcalino, Di Mauro y colaboradores
desarrollaron un procedimiento para la obtencién de hesperidina a partir de resi-
duos (cdscaras) generadas en una industria de procesamiento de jugo de citricos.
La metodologia estd fundamentada en la extraccién de hesperidina a partir de las
céscaras utilizando hidréxido de cdlcio, lo cual permite la solubilizacién de la forma
abierta de hesperidina (hesperidin chalcona) a la vez que ocurre la precipitacién de
la pectina en forma de pectato de calcio. Luego, la hesperidina es diluida en medio
dcido, se carga sobre una resina de estirenodivinilbenceno y es desorbida con solu-
ciones alcalinas diluidas (NaOH 0.5N con 10% de etanol). El extracto resultante
es precipitado por acidificacién para recuperar la hesperidina.

En cuanto a la extraccién asistida por ultrasonido, Ma y colaboradores *

comparan la extraccién asistida con ultrasonido y la extraccién por maceracién,
ademds muestran el efecto de algunos pardmetros de la extraccién asistida por
ultrasonido (potencia (3.2, 8, 30 y 56 W), temperatura (15, 30 y 40°C) y tiempo
(10, 20, 30, 40, 50 y 60 minutos)) sobre el contenido de compuestos fendlicos
determinados individualmente (dcido cafeico, dcido p-coumarico, dcido ferdlico,
dcido sindpico, dcido protocatecuico, dcido p-hidroxibenzoico, dcido vanillico,
narirutina y hesperidina), el contenido total de compuestos fenélicos medidos

por el método de Folin-Ciocalteau y la actividad antioxidante medida por el
método de CRHE
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Los resultados muestran que la extraccién asistida por ultrasonido genera ren-
dimientos mds altos en tiempos mds cortos, comparada con la extraccién conven-
cional. Adicionalmente, en la extraccién asistida por ultrasonido, se evidencia que
el aumento de la temperatura entre 15 y 30°C, el aumento del tiempo de extrac-
cién entre 10 y 40 minutos y el aumento de la potencia entre 3.2 y 8W, generan
un efecto positivo sobre la extraccién de los compuestos fenélicos; sin embargo,
valores superiores parecen degradar algunos de los compuestos fenélicos (dcido
cafeico, dcido p-coumdrico, dcido ferdlico, dcido sindpico, dcido p-hidroxibenzoi-
co). No obstante, cuando se evalta el contenido total de compuestos fendlicos,
se observa que el aumento de la temperatura hasta 40°C no afecta negativamente
la extraccién, mientras que el comportamiento del tiempo y la potencia fue el
mismo que se presentd al evaluar los compuestos individualmente.

Este hecho se explica debido a que es posible que a temperaturas de 40°C se
degraden algunos de los compuestos extraidos, pero que a esta misma tempera-
tura se extraigan mds eficientemente algunos compuestos fendlicos que no estan
siendo cuantificados individualmente, pero que son detectados por el método de
Folin-Ciocalteau.

En otro trabajo, Ma y colaboradores* muestran la optimizacién de la ex-
traccién de compuestos fenélicos a partir de cdscaras de mandarina del cultivar
Penggan, utilizando un disefio Box Behnken para evauar el efecto de la potencia
del bafio ultrasénico (medida en W), la temperatura (°C) y el tiempo de extrac-
cién (minutos) sobre el contenido total de compuestos fenélicos y la actividad

antioxidante medida por los métodos CRHF y DPPH.

Los resultados muestran que, en general, los factores evaluados presentan un
efecto positivo sobre las variables respuesta, sin embargo, por encima de 45W, 34°C
y 25 minutos, el efecto es negativo, lo cual puede ser atribuido a que en esas con-
diciones se generan altas presiones y temperaturas localizadas que provocan la de-
gradacién de los compuestos fendlicos. Las condiciones dptimas se obtuvieron me-
diante andlisis de superficie de respuesta y posteriormente el modelo fue verificado
para confirmar que los pardmetros seleccionados maximizan todas las respuestas.

Otro trabajo, publicado también por Ma y colaboradores %7, evalué el efecto
de las principales condiciones de extraccién asistida por ultrasonido sobre el ren-
dimiento de hesperidina. Las variables evaluadas fueron: potencia del bano ul-
trasénico (3.2, 8, 30, 56W), frecuencia del bano ultrasénico (20, 60, 100 kHz),
tipo de solvente (metanol, etanol, isopropanol), temperatura (30, 40, 50°C) y
tiempo de extraccién (20—160 minutos). Los resultados mostraron que el tipo de
solvente, la frecuencia y la temperatura, fueron las variables que mds afectaron
positivamente el rendimiento de extraccién.

Adicionalmente, Khan y colaboradores > mostraron la extraccién de hespe-
ridina y naringina a partir de cdscaras de naranja. En un estudio preliminar de-
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terminaron el tamafio de particula en el material vegetal que genera el mayor
rendimiento en la obtencién de flavonoides, siendo 2 cm? el tamano éptimo.
Posteriormente ejecutaron un disefio central compuesto para determinar el efecto
de algunas variables del proceso de extraccién sobre el rendimiento de flavonoi-
des (temperatura (10, 25, 40°C), potencia del bano ultrasénico (50, 100, 150
W) y proporcién etanol:agua (20, 50, 80%). Las condiciones éptimas de extrac-
cién fueron determinadas mediante un andlisis de superficie de respuesta, que
mostré unos pardmetros éptimos de temperatura de extraccién a 40°C, potencia
del bano ultrasénico de 150W y proporcién etanol:agua 4:1.

Por otra parte, nosotros ** mostramos recientemente el desarrollo de un méto-
do que combina la extraccién acuosa en medio alcalino con la extraccién asistida
por ultrasonido. El método fue optimizado utilizando ciscaras de mandarina
para evaluar el efecto sobre el rendimiento de extraccién y el contenido total
de compuestos fendlicos, de la humedad del material vegetal (0 y 75%) y el
tiempo de extraccién (30 y 90 minutos) y manteniendo fijas las demds condi-
ciones (material vegetal/solvente: 1/10 g/mL, agente basificante: hidréxido de
calcio (Ca(OH),) 0.25M, frecuencia del bafo ultrasénico: 60 kHz). El método
se aplicé en cdscaras de mandarina, lima y naranja, se evalué el contenido total de
compuestos fendlicos y se caracterizaron las fracciones obtenidas por HPLC/MS.
Se evalué también la capacidad antioxidante de las fracciones obtenidas sobre
un modelo de oxidacién de LDL humana, profundizando en la actividad an-
tioxidante de la fraccién flavonoide de mandarina. Adicionalmente, se mostré la
capacidad antioxidante diferencial de los flavonoides presentes en las fracciones.

Métodos para caracterizacion de flavonoides

Se ha desarrollado una gran cantidad de procedimientos aplicados al anali-
sis de flavonoides, lo cual refleja la complejidad de las matrices de andlisis y la
diversidad de escenarios que se presentan en el reto analitico. En algunos casos,
basta conocer el perfil de flavonoides presentes en la muestra con el fin de con-
cluir sobre las variaciones en la composicién; en otros casos serd necesario aplicar
procedimientos que permitan la cuantificacién, mientras que en algunas circuns-
tancias, cuando se trata de sustancias desconocidas, se requiere el aislamiento y
caracterizacién estructural.

Por lo tanto, el diseno del procedimiento analitico dependerd del interés del
andlisis. Por ejemplo, en estudios de perfil y cuantificacién de flavonoides, la
aproximacién mds atil ha sido la cromatografia, preferiblemente cromatografia
de alta eficiencia (HPLC) debido a la complejidad de la matriz que normalmente
se analiza y a la diversidad estructural de los compuestos presentes alli. Por otro
lado, cuando se requiere identificacidn, se hace necesario el uso de técnicas espec-
trométricas (Resonancia Magnética Nuclear—RMN y Espectrometria de Masas—
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EM), en algunos casos acopladas a métodos de separacién cromatogréfica (téc-
nicas hifenadas).

La cromatografia liquida de alta eficiencia combina las ventajas de la separa-
cién, cuantificacion e identificacidn, esta tltima cuando se acopla a espectrome-
tria de masas (EM), permitiendo asf la resolucién incluso de flavonoides isomé-
ricos 7.

En los Gltimos 20 afios, la EM ha mostrado ser una de las técnicas mds efec-
tivas en investigacién, principalmente en el anilisis de mezclas complejas que re-
quieren alta sensibilidad, especificidad, combinacién con técnicas de separacion,
y posibilidad de miniaturizacién para analizar gran cantidad de muestras en poco
tiempo, utilizando la menor cantidad de muestra posible®.

Sin embargo, antes que esto sucediera, debié superarse el mayor obstéculo que
impedia el acople de la cromatografia liquida a espectrometria de masas, el cual
radicaba en el reto de convertir la fase mévil de la separacién, generalmente mez-
clas de agua y solventes orgdnicos, en una fase gaseosa con especies idnicas, prefe-
riblemente sin la aplicacién de calor. Este problema solo se resolvié hasta finales
del siglo XX con la aparicién de las interfaces de ionizacién a presién atmosférica
(IPA), especificamente la interfaz de ionizacién por electrospray (IES).

El proceso IES es altamente dependiente de la quimica en solucién y del com-
portamiento superficial de los iones del analito; de hecho, la presencia de especies
i6nicas preformadas en el eluente de la separacién cromatografica es esencial para
la formacién de iones en la fase gaseosa, por lo tanto, los cambios de fase mévil,
pH y condiciones de ionizacién determinan la posibilidad de obtener éxito en un

andlisis por HPLC/MS?.

i =

(|

Figura 4. Equipo de HPLC/MS marca Agilent® serie 1200
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Tabla 2. Comparacién de métodos de extraccién aplicados a
cascaras de citricos para la obtencién de compuestos fendlicos
(" PF: Peso Fresco, 2 PS: Peso Seco, ? CFT: Compuestos Fendlicos Totales).

Material Condiciones Solvente y Rendimiento/
aa A R . ., Ref.
vegetal de extraccién  relacién sél:liq composicién
Extraccién con solventes
(g extracto
/100 g cdscara PF")
Toronja 50.13
Cd4scaras de Lima 15.18
toronja, lima, Agitacién a Limén 44.68
limén y naranja 25°C, Metanol Naranja 37.27 28
valencia, 150 rpm, 12 3/50 CFT (mg EGA
liofilizadas y horas /g extracto)
pulverizadas Toronja 55.88
Lima 124.63
Limén 87.77
Naranja 79.75
(g extracto
Céscaras de /100 g cdscara PS?)
citricos, secas, Agitacién toda  Etanol, Metanol, Etanol: 11.00
molidas y la noche a Acetona, Hexano, Metanol: 19.87 29
tamizadas temperatura Eter de Petréleo, Acetona: 15.00
(tamafno>0.18 ambiente Dietil éter Hexano: 9.12
mm) Eter de Petréleo: 7.88
Dietil éter: 12.75
CFT’ (mg EGA/g
extracto)
. . Diclorometano: 10.0
3 extracciones sucesivas de las Dietil eter: 17.2
cascz.Lras (277.4g) en Soxhl'et (1L) Acetato de etilo: 105
con diclorometano y posteriormente
. . . n-butanol: 42.7
Ciscaras (flavedo) metanol. Fraccionamiento del
de naranja, secasy  extracto metanélico (108 g) disuelto Agua: 7.9 30
2 e CFT (mg EGAlg
molidas en agua (2L) y extraido con dietil ,
cdscara PS)

éter, acetato de etilo, n-butanol y
agua (6 extracciones x 150 mL
de cada solvente).

Diclorometano: 10.1
Dietil eter: 8.0
Acetato de etilo: 66.9
n-butanol: 188
Agua: 254
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Tabla 2. Continuacion

Extraccién acuosa

mg HD/g cdscara PS
Primera extraccién
2.47 (Sat)
3.55 (Pon)
Segunda extraccién
Cd4scaras de Dos extracciones 1.55 (Sat)
mandarina por infusién con A 2.45 (Pon)
Satsuma (Sat) y agua caliente I/gZu (;1 CFT (mg EGA/g 31
Ponkan (Pon), durante 30 cdscara PS)
secas y molidas minutos Primera extraccién
31 (Sat)
32 (Pon)
Segunda extraccién
10 (Sat)
12 (Pon)
CFT (mg EGA/g
Cdscaras de casf'fzra)
., Extraccion acuosa
limén Benyen, .,
. limén Benyen: 0.89
limén Meyer, .
. . , L limén Meyer: 0.37
Toronja, Naranja 2g de céscaras de citricos en 16 .
. - Toronja: 0.93
y Mandarina, mL de agua o solucién acuosa de Narania: 0.73
congeladas Celulasas MX, 1.5% (g enzima/100 Ja: % 32
. . . Mandarina: 1.12
con nitrégeno g cdscara) incubados a 50°C .
P . 1.5% enzima
liquido, molidas y durante 3 horas. .
. limén Benyen: 0.97
tamizadas hasta un .,
3 limén Meyer: 0.53
tamafio menor a .
1 mm Toronja: 1.51
Naranja: 0.86
Mandarina: 1.35
Extraccién en medio alcalino
Ciscaras tratadas
durante 1ha
60°C con una
Ciscaras de solucién saturada
. . de Ca(OH), hasta
naranja sanguina 2
. alcanzar pH 12. .
provenientes de un 200 g de cdscara,
extractor de jugos El extracto fue 50 ¢ Ca(OH) 18.6 mg HD/g 26
595 neutralizado y 5 2 céscara PS

trituradas hasta
alcanzar un tamafio
menor a 3mm

cargado en una 1000 g agua.

columna con resina
de SDVBylaHD
eluida con NaOH
y precipitada a
pH 3.5
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Tabla 2. Continuacion

Extraccién Asistida por Ultrasonido

cascaras de Potencia:
mandarina 42-45W,
Penggan, secas, Tiempo: Metanol. 19.12 mg EGA/g 33
molidas, 23-25 min, 1:40. cascara PS
tamizadas a Temperatura:
0.45—-1 mm 31-34°C.
Cdscaras de Intensidad:
mandarina 20kHz
4 0,
satsuma, secas, Potencia: 8W, Metall'lg)é80 % 22 mg EGA/g cdscara 34
molidas, tamizadas Tiempo: 40 min, o PS
a Temperatura:
0.45-1 mm 40°C.
Cd4scaras de Intensidad: 60
mandarina kHz, Metanol
Penggan, secas, Potencia: 30W, 120 57 mg HD/g céscara 27
molidas, tamizadas Tiempo: 60 min, o PS
a Temperatura:
0.45—-1 mm 40°C.
, Intensidad: 25 233 mg EGA /g
Ciscaras de kHz, i
. . Etanol:Agua cdscara PF
naranja, frescas,  Potencia: 150 W, 80:20 35
corEadas aun i Tiempo: 30 min, L4, 0.70 mg NAR y 2.05
tamafo de 2 cm Temperatura: me HD/e PF
40°C & T8
, Intensidad: 60 19'60, mg EGA /g
C4scaras de cascara PS
. kHz, Agua
mandarina, secas, Tiempo: 30 min 110
molidas, tamizadas po: ? T 40.25 mg Fraccién
Temperatura: .
20.2 mm . Flavonoide/g
40°C. céscara PS
36
Cdscaras d'e lima, Intensidad: 60 mg EGAlg extracto
mandarina y kHz, Agua .
. . . Lima 74.8
naranja, secas,  liempo: 30 min, 1:10. .
. . Naranja 58.7
molidas, tamizadas ~ Temperatura: Mandarina 66.4
2 0.2 mm 40°C. andartia oo

Para optimizar los pardmetros de la ionizacidn es necesario cambiar un paré-
metro a la vez para detectar su efecto sobre la abundancia de iones formados. Para
esto, se ha utilizado ampliamente una aproximacién llamada Andlisis por Inyec-
cién en Flujo (AIF) (FIA, del inglés Flow Injection Analysis), el cual consiste en
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la inyeccién continua de pequenos volimenes de muestra en el espectrémetro
de masas, cambiando cada vez un pardmetro en una matriz experimental, lo cual
permite obtener las mejores condiciones de ionizacién *°. Los pardmetros que
pueden ser modificados para aumentar la ionizacién son:

e Temperatura del nebulizador. La fase mévil de la separacion cromatogrifica entra a
una cdmara a presién atmosférica a través de una aguja que nebuliza el solvente, for-
mando gotas cargadas que se evaporan gracias a un gas de secado con flujos alrededor de
13 L/min y calentado alrededor de 350°C. Cuando las gotas alcanzan un tamaiio critico
donde la repulsién entre las cargas es mayor que la fuerza de tensién superficial, la gota
explota y libera, en forma de clusteres, las especies cargadas en la fase gaseosa.

* Voltaje del capilar. En la gota cargada, los iones se mueven por migracién electrofo-
rética hacia la superficie para ser trasferidos a la fase gaseosa, y es necesario un campo
eléctrico para deflectar las gotas hacia una cdmara de vacio a través de un capilar de
silica fundida cuyas funciones son: 1) separar el ambiente de presién atmosférica de
la cdmara de ionizacién y el ambiente de alto vacio del espectrémetro y 2) iniciar la
separacién de los iones de las gotas cargadas. El voltaje del capilar es un pardmetro
que puede ser ajustado normalmente entre 1y 5 kV, y su valor depende de otras con-
diciones como composicién de la fase mévil y peso molecular de los analitos.

* Voltaje del cono o fragmentor. Los iones generados en la interfase y pasados por el
capilar, necesitan ser transferidos al espectrémetro a través de un orificio, lo cual se
logra aplicando una diferencia de potencial entre el orificio y la etapa siguiente (prea-
nalizador quadrupolar); esta diferencia de potencial (llamada voltaje del cono) disocia
los clusteres de iones formados en la fuente de ionizacién y logra una disociacién
inducida por colisiones (DIC). A altos voltajes (50150 V), se genera una fragmen-
tacién de los iones, iniciada incluso desde el final del capilar. El valor del voltaje del
cono depende principalmente del peso molecular del analito, su carga, estabilidad y
el grado de fragmentacion que se desea.

El espectro de masas generado por un sistema de IES se caracteriza por un ion
pseudo molecular dominante, con poca o ninguna fragmentacién, de tal manera
que, en muy pocas ocasiones, un andlisis por IES logra generar informacién sufi-
ciente para una completa caracterizacién estructural. No obstante, otras aproxima-
ciones como espectrometria en tindem (EM/EM o EM") han logrado caracterizar
quimicamente muchas sustancias, entre ellas flavonoides de citricos presentes en re-

siduos agroindustriales, formulaciones farmacéuticas, jugos y fluidos biolégicos *.

En general, los andlisis por HPLC/MS con DIC pueden generar informacion
estructural para caracterizar flavonoides glicosilados, proporcionando informacion
acerca de la secuencia de carbohidratos, el tipo de enlace diglicosidico y el tipo de
aglicona, de acuerdo con el patrén de fragmentacién que se observa en la figura 5.

En la figura 6, el aumento en el voltaje de fragmentacién genera cambios
considerables en el espectro de masas de la hesperidina. En general, a bajos vol-
tajes de fragmentacién se observa la presencia del ion molecular [M+H]* que
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aparece a m/z 611, acompafiado de aductos con sodio [M+Nal]* a m/z 633 y
potasio [M+K]* a m/z 649; adicionalmente se observa una escasa fragmentacién,
dominada principalmente por rompimientos en el aziicar donde se destacan los
iones m/z 449 y 465, correspondientes a los los fragmentos [Z +H]* y [Y +H]",

respectivamente, los cuales se deben a la pérdida del aztcar terminal (ramnosa).

A medida que aumenta el voltaje de fragmentacién, desaparece el ion molecular
y aparece el ion m/z 303 equivalente a la porcion aglicona del flavonoide [Y +H]",
caracteristico de la pérdida simultdnea de los aziicares glucosa y ramnosa.

Finalmente, a altos voltajes de fragmentacién no se generan rompimientos
entre los aziicares, prevalecen los iones m/z 649, 633, 303 y aparecen iones [”‘BO-
H +H]*a m/z 153 y ["?A +H]*a m/z 177, caracteristicos de rompimientos tipo
Retro Diels-Alder en el del anillo C de la aglicona.

02 AZP

Figura 5. Patrén de fragmentacién y nomenclatura de los iones
generados por un flavonoide diglicosilado en espectrometria de masas
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Figura 6. Espectros de masas de hesperidina obtenidos bajo diferentes
voltajes de fragmentacién (voltaje del cono). A: 100V, B: 150V, C: 190V.

Conclusiones

Una de las principales razones para el escaso aprovechamiento de los residuos de la
agroindustria citricola es la falta de métodos de extraccién efectivos para obtener
sustancias con la calidad requerida para servir como materia prima en otros pro-
cesos. En este sentido, la extraccién acuosa asistida por ultrasonido es una de las
herramientas con mayor perspectiva en la extraccién de compuestos bioactivos, mi-
nimizando los problemas presentados con las técnicas de extraccién convencional.

La obtencién de flavonoides a partir de residuos agroindustriales implica, no
solo el desarrollo de una metodologia de extraccién limpia y con alto rendi-
miento, sino también el montaje de procedimientos analiticos que permitan una
valoracién de las sustancias obtenidas, ya sea mediante la caracterizacién indi-
vidual de los componentes (HPLC/MS) o la estimacién del contenido total de
compuestos.
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