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Resumen

La industria citricola genera gran cantidad de desechos sélidos ricos en flavonoides, vitaminas,
pectinas y celulosa. Los principales flavonoides presentes en Citrus limén var. Criollo son
hesperidina, diosmina, naringenina y eriocitrina. El objetivo de este trabajo fue evaluar un proceso de
extraccion dinamica de citroflavonoides a partir de residuales de esta fruta. Se evaluaron dos
variantes de extraccion por reflujo, determinandose el contenido de flavonoides totales y acido
ascorbicos extraidos. Los resultados mostraron que la variante en la cual se us6 solucién de hidréxido
de calcio al 10 % como medio de disoluciébn es la mas adecuada para la extraccion de
citroflavonoides en las condiciones estudiadas. La presencia de de acido ascérbico en el extracto
contribuye a incrementar las potencialidades antioxidantes y la calidad del mismo.
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Citroflavonoids dynamic extraction from cuban residual solid of citrus limoén var. Criollo
Abstract
The citrus industry generates a large amount of residual solids rich in flavonoids, vitamins, pectin and
cellulose. The main flavonoids in Citrus limén var. Criollo are hesperidin, diosmin, naringenin and
eriocitrin. The aim of this work was to study a dynamic extraction process of citroflavonoids from
residual solids of this fruit. Two variants of reflux extraction were evaluated. Total flavonoid and
ascorbic acid content were determined. The results showed that the variant in which calcium
hydroxide solution was used as dissolution medium is most suitable for citroflavonoids extraction
under the condition studied. The presence of amounts of ascorbic acid contributes to increase the

antioxidant potential and extract quality.
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Introduccién

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino
vegetal. Se encuentran presentes en flores, hojas, frutos y cortezas y en la mayoria de los casos son
los responsables de la coloracion que presentan estas estructuras. Todos ellos son compuestos
polifendlicos con un origen biosintético comun y derivado, de la misma estructura quimica, el
esqueleto benzopiranico.! Las principales fuentes de estos compuestos son las frutas y vegetales,
siendo la ingesta diaria en el hombre entre 10 y 100 mg diarios, en dependencia de las costumbres
alimenticias y la zona geografica. En 1936, Ruszniak y Szent-Gyorgi expusieron los beneficios de
estos sobre la normalizacion de la permeabilidad vascular alterada, asi como su actuacion sinérgica
con la vitamina C (acido ascorbico).? A partir de la década de los 80 del siglo pasado, se comenzaron
a emplear algunas sustancias semisintéticas obtenidas a partir de flavonoides extraidos de la corteza
y el hollejo de los citricos, con pequefias modificaciones en su estructura o en su forma farmacéutica
para mejorar su biodisponibilidad en el tratamiento de insuficiencia venosa causante de varices,
hemorroides y otras patologias vasculares.! En la actualidad los flavonoides se emplean en la
terapéutica de dos formas; como ingrediente activo aislado y modificado o como drogas en capsulas,
tabletas o infusiones.
Citrus limén var. Criollo es el fruto del limonero, arbol de hoja perenne y espinoso de la familia de las
Rutdceas. Es rica en vitaminas, acidos organicos, pectina y flavonoides fundamentalmente
hesperidina, diosmina, naringenina, eriocitrina. El procesamiento industrial de frutos de citricos
genera una gran cantidad de desechos sélidos, formado fundamentalmente por cdscaras y bagazo de
las diferentes frutas utilizadas para la elaboracién de jugos y néctares.®** Estando presentes en los
mismos la mayor cantidad de flavonoides con que cuenta la fruta.*
Estudios reportados por Robaina y col.® referente al proceso de extraccion mediante maceracion
demostraron la presencia de flavonoides totales y 4cido ascérbicos en residuales citricolas del Citrus
limén var. Criollo. El objetivo principal de este trabajo fue evaluar un proceso de extraccion dinamica
de citroflavonoides a partir de residuales de esta fruta.

Materiales y Métodos
Material vegetal
Se utilizaron céscara y hollejos de frutos maduros de la variedad de limén criollo (Citrus limén var.
Criollo), colectadas en la Estacion Experimental de Plantas Medicinales Dr. Juan Tomas Roig, en la
provincia de Artemisa, Cuba. La identificacién de la especie fue realizada por el Dr. Victor Fuente.
Una muestra de la especie fue depositada en el herbario de la propia estacion experimental (ROIG

4782). Las cascaras y hollejos fueron lavadas con abundante agua y desinfestadas con solucién de
2
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hipoclorito de sodio al 2 % durante 15 minutos. Se dejaron escurrir al aire y se molieron en molino de
cuchilla (CEMOTEC, Suecia) recogiéndose la masa y el liquido en un recipiente tarado.

Preparacion de los extractos

La pulpa de masa molida se trasvasé a un reactor de vidrio de 1 L de capacidad, provisto de un
agitador de propela marina y un sistema de calentamiento. Se estudiaron dos variantes de extraccion.
La variante 1 consistio en una extraccion acuosa con posterior basificaciéon del medio y la variante 2

consistié en una extraccion en solucién de hidroxido de calcio al 10 % (figura 1). La filtracion se

2 2
realiz6 al vacio empleando un embudo Buchner de porcelana, con area de filtracién de 1,06 x 10 m,

4 2
medio filtrante lona (algodon XX, 2 mm) (Filtronic, Brasil) y presién constante (9,99 x 10 kg/m.s ).

Re‘]m“'

Material vegetal

Material vegetal (relacion 1/20)
(relacién 1720)
Agua
Agua — Ca(OH)2 al 10% ——

Reflujar2 h Reflujar 2 h

Filtrar al vacio| —— Residuo vegetal Filtrar al vacio| —— Residuo vegetal + pectato

| | de calcio

Extracto rico en flavonoides + pectina | Extracto rico en flavonoides

Ca(0H)2 al 10%

| Variante 2

Agitar 30 min

Filtrar al vacio| —— pectato de calcio

Extracto rico en flavonoides

Variante 1

Figura 1. Variantes tecnoldgicas estudiadas

Métodos de ensayos
Las determinaciones del contenido de flavonoides totales se realizaron aplicando la metodologia

descrita por Robaina y col.”> Se midieron las absorbancias del estandar y de las muestras en un
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espectrofotdbmetro UV-Vis (Rayleigh UV-2601, China), a una longitud de onda méaxima de 285 nm,
utilizando agua como blanco. Los resultados obtenidos se reportan como mg por cada 100 mL.
Las determinaciones del contenido de &cido ascoérbico se realizaron por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucion (KNAUER, Alemania) aplicando la metodologia descrita por Robaina y col.> Se
emplearon para ello las siguientes condiciones experimentales: Precolumna Aluspher® 100 (RP-
select B 5mm) con Columna Lichrospher® 100, RP 18 (25 cm de longitud y 4 mm de didametro y 5
micras), utilizandose como fase moévil una soluciéon de heptanosulfonato de sodio en agua (pH = 3,5)
y detector UV a una longitud de onda de 280 nm. El flujo de la fase movil fue de 0,5 mL/min y el
volumen de inyeccion fue de 20 pL. Como estandar de referencia se utilizé acido ascorbico pa.
(Merck). Se prepard una curva de calibracion con concentraciones que oscilaban entre 100 y 1000
HMg/100 mL. Los resultados obtenidos se reportan como ug por cada 100 mL.
Las determinaciones de solidos totales y pH se realizaron segun lo establecido por la Farmacopea
Brasilefia.® Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
Analisis Estadistico
La comparacion de los lotes fue realizada mediante un andlisis de varianza (ANOVA) para conocer si
existian diferencias significativas entre los mismos. Los resultados fueron considerados significativos
para p < 0,05.

Resultados
Al culminar cada proceso se obtuvo una solucion transparente de color amarillo naranja. La tabla |
muestra los resultados de la determinacién del pH, contenido de flavonoides totales, acido ascérbico

y sélidos totales en los extractos obtenidos por ambas variantes.

Tabla 1. Resultados del analisis de los extractos obtenidos en cada variante

Variante 1 2 p
pH 11,0 11,9 0,138
Solidos totales (%) 0,62/0,042 0,95/0,02° 0,014
Flavonoides totales (mg/ 100 mL) 0,39/0,07 % 0,54/0,04°" 0,047
Acido ascorbico (pg/ 100 mL) 60,2/0,08*% 46,9/0,70 " 0,032

Nota: Letras desiguales difieren significativamente para p < 0,05.
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El analisis estadistico mostrd que para el caso del pH no existen diferencias significativas entre los
extractos. No observandose lo mismo para el caso de los otros tres componentes evaluados, donde
se observa que existe diferencias significativas entre las variantes estudiadas. En el caso de
flavonoides totales se observa que en el extracto obtenido aplicando la variante 2, los contenidos
extraidos son ligeramente superior a los extraidos al aplicarse la variante 1. De manera general, en
las condiciones de trabajo empleadas en la variante 1 se extraen alrededor de 7,65 mg/ 100 g de
material vegetal fresco, mientras que en la variante 2 se extraen alrededor de 10,72 mg/ 100 g de
material vegetal fresco.

Al analizar los resultados de acido ascorbico se observan diferencias significativas entre las variantes
estudiadas, siendo ligeramente superior la concentracion extraida al aplicarse la variante 1. De
manera general, en las condiciones de trabajo empleadas en la variante 1 se extraen alrededor de
1,18 g/ 100 g de material vegetal fresco, mientras que en la variante 2 se extraen alrededor de 0,93 g/
100 g de material vegetal fresco.

Un andlisis del contenido de los sélidos totales en los extractos mostro diferencias significativas entre

los procesos estudiados, siendo superiores en la variante 2.

Discusion

La extraccion de los diferentes flavonoides se realiza a partir del material fresco o incluso seco,
siempre y cuando no se altere su composicion. Los flavonoides que poseen un gran nimero de
grupos hidroxilos insustituidos o azucares, son considerados polares, por lo que son ligeramente
solubles en disolventes polares, como el metanol, etanol, acetona, dimetilsulfoxido o agua. Los
glicésidos aumentan su solubilidad en agua y en soluciones hidroalcohdlica. Sin embargo, se conoce
gue en el caso de flavonoides del tipo flavanona, como son la hesperidina y la diosmina, la solubilidad
de las mismas en agua depende del pH. Por otro lado, se conoce que los flavonoides mayoritarios en
el limén son la rutina, hesperidina y la diosmina, estos dos ultimos dependientes del pH del medio
para su solubilizacion.’

En este estudio los mejores resultados se alcanzaron en la variante en la cual se utilizé la extraccion
en medio alcalino, lo que se consideran l4gicos si se tiene en cuenta que en la literatura se ha
descrito que una de las vias mas efectivas para la extraccién de hesperidina y diosmina de la cascara
de los citricos, es mediante la extraccion alcalina, con posterior precipitacion y recristalizacion de
estos dos componentes en medio 4cido.®

Gerard y col.” reportaron que pH entre 8,5 y 12 garantizan la solubilidad de los flavonoides en forma

de aglicona, incrementandose los rendimientos de extraccion de estos metabolitos a medida que se
5
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incrementa el pH. Por otro lado, la extraccion en estas condiciones evita la presencia de otros
componentes presentes en el material vegetal tales como pectinas y proteinas, las cuales precipitan
durante la extraccion, siendo separadas con el material residual a la hora de realizar la separacion
por filtracion del extracto obtenido.

El empleo de temperatura favorece el proceso debido a que ayuda en la extraccién de pectina en
agua, la cual al ser extraida debilita la pared celular. Esto facilita la extraccién de los flavonoides de
interés y por ende el incremento de los rendimientos de extraccion. ' **

Contrario a los flavonoides antes mencionados, el acido ascorbico, es una vitamina hidrosoluble que
se afecta con facilidad por factores tales como la humedad, la luz, el aire, el calor, los iones metélicos
como hierro y cobre, el oxigeno y el medio alcalino. Esto provoca la degradacion de esta vitamina a
diferentes compuestos como el &cido oxalico, acido L-trednico, acido L-xilénico, &cido L-lix6nico y
acido dehidroascorbico, y a su vez este ultimo se transforma irreversiblemente en acido 2,3 diceto-L
gluconico, el cual constituye su principal producto de degradacion.*?

Quimicamente en medio basico ocurre la formacion de ascorbato de calcio, el cual es soluble en agua
a pH entre 6,8 y 7,4; mientras que a pH superiores su solubilidad disminuye. Por otro lado, la
temperatura degrada al 4cido ascorbico. Esto puede explicar los resultados alcanzados en este
estudio, donde en la variante en la cual se realiz6 la extraccion en medio basico, se encontrd una
concentracion menor de este componente.

De manera general la presencia en el extracto de ambos componentes es beneficioso. Se conoce
gue los mismos tienen un efecto sinérgico, donde el &cido ascorbico reduce la oxidacién de los
flavonoides, permitiéndole mantener sus funciones antioxidantes y a la vez, los flavonoides evitan el
proceso de oxidacion de la vitamina.*®

El objetivo principal del trabajo era establecer una metodologia a escala de laboratorio la cual
permitiera extraer los citroflavonoides a partir de residuales citricolas, en este caso limén, que permita
en trabajos posteriores optimizar y escalar el mismo. La presencia de &cido ascérbico garantizaria
gue el extracto obtenido tenga una calidad superior.

La variante que mejores resultados mostré para la extracciéon de citroflavonoides en condiciones de
reflujo fue la realizada en medio alcalino. En estas condiciones se garantiza ademas, la presencia de
cantidades de acido ascérbico, el cual contribuye a incrementar las potencialidades antioxidantes y la

calidad del extracto.
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