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INTRODUCCION

En nuestro pais contamos con una gran diversidad de productos
naturales, entre ellos destacan los frutos. Muchos de esos frutos de
gran importancia para México no cuentan con una clasificacion y
andlisis adecuado de sus principales componentes, un ejemplo de esto
es la mandarina mexicana.

Actualmente no se encuentra informacion sobre Ia
caracterizacion y anélisis de las variedades de mandarinas mexicanas,
solo estan siendo reportados los andlisis a nivel macro y micro de las
variedades de naranjas del pais: Con ia realizacion de este proyecto se
busca aportar informaciéon sobre la composicién de mandarinas
nacionales. Este proyecto se enfocara principalmente al estudio de
carbohidratos solubles y de los compuestos flavonoides de la
mandarina los cuales eventuaimente pueden permitir establecer
parametros definidos.

Parte de este trabajo esta orientado a la aportacion de datos
importantes para poder detectar la posible adulteracion de los
concentrados de mandarina con la adicién de otros citricos como o son
la naranja y la toronja, incluso con la adicién de otros compuestos como
azucares, agua o acidos organicos .
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La adulteracién de los citricos procesados, como los jugos y
aceites esenciales, continua siendo un problema serio en la economia
mundial y en la regulacion de este problema. La adulteracion de los
jugos de citricos ha progresado de una simple dilucién con agua,
azucar y acidos, hasta sofisticados métodos que utilizan adulterantes
disefados para no ser detectados (adulteracibn oscura) (3). En
respuesta a este problema los organismos de normalizacion de la
calidad de estos productos han mejorado y desarrollado metodologias
para detectar la adulteracién. Para la deteccién de estas adulteraciones
existen algunas metodologias que ofrecen buenos resuitados como
son. analisis de compuestos, flavonoides y realizacion de barridos
espectrofotométricos

El estudio de los compuestos flavonoides en este proyecto,
ademas de servir para poder determinar el perfil del jugo de mandarina
sentara las bases para eventualmente lograr determinar la adulteracion
de los concentrados de este citrico. En la industria de los citricos las
flavonas han tenido un especial lugar dentro de la investigacién debido
a que causan una serie de problemas en el momento de la obtencién
del jugo y en la concentracion del mismo.
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Con la realizacién de los barridos espectrofotomeétricos se podra
obtener una hueila digital del jugo que se:rvird como punto de partida
para su identificacién en concentrados de otro citrico 0 en néctares y
jugos de frutas citricas.

Se realiz6 la determinacién de los carbohidratos presentes en las
distintas variedades de mandarinas y concentrados para obtener la
relacion que mantienen entre si cada carbohidrato y tener mas
elementos para poder caracterizar el jugo de mandarina.




OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer y establecer la composicién de compuestos flavonoides,
carbohidratos y perfiles espectrofotométricos en jugos de mandarinas
nacionales como herramientas para poder conocer la identidad de
jugos y concentrados de mandarina.

OBJETIVO ESPECIFICOS

+ Establecer el perfil y lograr la cuantificacion de las flavonas

glucosiladas y flavonas metoxiladas en cada concentrado y variedad
de mandarina.

¢ Cuantificar y establecer la proporciéon de los carbohidratos solubles
en cada muestra.

¢ Determinar el perfil espectrofotométrico de cada variedad de
mandarina y concentrado.




CAPITULO |
ANTECEDENTES

1.1 CARACTERIZACION DE LA MANDARINA.

Para hablar del origen de la mandarina, es necesario considerar
que los citricos son originarios de una vasta regién comprendida por la
Conchinchina, el Archipiélago Malayo y partes adyacentes del
continente Asiatico.

El conocimiento sobre la utilizacion de sus frutos, asi como
también sobre el cultivo de los arboles, se extendi® desde China e
india, pasando a través de Persia y Palestina, hasta conocerse en
Africa del Norte y Europa en las areas cercanas a la cuenca del
Mediterraneo.

Las primeras especies conocidas fueron: la cidra, naranjo agrio y
limonero, introducidas en Europa alrededor del afio 1200. El naranjo
dulce se considera originario de China, donde se cultivé siglos antes de
que fuera difundido en el resto del mundo. Cuando Cristébal Colén
realizé sus primeros viajes, se lievé consigo semiilas de naranjo dulce.
En esa época, los citricos estaban ya distribuidos en los paises de la
cuenca det Mediterraneo, especialmente en Espaiia, Italia y Grecia.
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De acuerdo con Gonzalez Sicilia, lo3 portugueses fueron quienes
introdujeron el naranjo dulce en Europa desde la India y China durante
los viajes que realizaban a través del Cabo de Buena Esperanza.

E! “mandarino” presumiblemente originario de Japén, China y
Conchinchina, adquirié gran desarrollo y actualmente Japén se ubica
como el primer lugar entre los paises productores de dicha fruta
(figura 1).

En 1493, durante el segundo viaje de Coldn, se introdugeron
semillas de agrios en las islas: La Espafiola (Santo Domingo ) y la
Isabela (Bahamas). Posteriormente se difundieron hacia Cuba y a
nuestro pais en 1517 (19).

1.1.1 CLIMAS Y SUELOS.

El cultivo mundial de la 'mandarina. esta ubicado de manera
general en dos grandes franjas delineadas por los paralelos 20 y 40 en
ambos hemisferios del globo terragueo ( Norte y Sur ).

La temperatura ideal para su cultivo varia de los 15 a los 30°C, ya
que temperaturas muy extremosas dafan seriamente a los frutos. En
Mexico se tiene un promedio anual entre 20 y los 25°C de temperatura;
excelentes para el cultivo de la mandarina.

6
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Figura 1.
Principales pafses productores de Mandarinas.
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En cuanto al tipo de suelo ideal para el cultivo: los citricos
prosperan mejor en suelos que contienen como fracciones principales:
Limo, Arcilla y de manera general se podria indicar como mejores
tierras aquellas que contengan mas del 50% de arena, y el otro 50%
repartido entre Limo y Arcilla (19).

Otros factores importantes a considerar son : que el mandarino es
el citrico mas exigente en lo que a potasio se refiere, y por tal motivo,
su tipo de suelo lo requiere.

El pH recomendado del suelo sera de 5.5 - 7.0. En plantaciones
muy jévenes hay que aportar * Cal * para que el pH no disminuya por
debajo de 5.5.

Como se puede observar, hay varios pardmetros importantes
para la composicion de un suelo ideal. sin embargo cabe sefalar que
condiciones como: el tipo de suelo y el clima, podran encontrarse en
muchas regiones del mundo.
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1.1.2 DESCRIPCION BOTANICA Y VARIEDADES.

Nombre vulgar de fa planta: Mandarino o Naranjo Mandarino.
Nombre vulgar del fruto: Mandarina 0 Naranja Mandarina.
Reino: Vegetal.

Genéro: Citrus.

Especie: Reticulata.

Familia: Rutaceas.

Subfamilia: Auriancioideas.

Sinénimos: Citrus nobilis, Citrus deliciosa Tenore, Citrus unshiu,
Citrus Poonensis y el mas comun : Citrus Reticulata Blanco.

Para poder describir botanicamente a la mandarina es necesario
clasificarla, pero la diversidad de sus formas es todavia la causa de
opiniones muy divergentes con respecto a su clasificacion (27).

Sin embargo una de las clasificaciones mas aceptadas en el
ambito de los agrios, es la propuesta por * Chapot “ en 1952, resaltando
cuatro grupos muy importantes:

C. Nobilis: Mandarinas del grupo “ King “.
C. Unshiu: Mandarinas del grupo * Satsuma .
C. Deliciosa: “ Mandarina Comun *

C. Poonensis: Que es una * Tangerina *. ( Grupo menos comin en el
medio).
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Todas estas especies son introducidas a una especie
generalizada, conocida como: “ CITRUS RETICULATA BLANCO “ la
cual es considerada como la base de donde se derivan las demas
variedades.

Es casi imposible precisar todas las variedades existentes de
mandarina, ya que un estudio realizado por “Ford” en 1861, y que
abarca la composicién de 70 colecciones de agrios repartidos en:
Africa, Asia, Australia, Europa y América ha permitido trazar el
siguiente repertorio en lo que a mandarina se refiere:

462 denominaciones de Mandarina.
72 denominaciones de Tangelos.
454 denominaciones de Hibridos de diversos citricos.

Ademas 237 denominaciones latinas para designar especies,
pseudoespecies, variedades botanicas y horticolas diversas. Incluso si
se deja un lugar muy amplio para los sinénimos, es evidente que el
ndmero de especies es casi imposible de precisar.

En lo que a sus caracteristicas hoticolas se refiere, las variedades
de mandarino se clasifican de acuerdo a diferentes parametros, como
son:

- Temporada de maduracion:
Variedades de maduracion muy precoz: Ej: “ Satzuma *.
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Variedades de maduracién intermedia: Ej: “ Dancy “.
Variedades de maduraci6n tardia: Ej; * King “.

- Tamaiio del fruto:

Muy pequenio: “ Cleopatria “, * Kino-Kuni “, etc.
Mediano: * Satzuma “, * Comun “ | “ Dancy “, etc.
Grande: “ King *, “ Ortanico “ , etc.

- Color:
Amarillo-Anaranjado: * Comun *, etc.
Rojizo ( Tangerina ); “ Dancy *, etc.

- Adherencia de la piel:
Bastante fuerte a fuerte: “ Naartje *, * Ellendale “, etc.
Poca a ninguna: “ Comun *, “ Satzuma *, etc (28).

1.1.3 CARACTERISTICAS GENERALES DEL ARBOL.

Este es pequefio, espinoso, con ramas delgadas, hojas
lanceoladas, anchas o estrechas, flores solitarias o en racimos
pequefios en la axilas de las hojas. Frutas redondas mas o menos
achatadas, piel delgada faciimente desprendible, color naranja vivo
escarlata, semillas pequenas, puntiagudas en una de sus
extremidades, embriones de color verde, muy resistentes al frio, al igual
que toda la planta; pero el fruto es muy susceptible al frio, sin embargo,
cuando las heladas llegan, normalmente la fruta ya ha sido cortada, y
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por lo tanto es delicada al transporte, por lo que requiere de los
cuidados necesarios al confeccionara (6) .

-MANDARINO SATZUMA: ( Citrus unshiu-Marcovith ).

Originario de Japén. El mandarino Satzuma, por ser la especie
mas resistente al frio, estd particularmente bien adaptada a las zonas
mas elevadas en latitud del 4rea de cultivo como las del sur de Japon.
Estos frutos suelen consumirse frescos pero hace algunos afios viene
desarrollandose una industria de gajos de Satzuma en su jugo vy
conservas en general.

En Jap6én se distinguen 5 grupos de Satzuma, siendo los
principales “ Wase “ y “ Owari “.

Wase: Relne las variedades precoces de origenes diversos. Sus
frutos maduran muy pronto ( finales de Septiembre principios de
Octubre ), los arboles son enanos, poco vigorosos y de crecimiento
lento. Las variedades de este grupo son numerosas.

Owari: Es el mas importante. Del grupo de ias variedades tardias,
0 sea las que maduran en Noviembre-Diciembre. Es un arbol de vigor
mediano, muy productivo. Fruto aplanado de tamaiio superior al de la
mandarina comun; sin pepitas y con pulpa de color anaranjado denso,
muy tierna y jugosa. En la maduracién la piel del fruto no suele estar
completamente coloreada, 1o que requiere su recoleccion cuando ia piel

12




CAPITULO |

es bastante verde. Después de la madurazién, los frutos no pueden ser
mantenidos mucho tiempo en el arbol.

-MANDARINO KING: ( Citrus nobilis Loureiro ).

Mandarino de frutos grandes que tiene caracteristicas parecidas
al naranjo lo que permite suponer un origen hibrido entre estas dos
especies. Este grupo es poco conocido ya que su cultivo ha quedado
limitado al sudeste asiatico.

Los mandarinos “ King * son muy sensibles a las condiciones del
medio, necesitan mucho calor, y de ahi que se adapte muy bien a
climas tropicales y semitropicales. En Florida, injertados en naranjo
amargo y cultivados en terreno denso, aporta frutos excelentes.

* King of Siam *: Fruto grande aplanado en los polos; piel gruesa,
bastante adherente y a menudo muy verrugosa; cuando madura, su
coloracion va de anaranjada-amarillenta a anaranjada; pulpa color
anaranjado oscuro, tierna y perfumada. El arbol es medianamente
corpulento y de porte bastante erecto.

-MANDARINO MEDITERRANO. ( Citrus deliciosa Tenore ).

Esta especie solo comprende practicamente una variedad que es

la mandarina “ Coman “, designada con diferentes apelaciones segun el
lugar de cultivo.

13
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“ Avana ® en ltalia, * Baladi " en Ejipto, y asi en otros lugares. Se duda
la validez de esta especie, pues no posee caracteres botanicos muy
diferentes para quedar completamente separada de Citrus reticulata.

“ Comun “ : Arbol de vigor y talla medianos, redondeados, ramas finas,
hojas pequefas, estrechas y lanceoladas. Fruto de forma esférica
aplanado en los polos; piel fina no adherente y lisa; color amarillo-
naranja en la madurez, pulpa color anaranjado claro, jugosa, tiema y de
perfume agradable; numerosa en pepitas. En las ultimas décadas el
cultivo de esta variedad ha perdido importancia debido a la
competencia de otras mandarinas, sobre todo la clementina; sin
embargo ocupa un lugar bastante importante en paises como Esparia,
Argelia, Brasil y Argentina.

-CITRUS RETICULATA BLANCO:

Todas las formas de mandarina, aparte de las de Citrus unshiu,
nobilis y deliciosa, han sido introducidas en esta especie que por lo
tanto es muy variable. Entre estas variedades podemos mencionar a:
Murcott, Ellendale, Beauty ( mandarina Australiana muy préxima a la
Dancy ), etc. En éste grupo se encuentra la “ Clementina * Cuyo origen
tiene diversidad de opiniones.

El clementino es la mejor variedad precoz de mandarina, sus
frutos son aplanados en el lado del apice y redondeados en la base.
Tienen la piel brillante, anaranjada-rojiza finamente granulada: pulpa

14
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jugosa de color anaranjado oscuro, tierna y perfumada, las pepitas son

monoembrionicas.

La Clementina es la variedad mas comin de este género,
figurando también la “ Dancy *, originaria de Florida; sin embargo, como
ya se menciond: * Emperor *, “ Murcott “, * Ortanica “, “ Ponkan *, *
Caravalhal *, * Malvasio “, etc, son variedades de menor importancia
pero también incluidas en este género.

Muchas son las variedades de mandarina en el mundo, y si
agregamos apelaciones latinas para diversas formas de mandarinas,
como lo es el caso de: “ Cleopatra “ y “ Calamondin “, seria imposible
tener un dato exacto de las variedades precisas de mandarina, sin
embargo las ya mencionadas son las mas comunes y por tanto las de
mayor importancia.

1.1.4 VARIEDADES NACIONALES DE MANDARINA.

Asi como existe una serie de paises productores de mandarinas,
Mexico es un pais de importancia en el cultivo de este fruto a nivel
nacional. En nuestro pais se cultivan diversas variedades de la
mandarina, unas coh mayor importancia que otras de acuerdo a su
nivel de produccion.

Las variedades que se cultivan principalmente en territorio

Nacional son:

15
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TANGERINA.
MANDARINA COMUN.
SATZUMA.

MANDARINA MEDITERRANEA.

Los cultivos de estas variedades se desarrollan generalmente en
climas tales como el tropical y sub-tropical, al igual que los demas
citricos (30).

Los principales estados productores de mandarina del territorio
Nacional son los siguientes:
Veracruz.

Nuevo Leén.
S.L P
Tamaulipas.
Oaxaca.
Jalisco.
Campeche.
B.C.N.
Querétaro.
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Tabasco.
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Morelos.
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Hidalgo.
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15. Yucatan.
16. Guerrero.
Nota: El orden de aparicién de cada uno de los Estados en la lista se
debe a su importancia en la produccién Nacional.

En la figura 2 se representan las principales entidades y
municipios productores de mandarina en México.

REPUBLICA MEXICANA
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Principales Entidades y Municipios Productores de la Mandarina.

Figura 2.
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1.2 COMPOSICION QUIMICA DE LA MANDARINA.

1.2.1 PARTES QUE CONFORMAN AL FRUTO.

Las principales secciones del fruto son las siguientes:
1. - El Flavedo. Es el tejido exterior que esta en contacto con la
epidermis y en él abundan vesiculas o celdillas que contienen
lipidos, aceites esenciales y cloroplastos.

2, - El Albedo. Se encuentra debajo del flavedo; Es un tejido
esponjoso, blanco y celuidsico, el cual constituye la mayor parte de
la corteza.

El mismo tejido forma el corazén o eje central del fruto y ambos
contienen los vasos que proporcionan a la mandarina, el agua y los
materiales nutritivos.

3.- EI Endocarpio. Es la parte comestible de ios citricos, y esta
formado por los carpelos o gajos que a su vez, estan compuestos por
vesiculas que contienen el zumo y estan separados por las membranas
intercapilares.

Al prensar estas vesiculas, se separa el zumo que contiene
componentes solubles y particulas en suspension tales como:
colorantes, tejidos que se encuentran desintegrados y pectinas, entre
otros.
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La pulpa y el bagazo queda al extraer el zumo, contiene la mayor
parte fibrosa y celulésica de las vesiculas, y por tal motivo, retienen una
gran cantidad de zumo.

4.- Las Semillas. De cubierta dura, lignocelulésica, contienen una

importante cantidad de grasa (28).

En la figura 3 se pueden apreciar las partes del fruto:

casgamn meIocUpic

tpicarpio o flavedo

/uc:ilh eencnin)

cutfcula colorends

cuticuls epicarpie  mesacarpio

células canpelos
mentos
corteta de Jugd o s 3
chd gedrpo
Figura 3.

Partes que conforman la mandarina.
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Los productos industriales mas importantes derivados de los
citricos son: el zumo natural, el zumo concentrado y el concentrado
congelado.

Son también importantes los aceite esenciales, el pienso de
corteza, las pectinas y los segmentos de mandarina enlatados.
También presentan cierta importancia aungue en menor grado, los
liquidos del prensado de las cortezas y el aceite de las semillas, lo
mismo que otros productos mas sofisticados.

1.2.2 SOLIDOS SOLUBLES, AZUCARES Y ACIDOS ORGANICOS
EN MANDARINA.

SOLIDOS SOLUBLES:

Los solidos solubles estan formados fundamentalmente por 10s
azucares reductores, no reductores y por los acidos que conforman al
jugo.

AZUCARES:
Los hidratos de carbono se sintetizan por las plantas verdes

mediante el concurso de la luz, a partir del anhidrido carbénico del aire
Y con Ja ayuda de la clorofila.

20
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Se clasifican usuaimente en tres grupos: monosacaridos o
azicares sencillos, tales como la glucosa, fructosa, manosa, efc;
disacaridos, constituidos por monosacéaridos y muy parecidos a ellos,
como la sacarosa, maltosa y lactosa, y polisacaridos, que son
productos de la condensacién de los azl(cares sencillos sin las
propiedades de estos; incluyendo en este grupo las pentosanas,
almidones, glucégeno, celulosa y pectinas.

£n los citrcos, en especial en la mandarina, los carbohidratos son
los sdlidos solubles que se encuentran en mayor proporcion seguidos
de los acidos orgénicos. Los principales azlcares en los zumos de las
frutas citricas son: sacarosa, glucosa y fructosa, con menores
cantidades de galactosa.

Durante el tratamiento y almacenamiento de los zumos, los
azicares se ven afectados, en especial la sacarosa debido a que se va
hidrolizando azicares reductores: Glucosa y Fructosa gracias a las
condiciones de tenperatura a las cuales es tratado el jugo del citrico y
por la presencia de los acidos organicos del propio fruto.

ACIDOS ORGANICOS:

Los frutos citricos, se acostumbra clasificarlos como frutos
acidos, debido a que sus sdlidos solubles estan compuestos

21
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principaimente por &cidos orgéanicos y azdcares; Esta acidez es
provocada principalmente por: el 4cido citrico y el 4cido malico, aunque
existen en menor cantidad los &cidos: tartarico, benzoico, succinico,

oxalico y férmico.

El citrico es el &cido principal del endocarpio de todas las frutas
citricas tomando en cuenta que entre los principales acidos de la
cascara se tiene: al oxalico, malico y el malénico con algo de citrico que
en conjunto constituyen del 30 al 50% de los aniones presentes.

Los acidos citrico y malico, asi como sus sales, forman el
principal sistema de amortiguacion de los jugos citricos; con tal sistema
los jugos pueden diluirse con agua en gran medida, mostrando
cambios insignificantes en su pH, razén por la cual los jugos de acidez
titulable variable pueden tener valores idénticos de pH.

Por convencién, la razén: sélidos solubles / acidez se ha
establecido como indice de madurez apropiado.

Ademas de los azlicares y de los acidos organicos, existen en el
zumo otros componentes solubles que suman alrededor del 15% del
total de sélidos solubles.

Durante la maduracién de las naranjas, pomelos y mandarinas,

hay un aumento en la concentracién de sélidos solubles sobre todo de
los azicares, y un descenso importante de la acidez (10}
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Por esta razén, la relacién °Brix / acidez, aumenta cuando avanza
la maduracion y se toma universalmente como indice de madurez ( I.
M.). El descenso de la acidez es continuc, pero el contenido en sélidos
solubles aumenta al principio hasta alcanzar un méximo y después, se
mantiene o disminuye conforme avanza la maduracién.

1.3 LOS FLAVONOIDES

Existe una gran variedad de compuestos naturales que forman
parte de los citricos, los cuales generalmente se distribuyen en
diferentes concentraciones a través de los tejidos de los frutos. Entre
estos compuestos se encuentran los flavonoides, los cuales han
llamado poderosamente la atencién dentro de las industrias
procesadoras de los citricos, principaimente aquellos que aiteran las
propiedades sensoriales y funcionales de los jugos, concentrados y
néctares (14).

Ademas, se han descubierto recientemente que algunos
flavonoides tienen actividad terapéutica, por lo que los subproductos de
las industrias procesadoras de citricos han adquirido gran

importancia para la industria farmacéutica (14). Dichos compuestos han
sido agrupados bajo los términos de “vitamina P” o vitamina de la
permeabilidad y “bioflavonoides”.
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Los flavonoides hidroxilados y glicosilados se almacenan
principalmente en las membranas capilares en la zona de unién del
albedo con los gajos. Las flavonas polimetoxiladas y las flavanonas se
encuentran solamente como compuestos libres en los sacos del aceite
del flavedo de ciertos citricos (14).

La estructura quimica base de los flavonoides es la siguiente:

Figura 4.

Estructura quimica base de flavonoides.

Los flavonoides que predominan en los citricos son las
flavanonas y las flavonas, los flavon-3-oles o catequinas se encuentran
solo en pequefas cantidades. Los iones flavilion conocidos
comunmente como antocianinas estan restringidos a una pequefia
variedad de citricos. Otros flavonoides como las chalconas, las
leucoantocianinas, las isoflavonas y las dehidrochalconas ya han sido
detectables pero no aisladas.
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En la bibliografia se reportan tablas de una gran variedad de
flavonoides que han sido bien identificados en los citricos (Tabla I). De
estos, los mas conocidos y que se encuentran en alta concentracién
son la naringina, la cual predomina en las toronjas, las naranjas acidas,
amargas y en los pomelos, y la hesperidina presente en [as naranjas,
los limones y algunas clases de mandarina.
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NOMBRE ESTRUCTURA QUIMICA
Acacetinag 5, 7-Dihidrohi-4' —metoxiflavona
Apigenina 4', 5, 7-Trihidroxiflavona
Aurantenina 3, 4, 8, 7,8-Pentametoxiflavona
Cirantina Idéntica con hespiridina
Citromitina 3, 4,5 6 7, 8-Hexametoxiflavanona
Cianidina 3, 3, 4, § 7-Pentahidroxiflavilio
Crisoeriol 4', §, 7-Trihidroxi-3'-metoxiflavona
Critrofoliosido Idéntico con poncirina
Delfinidina 3,3 4' 5, 5, 7-Hexahidroxiflavilio
Didimina Isosakuranetin-7-nitindsido
Dihidrokaempferol 3, 4' 5, 7-Tetrahidroxiflavanona
Diosmetina 3,5, 7-Trihidroxi-4'-metoxiflavona
Diosmina Diosmetin-7-rutinésido
Enocitrina Eriodietiol-7-rutinésido
Enodieto! 3, 4, 5 7-Tetrahidroxiflavanona
Fortunelina Acacelin-7-nechespiriddsido
Hesperetina 3, 4, 7-Ttrihidroxi-4'-metoxiflavanona
Hesperidina Hesperetin-7-rutindsido
Isolimocitrol 3, 3, 5, 7-Tatrahidroxi-4’, 6, 8-trimetoxiflavona
Isoramnetin 3, 4, 5, 7-Tetrahidroxi-3'-metoxiflavona
Isosakuranetina 5, 7-Dihidroxi-4’-metoxiflavanona
Kaempferol 3, 4, 5, 7-Tetrahidroxiflavona
Limocitrina 3, 4, 5, 7-Tetrahidroxi-3', 8-dimetoxiflavona
Limocritrol 3, 4', -6, 7-Tetrahidroxi-3', 6 B-trimetoxiflavona
Luteolina 3, 4, 5, 7-Tetrahidroxiflavona
Naringenina 4', 5, 7-Ttrhidroxiflavanona
Naringina Naringenin-7-nechespiridosido
Narirutina Naringenin-7-rutindsido
Neohespiridina Hesperitin-7-nechesperidésido
Neoponcirina Isosakuranetin-7-rutindsido
Nobiletina 3", 4, 5 6, 7, 8-Hexametoxiflavona
Poncirina Isosakuranetin-7-noehespiridésido
Ponkanetina ldéntico con tangeritina
Quercetina 3, 3, 4', 5, 7-pentehidroxiflavona
Roifolina Apigenin-7-nechespiriddsido
Rutina Quercetin-3-rutindsido
Simensetina 3, 4, 5 6, 7-Pentametoxiflavona
Sudachitina 4', 5, 7-Trihidroxi-3, 8, 8-trimatoxiflavona
Tangeretina 4,5, 8, 7, 8-Pentametoxiflavona
Tetrametilseutellareina 4, 5, B, 7-Tetrametoxiflavona
Vitexina Apigenin-8-C-glucésido

Tabla I. Flavonoides presentes en Ios citricos.
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Estudios realizados, permitieron establecer que las diferencias
estructurales que existen entre los flavonoides de sabor amargo y los
insipidos, radica en la posicion del enlace entre las dos moléculas de
azucares que se enlazan a la flavona por el C7.

En la figura 5 se presenta la estructura quimica de la hesperidina,
que es insipida y en la figura 6 la de 1a neohesperidina de sabor
amargo presentes ambas en algunas variedades de citricos como las
naranjas. Los dos compuestos son 7-glicésidos de la hesperidina y
después de su hidrélisis se obtienen como productos hesperitina,
ramnosa y glucosa. Como se observa en la figura 4, en la hesperidina
el C1 de la ramnosa esta unido al C6 de la glucosa, este disacarido
recibe el nombre de rutinosa ( 6-ramnoglucosal). Por otro lado, en ia
noehesperidina el C1 de la ramnosa se enlaza al C2 de la molécula de
glucosa, este disacarido se conoce como ramnosilglucosa {14).

o_uz QK
wo 0 0 0
o [1] GCHy
L4 o 0
LI ]
Figura 5.

HESPERIDINA.
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Figura 6.
NEOHESPERIDINA.

Como se menciond , no se ha podido esclarecer hasta la fecha la
funcion precisa de los flavonoides en los frutos y en las piantas de los
citricos. No obstante se ha encontrado que la nobiletina, 5, 6, 7, 8, 3', 4'
- hexametoxiflavona, presente en algunas variedades de mandarina,
muestra actividad fungistatica contra el hongo Deuterophoma

tracheiphila. Este hongo patégeno provoca el “mal seco” en ciertos
arboles de los citricos como son los limones, las naranjas y las
toronjas. Asi mismo, se encontré que la tangeretina, presente en la
tangerina, tiene una ligera acci6n fungistatica, mientras que Ila
hesperidina muestra un efecto estimulatorio hacia dicha plaga . En
otros estudios se encontré que la naringenina, que es el aglicén de la
naringina, se presenta en los brotes de las flores de durazno y actua
como regulador, inhibiendo su crecimiento.
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Aunque en general se considera que el contenido de flavonoides
en los citricos disminuye con la maduracién, esto no ha sido
demostrado claramente. Huet en 1902, encontré que el contenido de
flavonoides en naranjas y toronjas disminuye en ciertas temporadas,
mientras que en otras se mantiene constante. Por otro lado, se
encontré que el contenido de neohesperidina en la naranja acida y de
poncirina en el pomelo, desaparece con la maduracién, mientras que la
naringina permanece constante (14).

En ofros estudios se sugiri6 que la disminucion de la
concentracién de un flavonoide durante la maduracion se debia a un
cambio en la estructura quimica mas que a su degradacion. En el caso
de la naringina, Rowell y Biesel encontraron una conversion a roifolina
(4, 5, 7-trihidroxiflavona), un ramnosido insipido de la apigeninag,
mientras que Horowitz plante6 la posibilidad de una transglicosilacion
del 2-ramnoglucésido al 6-ramnoglucésido, el cual ya no es amargo.
Posteriormente Hagen y colaboradores sugirieron que la disminucién
de la concentracion de la naringina se debié adicionalmente a un efecto
de dilucidn al aumentar el tamafio de la fruta, ya que la concentracion
relativa de los diferentes flavonoides cuantificados permanecié
constante durante la maduracién.
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1.3.1 IMPORTANCIA DE LA NARINGINA.

En la industria de los citricos el flavonoide que mas ha llamado Ia
atencién es la naringina, presente principalmente en la toronja. La
naringina cuyo nombre quimico es el naringenin-7-neohesperiddsido,
es el principal sabor amargo del fruto. A este respecto, se ha
descubierto que la limonina, un triterpenoide dilacténico también
contribuye de manera sustancial al sabor amargo presente en el jugo
de la fruta. La estructura quimica de fa naringina se muestra en la figura
7.

OH

-
HOY ® ©

Figura 7.
NARINGINA

La naringina es insoluble en agua, por lo que cuando esta
presente en altas concentraciones, puede provocar otras alteraciones
al jugo durante su procesamiento o almacenamiento. Cuando este se
calienta para ser pasteurizado, la naringina queda suspendida en el
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liquido; al enfriarse el jugo, el flavonoide cristaliza y precipita, lo que
trae consigo problemas en 1a manipulacién.

La naringina fue descubierta en 1857 por De Vry en las flores de
la toronja crecidas en Java. Posteriormente se detectd su presencia en
la fruta, en las semillas y en el albedo, incluyendo las membranas que
dividen los gajos del fruto (13).

Poco se sabe de los caminos biosintéticos de la naringina y la
limonina en la toronja. Algunos estudios han mostrado que el anillo A
lactonico de la limonina se sintetiza en las hojas y en los tallos y se
transloca a las semillas principalmente. Por su parte la naringina puede
ser sintetizada por cualquier tejido de la planta o de la fruta. Ambos
compuestos no estan ni estructural ni biosintéticamente relacionados,
por lo que sus patrones de distribucién en la fruta son independientes.

Las frutas intactas naturalmente no contienen limonina pero si, el
anillo A lacténico del acido limondico, un precursor no amargo. Este
ultimo se convierte gradualmente en limonina después de la extraccion
del jugo, por lo que el sabor amargo que imparte al jugo comunmente
se denomina “amargor tardio”. Otros limonoides de sabor amargo como
la romilina, el &cido nomilinico y la ichangina también estan presentes
en el jugo de toronja para su efecto es despreciado porque se
encuentran en muy bajas concentraciones.
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Mcintosh y colaboradores, determinaron estadisticamente que no
habia correlacion entre los niveles de naringina y limonina presentes en
el jugo, por lo gque la cuantificacion de uno no permite predecir la
concentracion del otro. Los niveles de ambos compuestos en los
diferentes tejidos de la planta son muy variados y dependen del estado
de desarrolio y edad del tejido.

Si bien es cierto que el sabor amargo de! jugo de toronja es
apreciado por algunos consumidores, también es la principal razén por
la que su consumo no se ha generalizado. Aunque su bajo nivel de
naringina es deseable para identificar el sabor caracteristico del jugo de
toronja el problema se presenta cuando el nivel de concentracién esta
por arriba de 700 ppm (mg/l). Generaimente esto ocurre cuando la fruta
se somete a una excesiva extraccién mecanica para tratar de obtener
altos rendimientos de jugo.

Por lo general se acepta que la calidad de las toronjas varia de
una estacion a otra. Sin embargo, con el fin de normalizar la calidad del
jugo, el Departamento de Citricos del Estado de Florida en Estados
Unidos de Norteamérica, establecié una regulacién para evitar que los
niveles de naringina y limonina causen un sabor excesivamente
amargo que lo haga inaceptable al paladar. La regulacién solo se aplica
del 10. De Agosto al 10. de Diciembre de cada afo, por lo que afecta a
un pequefio porcentaje del total de fruta procesada anualmente. La
regulacién establece que un jugo como producto enlatado debera reunir
por lo menos uno de los siguientes requisitos:
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a) contener menos de 600 ppm (mg/mi) de naringina o bien b)
contener menos de 5 ppm (mg/ml) de limonina medida por técnicas de
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) (13).

1.3.2 IMPORTANCIA DE LA HESPERIDINA EN LA ELABORACION
DE JUGOS.

La hesperidina, el 7-(6-ramnésido-p-glucésido) de la 4'-metoxi-3',
5, 7-trihidroxiflavona (hesparitina), predominan en las naranjas, limones
y mandarinas. Cuando se presenta en altas concentraciones se forma
un fidculo que precipita en los jugos como resultado de la cristalizacion
durante el almacenamiento (29).

Pocos métodos se han desarrollado para reducir o eliminar la
concentracion de la hesperidina en los jugos, principalmente el de
mandarina. Se reporté la adicién de metilcelulosa a los jugos antes del
enlatado. Posteriormente, el uso de columnas con resinas de estireno,
lo cual evita la tormacién del fléculo durante le almacenamiento y el
jugo conserva su turbidez y color propios.

Por ofro lado también se ha utilizado hesperidinasa para la
degradacion enzimatica del flavonoide a un glucosido mas soluble,
como lo es la hesperetina. Okade y colaboradores aislaron la enzima
que fue obtenida simultaneamente al la naringinasa, a partir de cepas
de Asperqgillus niger y demostraron su especificidad hacia el sustrato.
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1.4 CARACTERIZACION ESPECTROFOTOMETRICA DE JUGOS
CITRICOS Y PRODUCTOS RELACIONADOS.

Durante los pasados 25 aflos las caracteristicas espectrales,
incluyendo tanto ultravioleta como el visible a especificas longitudes de
onda, han sido estudiadas para poder monitorear las propiedades
deseables y las no deseables de los jugos citricos.

Las investigaciones realizadas han incluido el efecto de las
variables del procesamiento del jugo en la absorcién ultravioleta del
jugo de toronja; determinacién de! contenido de hesperidina en jugo de
naranja y extractos de cascara por absorcién ultravioleta: el anélisis
espectral de caroteniodes y extraccién de carotenos de muestras
comerciales de concentrados de jugo de naranja congelado marca
Florida y de otros citricos como el de la mandarina; determinacién del
contenido de polifencles en jugo de limén por absorcion ultravioleta y
las caracteristicas ultravioletas espectrales de jugo de limén bajo
condiciones adversas de almacenamiento (21,25).

Las multiples variables asociadas con e! crecimiento y
procesamiento de las frutas citricas dificultan la aportacién exacta de |a
naturaleza tanto quimica como fisica de un producto citrico. Sin
embargo, los andlisis espectrofotométricos han probado ser una
poderosa herramienta para poder definir esas caracteristicas fisico-
quimicas de los citricos (21,24).
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1.4.1 JUGO DE NARANJA.

Petrus y Dougherty (24) se dieron cuenta de que una gran
cantidad de informacion podria ser de mucha utilidad, obteniendo los
espectros de absorcién del ultravioleta y del visible de un extracto
alcohtlico de una muestra de jugo de naranja. Para este fin, estos
investigadores emplearon esta técnica para mostrar los cambios en los
jugos de naranjas Florida Hamlin y Valencia asi como en el jugo de
pifia durante la maduracién del fruto y su procesamiento. Un espectro
tipico de absorcion uitravioleta-visible del jugo de naranja Valencia es
mostrado en la figura 8. Las curvas espectrales para pifa y jugo de
naranja Hamlin fueron similares, excepto por ligeras diferencias en las
intensidades de absorcién.

La figura 8 muestra varios picos a los 465, 443 y 425nm en el
espectro visible y a 325, 280 y 245nm en el espectro ultravioleta. Los
picos presentes en el espectro visible nos indican las presencia de los
carotenoides (24,26 ). Petrus y colaboradores (26) demostraron que la
suma de !as absorbancias de los carolenoides a los 465, 443 y 425nm
fueron altamente correlacionados ( r= 0.973 ) con los datos obtenidos
con el Colorimetro de citricos Hunter modelo D-45. El Colorimetro
Hunter es un instrumento de refractancia que mide la proporcian de los
colores rojos y amarillos del jugo y es empleado en la industria de los
citricos para determinar el color de los jugos de naranja y otros citricos.
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Figura 8,

Espectro de absorcién de jugo de naranja Florida Valencia (5).

El espectro uitravioleta que se muestra en la figura 8 se debe a la
presencia del acido ascérbico ( 245nm ), flavonoides totales (280nm) y
polifenoles totales ( 325nm ) (25). La absorbancia a los 280nm indica el
contenido de los flavonoides; de cualquier manera, es importante hacer
notar que la mayoria de los flavonoides no tienen sus maximos de
absorbancia en esta longitud de onda.

Horowitz y Gentili (11) recopilaron una extensa lista de longitudes
de onda maximas de absorcion al ultravioleta para muchas flavonas
Glucosiladas, flavanonas Glucosiladas, C-glicosilflavonas y flavonas
aglicones encontrados en las frutas citricas. Los flavonoides mas
encontrados en el jugo de naranja y sus A maximas (11) son:
Hesperidina ( 285nm ), naringina 7B-rutindésido ( 285nm ),
isosakuranetina 7B-rutindsido { 283nm ), naringina 7B-rutinésido 4'B-D-
glicosido ( 283nm ) y eriocitrina ( 285nm ).
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La absorbancia en la regién de 325-335nm ha sido empleada por
Vandercook y Rolle para medir la cantidad total de los polifenoles en el
jugo de limén y por Petrus y Dougherty ( 24 ) en jugo de naranja y pulpa
lavada de naranja. Vandercook y Rolle mostraron que existe una gran
correlacion entre la absorbancia a 325nm ( fenoles totales ) y el
contenido de acido citrico en jugo de limén.

Se han realizado estudios de como varian las proporciones de
cada uno de los compuestos analizados por esta técnica en jugo de
naranja Valencia (24). De acuerdo a estos estudios se pudo concluir la
cantidad de carotenoides { 443nm )} se incrementd con la maduracion
sin ser afectada con la presion de extraccion del jugo. La absorcion a
325nm ( polifenoles totales ) y a 280nm ( flavonas totales ) se
incrementd con la maduracién y con la presion de extraccion del jugo;
Las presiones altas de extraccidon causan una mayor incorporacion de
membranas capilares y de albedo al jugo obtenido del citrico, entre
mayor sean las concentraciones de flavonoides y los principios de
acidez en el jugo, la calidad de este se ve reducida, cuando
proporciones excesivas de estos constituyentes son procesadas junto
con el producto. Soluciones alcohdlicas de las membranas capilares y
albedo presentan grandes absorbancias a los 325nm y 280nm (24).

La absorcion a los 245nm se atribuye a ia vitamina C y se
incrementa ligeramente durante la maduracién del citrico ( naranja
Hamlin ). Si la presion de extraccién del jugo del citrico aumenta,
también aumenta la cantidad de vitamina C en el jugo, esto se debe a
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que gran cantidad de esta vitamina se encuentra en la céscara del
citrico, por lo tanto la absorbancia a los 245nm aumenta
considerablemente. En algunos casos como el de la naranja Valencia
se ha observado que la cantidad de Vitamina C decrece durante la

maduracion.

1.4.2 EXTRACCION ACUOSA DE SOLIDOS SOLUBLES DE
NARANJA.

La extraccion de los sélidos solubles de la naranja es un
subproducto del proceso industrial del proceso de los citricos. Este
subproducto es conocido como lavado de pulpa ( pulp wash ) o en su
defecto como extraccion acuosa de sélidos solubles de la naranja
(WEOS). Este proceso es llevado a cabo de la siguiente manera:
después de la extraccion del jugo de las naranjas, el jugo es separado
de los residuos el exceso de pulpa, semillas y otros componentes que
afecten la calidad final del jugo, por una maquina que finaliza con el
proceso de lavado. Los componentes residuales contienen adsorbido el
jugo de naranja, para poder extraer ese jugo, esta parte del mismo es
procesado con un lavado con agua ( para extraer el jugo adherido )
empleando una o0 mas etapas de lavado seguidas de una concentracion
hasta tener de 45 a 65°Brix. La finalidad de esta proceso en la
extraccion del jugo de naranja es, poder incrementar el rendimiento.
Este jugo extra es procesado junto con el jugo original extraido en la
primera vez en, concentrados de jugo congelados o empleado como
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base de bebidas. Desafortunadamente, el objetivo principal fue
distorsionado, y este producto benéfico llegé a ser el mayor adulterante
de los jugos y concentrados de estos. El departamento de Citricos de
los Estados Unidos cita en la norma 20-64.07 que prohibe la adicién
de la extraccion de los sélidos solubles del jugo de naranja a los
concentrados del mismo fruto en el estado de Florida.

Mediante e! uso de los barridos espectrofotométricos se puede
detectar en un concentrado de naranja o de otro citrico el empleo del
lavado de pulpa, debido a que al incorporar una mayor cantidad de
pulpa, residuos y sélidos extraidos en la fase acuosa, la absorbancia a
las longitudes de 325 y 283nm se ve considerablemente incrementada
por la notable extraccion de los flavonoides (24,28). Por el contrario la
cantidad de carotenos disminuye notablemente, incluso a la mitad al
adicionar este lavado de pulpa al jugo del citrico por efectos de dilucion.
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1.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESION.

La cromatografia de liquidos de alta presién es una herramienta
poderosa muy empleada en el anélisis de los alimentos. Una de sus
principales aplicaciones es el analisis de los carbohidratos solubles en
los jugos y néctares de frutas citricas. El andlisis de estos carbohidratos
se realiza con la ayuda de una columna aminada, en donde las fuerzas
de unién que se dan en la separacién de los mismos son las llamadas
bases de Schiff, entre los grupos amino de la columna y los
carbohidratos (18).

Otra importante aplicacién de ia cromatografia liquida de alta
presidn en el andlisis de los alimentos, resulta ser la separacién y
analisis de los compuestos flavonoides presentes en los jugos citricos.
Esta separacion se realiza mediante e! empleo de una columna de fase
inversa con un empaque enlazado hidrofébicamente con un grupo
funcional octadecilo (Cis) u octilo (8) y una fase mévil polar,
frecuentemente una fase movil parcial o totalmente acuosa. El metanol
y acetonitrilo son disolventes populares porque tienen baja viscosidad y
son faciles de conseguir con excelente pureza (18, 35).

En cromatografia de fase inversa la fuerza motriz de la retencién
no es la interaccién favorable del soluto con la fase estacionaria, sino el
efecto del disolvente de la fase mévil para forzar al soluto hacia adentro
de la capa hidrocarbonada (18, 35).
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DESARROLLO EXPERIMENTAL
2.1 METODOLOGIA.

En el esquema 1 se presenta el desarrolio experimental seguido
en el andlisis del jugo de mandarina:;

Seleccion del lote de

mandarinas.

Extraccion del jugo
y filtrado medir °Brix.

Analisis de carbohidratos Analisis de ﬂavonﬂ Anaélisis de flavonas

glucosiladas metoxiladas

Tratamiento estadistico
de los resultados

Conclusiones Esquema 1.
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Metodologia empleada para el andlisis de los concentrados 1, 2.

Adaquirir los concentrados
de mandarina.

Reconstituir os concen-

trados y ajustar °Brix.
Analisis de carbohidratos Andlisis de flavonas Andlisis de flavonas
glucosiladas metoxiladas

Tratamiento estadistico
de los resultados

[ Conclusiones Esquema 2.
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2.2 MATERIA PRIMA.

Las variedades de mandarinas empleadas fueron:
+ Mandarina Ménica. Citrus Nobilis.
+ Mandarina Fremon. Citrus Poonensis.

+ Mandarina Comun. Citrus deliciosa Tenore.

Asi mismo se analizaron dos concentrados de jugo de mandarina
que se identificaran como concentrado 1 (Conc. 1) y concentrado 2
(Conc. 2). Cabe destacar que estos concentrados se reconstituyeron a
manera de tener un equivalente a un jugo de mandarina natural, esta
parte se explica con mayor detalle en la descripcion de la metodologia.

SELECCION DEL LOTE DE MANDARINAS.

Para realizar la seleccién del lote de mandarinas fue necesario
esperar a que las mandarinas de las temporadas a analizar estuvieran
en su estado de madurez 6ptimo para poder reafizar el estudio y
obtener datos representativos de frutos maduros.

En lo que respecta a la mandarina Ménica, que es la primera que
se analiz6, la compra de esta se realiz6 en el mes de Febrero de 1997
en un mercado de la Ciudad de México. En este caso se compraron
10Kg de la mandarina con un estado de madurez homogéneo. La
siguierte variedad de mandarina que se compré fue la que
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corresponde a la variedad Fremon, esta mandarina se adquiri en el
mes de Octubre de 1997. En esta fecha la mandarina se encontraba en
su estado de madurez Optimo para ser consumida y poder ser
analizada, la compra se realiz6 en el mismo mercado donde se
compro la variedad anterior adquiriendo 10Kg de mandarina para poder
seleccionar de la misma el lote a ser analizado.

La dltima variedad de mandarina estudiada fue la mandarina
Normal de inviemno, esta se adquirié en el mes de Diciembre de 1997.
Al igual que las variedades anteriores se compraron 10Kg de
mandarina lo mas homogéneas posible y en su estado de madurez
optimo.

Los concentrados de mandarina que se compraron fueron el
concentrado 1 y 2. La razén por la cual se decidié hacer el analisis de
estos dos concentrados de mandarina es por la gran demanda que
tienen en el mercado, asi mismo por que pueden ser encontrados
durante todo el afio en tiendas de autoservicio.

EXTRACCION DEL JUGO Y RECONSTITUCION DE LOS
CONCENTRADOS.

Contando con las mandarinas que se habian comprado se
procedié a realizar una seleccion de las mismas. Para hacer |a
seleccion del lote a analizar se clasificaron tas mandarinas de acuerdo
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a su tamafio y al color, después se seleccionaron las mandarinas mas
homogéneas necesarias para tener 1.5Kg y proceder a realizar la
extraccion del jugo.

Una vez seleccionadas las mandarinas se procedid a lavartas y
eliminarles todo tipo de suciedad a manera de evitar la posible
contaminacién del jugo al momento de la extraccidn. Ya secas, con un
cuchilio afilado se cort6 cada una de las mandarinas sobre una
superficie solida y limpia, se procedi6 a extraer el jugo con la ayuda de
un exprimidor de jugos de naranja de bajas revoluciones, sin llegar a
romper 1a cascara. E! jugo se recolectd en un recipiente de boca ancha
y se vertid sobre una manta de cielo contenida en otro recipiente a
manera de poder retener en la misma la mayor cantidad posible de
gajos y particulas insolubles que afectaran los andlisis por realizar. Al
final de estos procedimientos se logré obtener una cantidad
aproximada de jugo de 500ml, suficiente para realizar todos los
analisis.

El jugo fue aimacenado en congelacién en recipientes de plastico
de 150ml.

En lo que respecta a los concentrados de mandarina, estos al
momento de ser comprados se adquirieron congelados, por lo cual se
procedi6 a descongelarlos para poderlos manipular de una forma
sencilla. Se pesé¢ la cantidad necesaria para obtener un jugo de
mandarina natural de acuerdo a los °Brix, por lo tanto se ajustaron a
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tos 11°Brix. Al igual que el jugo de mandarina natural se congelaron en
viales que permitieron su facil manejo al momento de analizar.

Para realizar cada uno de los analisis se parti6 del extracto de
jugo de cada variedad o de la solucion reconstituida de cada
concentrado de mandarina tomando tres alicuotas, y cada una de ellas
fue analizada por triplicado @ manera de repeticién.

ANALISIS DE CARBOHIDRATOS.

Para realizar el analisis de carbohidratos se procedi6 de la misma
manera tanto en los concentrados de mandarina como en el jugo de
natural de mandarina.

Se tomaron 10ml de jugo de mandarina y se diluyeron con agua
al mismo volumen y se centrifugaron a 12,500rpm por 3min en tubos
eppendorf. Se filtré el jugo, teniendo cuidado de no resuspender el
sobrenadante, a través de una membrana de 0.25; haciendo uso de
una jeringa. En este momento se procedié a realizar las inyecciones
correspondientes en el cromatégrafo de liquidos de alta presién bajo
las siguientes condiciones de analisis:

+ Cromatografo de liquidos de alta presién.
Beckman. 421A Controler.
Solvent Delivery Module 110B.
MadeinU. S A.
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+ Columna: Waters C1s. Carbohydrate.
«+ Detector: Indice de Refraccién.
Perkin Elmer. LC-30 RI Detector.
Tiempo de respuesta de 2min.
¢ Integrador : Varian 4400 Integrator.
Chart Speed 0.25.
Atenuacion 64.
+ Condiciones de analisis:
Loop 20 pl
Fase mévil: ACN :H20 ( 87 : 13) isocrética.
Fiujo: 1.4 ml / min.
Tiempo de analisis: 18 min.

Para realizar las mediciones y ajustes de los sélidos solubles en
los concentrados de mandarina se utilizé un refractdmetro de campo.
En la parte de extraccién de los carbohidratos de cada una de las
muestras se emple6 una centrifuga Eppendorf.

ANALISIS DE FLAVONAS GLUCOSILADAS Y METOXILADAS.

En el esquema 3 se encuentra representada la metodologia que
se siguib para realizar las extracciones de las fracciones

correspondientes a las Flavonas glucosiladas , Flavonas metoxiladas y
Carotenos.
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Medir 10mi de juge y aforar
a 50ml con metanol.

Centnfugar a
1500 rpm / S5min.
J
Decantar y adicionar )
20ml de agua y 2ml de
NaCL sat.
J
Extraer dos veces ¢on ]
35ml de Hexano.
»
_ FASENOACUQSA = |
Evaporar a [ Adicionar 30mi de aguay )
sequedad. 50m| de Diclorometano.
L )
Redisolver con ( Repetir extraccién con j_EA&E_NQ_AQ_UQ_SA
una solucién de 850ml de Diclorometano.
ACN:MEQH:DCN - J
{70:10:20). FASE ACUOSA
Fraccion de
Carotenos. Medir el volimen Evaporar a
final en probeta. sequedad.
Filtrar 3mi en membrana Redisolver
de 0.25. y analizar. en una sol.
MEOH:H20
Fraccion de flavonas (75:25).
Glucosiladas. racciénde

Flavonas
Esquema 3. Metoxiladas.
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En este esquema se puede observar que al final de todo el
proceso de extraccidbn del jugo de mandarina se obtienen tres
fracciones finales las cuales contienen en determinadas
concentraciones los compuestos a ser analizados, Flavonas
glucosiladas, Flavonas metoxiladas y Carotenos.

La fraccion acuosa es la que contiene las Flavonas glucosiladas
que fueron analizadas en cromatografia liquida de alta presién bajo las
siguientes condiciones:

e Cromatografo de liquidos de alta presion.
Beckman. System Gold.
Programable Solvent Module 126.
Programable Detector Module 166. Detector Uv / Vis.
MadeinU. S. A
¢ Columna: Beckman C1s, 5y, 4.6mm x 25 cm , ODS.
+ Condiciones de andlisis:
Loop 20pt.
Fase movil: H20:THF ( 80:20) gradiente en 10 min para llegar a
una proporcion de H20:THF ( 50:50) y en un minuto regresar a
las proporciones iniciales.
Flujo: 0.8 ml / min.
Detector: UV / Vis a 305nm.
Tiempo de analisis: 13min.
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En la cuantificacién de las fiavonas glucosiladas se realizé una
curva patrén de Hesperidina, de la cual se cuenta con un estandar. Se
prepararon soluciones de concentracién conocida de esta flavona y se
realizaron las inyecciones correspondientes en el cromatégrafo de
liquidos de alta presidn de acuerdo a las condiciones ya mencionadas.

En lo que respecta a la fraccién del Diclorometano, se encuentran
contenidas las Flavonas metoxiladas. Como se muestra en el esquema
3, se realizd una evaporacidn a sequedad de la fraccion del
diclorometano para concentrar el extracto y poder ser analizado. Cabe
resaltar que la concentracion de las mismas se hace con la ayuda de
un rotavapor a manera de evaporar el disolvente a sequedad vy
redisolver en 1ml de una solucién de MEOH : H20 (75 : 25 ). Las
condiciones de analisis de las flavonas metoxiladas son las siguientes:

+ Cromatografo de liquidos de alta presion.
Beckman. System Gold.
Programable Solvent Module 126.
Programable Detector Module 166. Detector Uv / Vis.
Madein U. S. A
¢ Columna: Nova-Pac C1s, 3.9 x 150 mm Column.
+ Condiciones de andlisis:
Loop Spl.
Fase movil: ACN : H20 ( 35:65 ) isocratica.
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Flujo: 1.0 ml/ min.
Detector: Uv / Vis a 353nm.
Tiempo de analisis: 13min.

En lo que respecta a los Carotenos contenidos en la fase del
Hexano no fueron analizados en este proyecto, la recuperacién solo se
realiz6 para fines de eliminar los compuestos que puedan interferir en
el analisis de las flavonas en estudio.

BARRIDOS ESPECTROFOTOMETRICOS.

Para la realizacién de los barridos espectrofotométricos se sigue

la siguiente metodologia:

» Tomar 10m! de jugo de mandarina o reconstituido de mandarina con
pipeta graduada.

» Verter el jugo en matraces de 50m| y aforar con ETOH absoluto y
dejar reposar toda la noche.

* Filtrar en papel filtro Whatman de filtracién media

¢ Verter el sobrenadante en celdas espectrofotométricas de cuarzo y
realizar ios barridos espectrofotométricos de acuerdo a las siguientes
condiciones de analisis:

* Espectrofotdémetro : UV/Vis Beckman.

DU-65 Spectrophotometer.

Celdas de cuarzo.

*

Velocidad de barrido: 500nm/ min.
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TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

Para analizar los resultados obtenidos en la parte
correspondiente al analisis de las flavonas glucosiladas se procedio a
conocer la media de los resultados obtenidos de los analisis realizados
en el cromatdgrafo de liquidos, posteriormente se calculd la desviacion
estandar y el coeficiente de varianza.

En la parte del analisis de las flavonas metoxiladas se procedié
de la misma forma antes descrita sin Hlegar a ia cuantificacién de las
mismas debido a la falta de un estandar, asi mismo se logré establecer
el perfil de estas flavonas en cada variedad de mandarina analizada.

Por dltimo se procederds a analizar los resultados
correspondientes a la parte del analisis de carbohidratos, en esta parte
se conocera la media y mediante las interpolaciones correspondientes
- en la curva patrén se conocer4 la proporcion y cantidad de cada uno de
los azdcares presentes en las muestras para después poder concluir.
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RESULTADOS Y DISCUSION.

En la realizacién de este proyecto se obtuvieron resultados de
cuatro diferentes analisis, de acuerdo a esto la presentacion de los
resultados y la discusién de los mismos se dividira en las mismas
partes y posteriormente concluir.

JUGO DE MANDARINA

3.1 FLAVONAS GLUCOSILADAS.

En lo que corresponde a la parte del andlisis de las fiavonas
glucosiladas en el jugo de mandarina, se encontré que cada una de las
muestras presentd tres registros. Los tiempos de retencion de estos
tres registros en cada una de las muestras fueron constantes en cada
una de las variedades de mandarina analizadas, por lo cual se puede

decir que el jugo de mandarina solo presenté tres flavonas
glucosiladas.

En cada uno de los cromatogramas se observa que aparecen
registros desde los primeros 2min hasta los 4.5min, cabe resaltar que
estos registros corresponden al volimen muerto de la columna, esto
es, al disolvente en donde se encuentra contenida la muestra. Los
registros que corresponden a las flavonas glucosiladas aparecen a
partir de los 8.5min hasta los 11.5min.
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El primer registro que aparece en los cromatogramas de cada
una de las variedades de mandarina corresponde a la flavona
glucosilada Hesperidina, para poder conocer esto, a uno de los
extractos acuosos de una muestra se le afiadié una cantidad conocida
de estandar de Hesperidina con una pureza del 88.183% y se observo
que la respuesta de este pico se incrementé considerablemente y
proporcionalimente a la cantidad de Hesperidina adicionada, de acuerdo
a esto se puede decir con certeza que este registro corresponde a la
Hesperidina.

Para descartar la posibilidad de que alguna de las flavonas
glucosiladas detectadas, en cada una de las variedades de mandarina,
correspondiera a la Naringina, se afadié una cantidad conocida de un
estandar de esta flavona al extracto acuoso y se observo que le tiempo
de retencion del estandar de Naringina no correspondia a los obtenidos
en la mandarina.

Para poder cuantificar las flavonas glucosiladas presentes en
cada una de las variedades de mandarina analizadas, seria necesario
conocer la naturaleza de cada uno de los registros obtenidos para
preparar curvas patrones de cada flavona y realizar la cuantificacion.
Debido a que no se conté con esa informacién se preparé una curva
patrén del dnico estandar de flavona, esto es, Hesperidina tomando en
consideracion que cada una de las flavonas podria presentar diferente
respuesta a la técnica de analisis, por lo tanto las concentraciones de
las flavonas estaran dadas como mg de Hesperidina/ mi de jugo.
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En la realizacién de la curva patrén se prepararon tres soluciones
de Hesperidina de concentraciones conocidas y fueron analizadas en
el cromatégrafo de liquidos de alta presién por triplicado de acuerdo a
las condiciones establecidas con anterioridad obteniendo los siguientes
resultados:

Datos de la curva patrén de Hesperidina.

Concentracion | Area | Area | Area |Tr prom] Area prom
1 2 3
1.89 | 1.88 | 1.88 1.883
0.0img/ml | 207 | 211 | 2.09 | 9.033 2.090
1.95 | 1,99 [ 1.90 1.946
3.42 | 3.35 | 3.40 3.39
002mg/m! | 3.33 | 3.23 | 3.28 | 8.956 3.28
3.05 | 310 | 3.08 3.076
7.65 | 7.69 | 7.67 7.67
0.05 mg /mi 8.24 | 8.33 | 8.29 | 8.990 8.28
785 | 784 | 7.90 7.860
11.63 [ 11.62 | 11.62 11.623
0.08mg/ml | 11.97 | 11.97 [ 11.93 ] 8.953 11.956
11.75 | 11.78 | 11.73 11.750
14.28 [ 14.32 | 14.29 14.296
0.10mg/m! |13.33]16.42] 16.35 | 8.936 16.360
16.564 | 15.61 | 15.49 15.540

La pureza de la Hesperidina es de 88.183% por lo que:

Concentracién.| Concentracién Area Desv Std. % CV.
real. promedio, Del Area.
0.01 mg/ml 0.0088 mg / m! 1.972 0.327 16.61
0.02 mg / ml 0.0176 mg / ml 3.248 0.399 12.28
0.05 mg / mi 0.0440 mg / ml 7.936 0.558 7.04
0.08 mg/ ml 0.0705 mg / mi 11.776 0.409 3.487
0.10 mg/ ml 0.0881 mg / mi 15.398 1.019 6.620
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Datos de Ia regresién:

A= 04104
B= 147.31
r= 0.99885

Nota: Durante la presentacion de resultados del analisis de ias flavonas
se manejara el término de Tr1, Tr2, etc., esto hace relacién a los
diferentes tiempos de retencién en orden creciente en minutos.

Se pudo apreciar en todos los cromatogramas que la separacion

de las flavonas glucosiladas con esta técnica mostré buena resolucion.

MANDARINA MONICA.

En la tabla 2 se presentan los resultados obtenidos del andlisis de
flavonas glucosiladas de la mandarina Ménica. Se observa que la
mandarina Ménica presentd una relacién de ia hesperidina con
respecto a las otras dos flavonas de: Hesperidina : Flavona 2 : F lavona
3 (3:1:1). Cabe sefialar que la denominacién que se le asignd a cada
una de las flavonas esta de acuerdo con el orden de aparicién en los
cromatogramas con respecto al tiempo de retencién, ya que no se
conoce su estructura quimica y por tanto su nomenclatura quimica
(cromatograma 1).

Como se aprecia en la tabla 2 al igual que en el resto de las
tabias (3,4) de flavonas glucosiladas de las variedades de mandarinas
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analizadas, las desviaciones estandary los coeficientes de varianza
son muy pequefios, lo cudl indica que la respuesta de las flavonas a
esta técnica es constante.

No Extracto | Area l. Area 2, Area 3.
1 B.96 3.53 3.49
1 9.12 3.64 2.76
1 9.23 3.67 3.33
2 9.06 3.54 3.4
2 8.90 3.44 3.39
2 8.87 3.49 3.38
3 9.08 3.57 3.47
3 9.13 3.59 3.36
3 9.15 3.47 332
Promedio 9.06 3.55 3.32
Tr. Prom 9.13 9.83 10.86
{min)
Desviacién | 012115 | 0.07672 | 0.21839
% CV 1.33787 | 2.16183 | 6.57383
{ ] mg/ml 0.54 0.18 0.17

Tabla 2 . FLAVONAS GLUCOSILADAS EN MANDARINA MONICA.

Sumando las concentraciones promedio finales de las tres

flavonas se puede ver que se tiene un total de 0.9 mg / m! + 0.01 de
jugo de mandarina.
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Cromatograma.
Perfil de flavonas glucosiladas en mandarina Ménica.

MANDARINA FREMON.

La siguiente variedad de mandarina analizada fue la mandarina
Fremon (cromatograma 2), al igual que la variedad Ménica y Comdin,
esta mandarina presenté los mismos tres registros que corresponden a

las flavonas antes mencionadas, los datos se presentan en la tabla 3.
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Las relaciones que se presentan entre cada una de las flavonas
analizadas en esta variedad de mandarina son las siguientes:
Hesperidina : Flavona 2 : Flavona 3 (27 : 1.5 : 1 ). Como se aprecia la
relacién que mantienen cada una de las flavonas en esta muestra es
completamente diferente a la variedad anteriormente mencionada.

No Extracto| Area |. Area 2. Area 3.
1 5.35 0.75 0.25
1 5.25 0.64 02
1 4.8 0.61 0.27
2 4.99 077 0.2
2 4.9 0.67 0.18
2 5.04 0.61 0.29
3 553 067 0.26
3 532 0.63 0.18
3 4.87 0.5 0.16
Promedio 512 0.65 0.22
Tr, Prom 9.23 9.76 10.9
{min)
Desviacion.| 0.25253 | 0.08016 | 0.04676
% CV | 4.93429 | 12,33171 | 21.14587
[]mg/ml | 0.302 0.017 0.011

Tabla 3. FLAVONAS GLUCOSILADAS EN MANDARINA FREMON.

Esta variedad de mandarina tiene una cantidad total de flavonas
glucosiladas presentes en el jugo de 0.33 mg / ml + 0.005 de jugo

natural. Como se observa se tiene una tercera parte de lo que hay en la
mandarina Moénica.
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Cromatograma 2.
Perfilde flavonas glucosaladas en mandarina Fremon.
MANDARINA COMUN.

La dltima variedad de mandarina natural analizada fue la que
corresponde a la mandarina Comun, los datos del andlisis de flavonas
glucosiladas se presentan en la tabla 4. Al igual que las variedades
presentadas con anterioridad se observa que la respuesta de cada una
de las flavonas registradas es constante.
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No Extracto | Area 1. Area 2. Area .
1 3.03 0.27 0.16
1 3.05 026 Q17
1 3.08 0.27 0.15
2 3.02 Q.28 0.14
2 3.03 028 0.17
2 3.09 0.26 0.15
3 3.07 0.26 0.16
3 3.04 0.22 01
3 30 02 0.18
Promedio 3.04 0.26 0.15
Tr. Prom 9.23 8.90 11.02
{min)
Desgvincion | 0.0283 0.0274 0.02356
% (Y 0.9282 10.7361 | 15.2948 |
[] mg/m! 0.161 0.010 0.016

Tabla 4. FLAVONAS GLUCOSILADAS EN MANDARINA COMUN.,

La relacion que presentan estas flavonas entre si es la siguiente’
Hesperidina : Flavona 2 : Flavona 3 ( 17 : 1 : 1.6 ), esta relacion es
diferente a las otras dos variedades ya presentadas, asi mismo Ia

cantidad total de estas flavonas es de: 0.186 mg / ml + 0.003 de jugo
natural.

Como se pudo observar cada una de las variedades de
mandarinas analizadas presenté una relacién diferente entre las tres
flavonas glucosiladas detectadas. asi mismo la concentracién final de

estas en le jugo de cada variedad fue diferente como se puede
observar en el siguiente cuadro:
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VARIEDAD RELACIONES CONC. total mg/ml!
MONICA 3:1:1 0.90 £ 0.01
FREMON 27:15:1 0.33 1+ 0.005
COMUN 17:1:16 0.186 + 0.003

Nota: Las relaciones estin referidas a Hesperidina : Flavona 2 :
Flavona 3.
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Cromatograma 3.
Perfil de flavonas glucosiladas en mandarina Comun.

[{¥




CAPITULO I

CONCENTRADOS DE MANDARINA

CONCENTRADO 1.

La dltima parte del analisis de flavonas glucosiladas corresponde
a los concentrados de mandarina analizados. Primeramente se analizo
el concentrado 1 de mandarina, como se aprecia en el cromatograma 4
y en la tabla 5, esta muestra no presentdé la flavona tres que
corresponde al tiempo de retencion promedio de 11min, sin embargo
las otras dos flavonas ( Hesperidina y Flavona 2 ) si se encuentran

presentes.

En esle caso la relacion que mantienen las flavonas detectadas
es la siguiente: Hesperidina : Flavona 2 : Flavona 3 (8 : 1 : 0 ). Esta
respuesta sugiere una béja proporcion de jugo, debido a la ausencia de
esla dltima flavona, sin embargo con respecto a la cantidad total de
estas flavonas en el reconstituido es muy similar a la que presenta la
variedad Fremon. En este caso se puede decir que al ser un
concentrado de marca libre en su elaboracién se pudo haber reatizado

el lavado de pulpa y por ende aumentar la cantidad total de flavonas.

En este concentrado de mandarina se tuvo una concentracion
total de flavonas glucosiladas de: 0.179 mg / ml & 0.007 de jugo
reconstituido. Cabe resaltar que se descarta la posibilidad de que esla
respuesta se deba a una baja adicién del concentrado para formar el

reconstituido, debido a que se siguieron las indicaciones del proveedor
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a manera de obtener un equivalente a un jugo de mandarina natural.

No. Extracto Area | Area 2
1 2.96 0.07
1 3.07 0.1
1 3.17 0.1
2 31 0.13
2 3.09 0.08
2 3.06 0.09
3 312 0.08
i 3.05 0.12
3 3.15 0.1
Promedio 3.09 0.10
Tr. Prom. 9.19 9.90
(min)
Desviacién. 0.062 0.020
% CV 2.005118 20.312
[ | mg/ml 0.16 0.0193

Tabla 5. FLAVONAS GLUCOSILADAS EN CONCENTRADO 1.

CONCENTRADO 2.

La ultima muestra que se analizd fue el concentrado 2 de
mandarina , los datos se presentan en la tabla 6. En e andlisis de esta
muestra se detect6é la presencia de las tres flavonas anteriormente
registradas en los jugos de mandarina naturales, incluso las cantidades
de estas son superiores a las variedades de mandarinas Fremon y
Comun. En este caso las relaciones que guardan las flavonas
analizadas son las siguientes: Hesperidina : Flavona 2 - Flavona 3 ( 32 :
25:1)
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Cromatograma 4.
Perfil de flavonas glucosiladas en concentrado 1.

Este concentrado de mandarina presenta como concentracion
total de flavonas glucosiladas: 0.395 mg / ml de reconstituido, como se
observa esta cantidad de flavonas es considerable la cual sugiere dos
Cosas, primeramente que el concentrado es de buena calidad y tiene
gran proporcion de jugo de mandarina o que en el proceso de
extraccion del jugo se logré arrastrar gran cantidad de flavonas
glucosiladas. Con ayuda de los siguientes resultados se podra concluir
sobre este punto de manera mas segura basados en datos

experimentales representativos.
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No. Extracto Area | Area 2 Area 3
1 6.24 1.07 0.11
1 6.01 0.94 0.34
1 5.93 0.98 0.23
2 6.63 0.89 0.2
2 6.7 0.85 0.2
2 6.7 0.82 0.2
3 6.4 0.8 0.23
3 6.3 0.8 0.2
3 6.28 0.82 0.25
Promedio 6.35 0.89 0.22
Tr. Prom 9.11 9.80 10.80
(min)
Desviacién 0.2839 0.0938 0.0604
% CV 4.4704 10.5948 27.7206
[Img/ml | 0.3560 0.0280 0.0110

Tabla 6. FLAVONAS GLUCOSILADAS EN CONCENTRADO 2.

En la grafica 1 se presenta el analisis de flavonas glucosiladas de
las distintas variedades de mandarinas analizadas junto con los analisis
de los concentrados de mandarina. En esta grafica se puede observar
que el concentrado 1 se encuentra hecho de la mandarina Comin y el
concentrado 2 de la mandarina Fremon, en cuanto a flavonas
glucosiladas se refiere, debido a que las relaciones que presentan son
similares.
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Cromatograma 5.
Perfil de flavonas glucosiladas en concentrado 2.
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CAPITULO Il

JUGO DE MANDARINA

3.2 FLAVONAS METOXILADAS.

En la parte del analisis de flavonas metoxiladas se encontrd que
cada una de las muestras presenté un perfil diferente caracteristico de
cada variedad. Cada variedad de mandarina presentd un registro
maximo de absorbancia el cual sirve como un punto imporiante en la
identificacion del jugo de cada una de ellas.

Al igual que en la parte de las flavonas glucosiladas seran
analizadas las variedades en el mismo orden.

MANDARINA MONICA.

En el analisis de flavonas metoxiladas de la mandarina Monica
se observan nueve registros (cromatograma 6), en donde el octavo de

estos se presenta en concentraciones considerablemente mayores al
resto de las flavonas.

En la tabla 7 se presentan los resultados obtenidos de este
analisis. En el caso de las flavonas metoxiladas se observan, al igual
que en las flavonas glucosiladas, valores muy pequefios de las
desviaciones estandar y de los coeficientes de varianza (1-13%), en

todas las variedades de mandarina analizadas. Esta respuesta nos
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indica que 1as flavonas metoxiladas se presentaron en forma constante.
Este es un punto importante debido a que nos puede servir como un
punto importante para poder identificar la variedad de mandarina
analizada si se desea concluir acerca de un jugo de mandarina

problema.

No. Area | Area2 | Area3 | Area 4| Area5 | Areat| Area7 [Area 8| Area 9
Extracto 1
1 0281 0.21 1.1 0.83 0.79 3.64 1.39 12.8 1.99
026 | 0.18 109 | 0.85 0.78 3.53 1.32 2.7 1.9
026 | 0.21 1.1 0.86 Q.77 3.6 1.43 12.8 1.97
0.3 0.2 1.12 0.92 0.77 3.54 1.42 12.8 1.9
03 { 023 1.08 | 0.93 0.75 a5 1.45 13.1 1.93
032] 02 1.09 | 0.88 0.8 165 1.39 12.9 1.92
027 | 0.17 118 | 0.84 0.89 3.7 1.4 128 | 2.02
0281 015 113 | 083 0.75 356 | 13 12.9 1.96
03 | 0.17 1.18 | 0.88 0.78 3.69 1.35 13 1.9
Promedio {0.286| 0.19 1.12 | 0.867 | 0.784 | 3.601 | 1.38 12.9 | 1.943
Tr. prom | 4.27 | 4.89 575 | 6.16 7.04 8.28 | 9.41 10.3 | 13.65
{min)
Desviacion | 0.021] 0.03 | 0.037 ] 0.037 | 0.043 0.073 | 0.05 0.13 | 0.044
| %CV. [7.243] 132 | 3341 [ 424 | 5487 | 2019 | 3.65 1.03 | 2.258

WIW WM =

Tabla 7. FLAVONAS METOXILADAS EN MANDARINA MONICA.

Esta variedad de mandarina presenté el registro maximo en los
10.30min promedio, con un area promedio de 12.9 unidades.
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Cromatograma 6.
Perfil de flavonas metoxiladas en mandarina Ménica.

MANDARINA FREMON.

La siguiente variedad de mandarina analizada fue la variedad
Fremon, en este caso se puede observar en el cromatograma 7 que se
obtuvieron 7 registros de flavonas. Se observa que el perfil de esta
variedad de mandarina es completamente diferente a la variedad

anteriormente presentada.
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Cromatograma 7
Perfil de flavonas metoxiladas en mandarina Fremon.
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En esta variedad de mandarina se observa un registro maximo de
flavonas con tiempo de retencidn promedio de 8.38min Yy un area

promedio de 27.49 unidades.

En el cromatograma correspondiente a esta variedad se observa

que la resolucién de ias flavonas analizadas es adecuada.
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No. Extractol Area 1| Area 2| Area 3 |Area 4 |Area 5| Area 6| Area 7
1.68 1.8 02 (1142 296 | 166 | 6.58
1.44 1.6 014 | 913 | 2654 | 16 477
142 | 1.64 0.1 904 | 26.32] 163 | 4.84
142 | 166 | 012 | 998 | 27.26 | 1.62 | 6.14
169 | 1.76 | 015 | 9.87 | 2823 | 1.66 | 6.68
122 168 | 014 | 942 | 2759 | 161 | 656
116 | 149 | 016 | 9.93 | 25.21 [ 1.56 [ 6.31
1.03 | 144 | 015 | 9.39 | 2892 | 1.62 | 588
1.2 148 | 015 | 966 | 2781} 1.6 5.95
Promedio. | 1.351 { 1.617 { 0.146 | 9.749 |27.498| 1.618 | 5.968
Tr.prom. | 428 | 582 | 6.81 | 812 | 8.39 [ 10.39 | 13.73
{min)
Desviaci6én.| 0.213 | 0.126 | 0.027 | 0.712 | 1.355 | 0.031 | 0.715
% CV. 15.750| 7.787 |18.850] 7.300 | 4.926 | 1.925 [11.987

WWWINININ| == —

Tabla 8. FLAVONAS METOXILADAS EN MANDARINA FREMON.

MANDARINA COMUN.

La ultima variedad de mandarina natural analizada fue Ila
mandarina Comun (cromatograma 8). Como se observa en la tabla 9
esta variedad de mandarina presentd 6 registros de flavonas
metoxiladas, al igual que en las variedades anteriores las desviaciones
estandar y el coeficiente de varianza son muy pequefos.

Esta variedad de mandarina presentd el registro maximo de

flavonas metoxiladas en el tiempo promedio de retencién de 7.69min
con un area promedio de 17.47 unidades.
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Jhserbanie

No. extrcto | Area 1| Area 2 |Area 3|Area 4] Area 5| Area 6

098 [ 1.01 10.775]17.2710.911 | 656
0.983 1 0.779(17.46 | 0.821 ) 521
0954 | 1.02 |0.776] 17.4 | 0.82 | 547
0.981 } 0.998 |0.797|17.52 | 0.871 | 545
0.8977 [ 1.035 [0.756{17.49]| 091 | 5.66
098 | 1.02 {0.772]|17.46|0.892 | 6.59
0.956 | 1.051 |0.781} 17.5 | 0.897 | 5.47
09351 0942 10.773/17.48 0.854 | 552
0999 ] 094 | 077 117.7210.895 | 548
Promedio. { 0.972 | 1.002 | 0.775 |17.478| 0.886 | 5.491
Tr.prom | 3.92 | 531 | 6.25 | 7.69 | 9.09 | 12.76

(min)
Desviacién.| 0.019 | 0.038 | 0,011} 0.118 | 0.883 | §.483

% CV, 2.004 | 3.812 [1.394 | 0.674 | 0.879 | 5.514

wlwlw|p|pin]a|=a]=

Tabia 9. FLAVONAS METOXILADAS EN MANDARINA COMUN
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Cromatograma 8.
Perfii de flavonas metoxiladas en mandarina Comuan.
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CONCENTRADOS DE MANDARINA.

CONCENTRADO 1.

En la dltima parte del andlisis de flavonas metoxiladas se trabajé
con los concentrados de mandarina 1y 2.

En la tabla 10 se presentan los resultados correspondientes al
analisis de flavonas metoxiladas del concentrado 1. En esta muestra se
obtuvieron 9 registros, los cuales muestran el perfil de estas flavonas
en este concentrado (cromatograma 9).

No. Area 1|Area 2|Area 3|Area 4/Area 5|Area 6]Area 7|Area 8|Area 9
Extracto -

027 009 213 056 002 317/ 08 34| 0.33
034/ 0.1 277 063 0006 38 1.06f 286 0.61
035 01 298 053] 001 357 095 182 0.38
043 01 352 068/ 0.013] 468 113 227 043
039 007 337 068/ 0006 445 094 179 037
035 0.1 3.17] 0.68 0.007| 445 1.07] 177 056
035 0.12] 262 051 0.01 39 105 183 032
043} 0.11] 253 071} 0013 38 1.06) 217 046
045 0.09] 255 0.61] 0.014] 336 1.04] 213} 035
Promedio; 0.37| 0.098 2.849( 0.621| 0.011| 3.909| 1.011| 2.227| 0.423
Tr.prom | 4.21 | 438 | 566 | 6.20 | 7.03 | 8.17 | 9.24 | 10.19(13.35

WIWWININN ===

(min)
Desviacién | 0.057| 0.014| 0.448] 0,073[ 0.005| 0.52] 0.099| 0.561| 0.103
(% CV. 15.3] 14.26| 15.74| 11.79] 41.41] 13.31| 9.771| 25.18| 24.26

Tabla 10. FLAVONAS METOXILADAS EN CONCENTRADO 1.
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Cromatograma 9.
Perfil de flavonas metoxiladas en concentrado 1.

Al igual que en el resto de las muestras, el concentrado 1
presentd una flavona en proporciones considerables con respecto al
resto. Esta flavona tiene como tiempo de retencién promedio de
8.17min y un &rea promedio de 3.90 unidades, sin embargo también
presentd otra flavona en cantidades considerables la cual tiene como
tiempo de retencién promedio de 5.66min, con un area promedio de
2.84 unidades.
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CONCENTRADO 2.

La ultima muestra analizada corresponde al concentrado 2
(cromatograma 10). En esta muestra se encontraron 7 registros, los
resultados del analisis de esta muestra se presentan en la tabla 11. La
flavona que se presenté en mayores proporciones fue la que presento
el tiempo de retencién promedio de 8.66min con un area promedio de
45.92 unidades, este resultado es considerablemente mayor al obtenido
en el concentrado 1.

No. Area 1| Area 2 |Area 3| Area4 [ Area 5 | Area 6 [Area 7
extracto

289 | 788 | 21 j 4678 | 22 312 | B.94
295 | 805 | 22 | 487 | 223 | 3.25 | 8.88
3 8.1 23 [ 496 | 222 | 329 | 8.9
218 | 658 | 21 14019 | 252 | 254 | 987
217 | 659 | 215{3946 | 266 | 191 | 9.75
235 | 7.06 | 232 | 4411 | 228 | 235 [1062
274 | 696 [231[4344 | 225 | 237 [ 979
283 | 681 | 238 | 5024 | 2.11 2.31 }10.08
256 | 703 | 2254477 | 237 | 238 [1059
Promedio | 2.630 | 7.229 [2.234[45.921| 2.316 | 2.613 | 9.713
Tr.prom. | 440 | 597 | 704 | 866 | 975 | 10.72 | 14.22

{min)
Desviacion| 0.327 | 0.613 [0.102] 4.065 | 0.174 | 0.487 | 0.681
% CV. 12.440| 8.474 | 4.565| 8.853 | 7.496 [18.624]7.012

WWWIRMNN =]

Tabla 11. FLAVONAS METOXILADAS EN CONCENTRADO 2.
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Cabe resaltar que el concentrado 2 es la muestra que presenta
las absorbancias mayores en el anélisis de flavonas metoxiladas, fo
cual indica que la concentracién de las mismas en la muestra es
considerablemente elevada comparada con el resto de Ias muestras.
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Cromatograma 10.
Perfil de flavonas metoxitadas en concentrado 2.

78




CAPITULO 1l

Cada una de las muestras presentaron diferentes perfiles de
flavonas metoxiladas, en la siguiente tabla se presentan los registros
mas maximos representativos de cada una de las variedades de
mandarina analizadas y de cada concentrado de mandarina.

MUESTRA Registro maximo (min) Areas
Mandarina Ménica 10.30 12.90
Mandarina Fremon 8.39 27.49
Mandarina Comun 7.69 17.49

Concentrado 1 8.17 3.90
Concentrado 2 8.66 4592

Como se observa cada muestra analizada presenta un registro
maximo diferente. En cuanto a las flavonas metoxiladas resulta dificil
poder suponer el tipo de variedad de mandarina con la cual fueron
hechos cada uno de los concentrados de mandarina, lo que si es
importante resaltar es que resulta atil el analisis de flavonas
metoxiladas debido a que aporta informacién importante en la
identificacion de los jugos de mandarina, asi como de concentrados del
mismo citrico.

7 TESIS WO DEBE
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3.3 CARBOHIDRATOS.

En la parte de la cuantificacién de los carbohidratos se realizo
una curva patrén para poder interpolar los datos obtenidos del analisis
de cada una de las muestras y obtener el valor correspondiente a cada
azucar, cabe resaltar que los tres azdcares presentaron la misma
respuesta, dado a que las pendientes de las regresiones lineales son
muy similares. Las regresiones lineales para cada azucar son las
siguientes:

Sacarosa.
A= 669756262
B= 75414.7.’;117
R=0.9939

Glucosa.
A=62261.49
B= 75842.6251
R= 0.9954

Fructosa.

A= 65496,2526

B= 74555.3204
' R=0.9949
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En el analisis de carbohidratos se puede ver que las cinco
muestras analizadas presentaron tres azucares simples: glucosa,
fructosa y sacarosa ( grafico 2 ). En las tres variedades de mandarinas
naturales se ve que la sacarosa se encuentra en concentraciones
superiores con respecto a la glucosa y fructosa, sin embargo se puede
ver que estos dos Ultimos azucares se presentan casi en las mismas
proporciones. Las variedades de mandarina Monica (11.3°Brix) vy
Fremon (11.5°Brix) presentaron casi la misma cantidad de
carbohidratos totales, la variedad Moénica presentd 61.39 mg/mi y la
variedad Fremon 63.39mg/ml. La mandarina Com(n (12°Brix) presenté
una proporcion mucho mas elevada de carbohidratos totales con 83.04
mg/ml, debido a que tenia gran cantidad de glucosa y fructosa
comparada con las dos variedades de mandarinas anteriormente

citadas.

Cada una de las variedades de mandarinas analizadas
presentaron proporciones diferentes de los azlcares: glucosa, fructosa
y sacarosa. La variedad Moénica presentdé una relacion de
Fructosa:Glucosa:Sacarosa de: (1 : 1 : 5), la variedad Fremon de
(1:1:1.5), ylamandarinacomunde (1:1:2.5).

Al observar la concentracion de los carbohidratos del
concentradol se puede ver, en contraste al resto de las muestras, que
la cantidad de glucosa y fructosa son mucho mayores que en las otras
muestras y es la que presenta menor proporcion la sacarosa. Estas

proporciones de carbohidratos, sugiere que el concentrado fue ajustado

81




CAPITULO II)

en los sélidos solubles don la adicion de azucar invertido a manera de
evitar la cristalizacién de la sacarosa y lograr el dulzor deseado, asi
mismo con la baja cantidad de sacarosa se podria decir que contiene
una baja cantidad de mandarina natural en cuanto a carbohidratos se
refiere.

En lo que respecta al concentrado 2 la tendencia de Ia glucosa y
fructosa es la misma que en las variedades naturales de mandarinas,
incluso se puede decir que este concentrado, en lo que respecta a
carbohidratos, esta hecho de mandarina Fremon debido a que presenta
las mismas proporciones de azicares.

En este caso los concentrados de mandarina presentaron las
relaciones de carbohidratos de Fructosa:Glucosa:Sacarosa, el
concentrado 1 presenté una relacién de (3:2.5: 1)y el concentrado 2
unarelacionde (1:1:2).
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Grafica 2.

Carbohidratos en muestras.
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3.4 BARRIDOS ESPECTROFOTOMETRICOS.

En los barridos espectrofotométricos de cada una de las
muestras, se permite obtener una huella digital de cada una de las
variedades y concentrados de mandarina.

Para facilitar el analisis de cada una de los componentes
quimicos que se pueden observar en la realizacion de los barridos
espectrofotométricos, se dividird la informacién de acuerdo a los
maximos de absorbancias a manera de tener un mejor punto de
comparacion.

En la grafica 3 se presenta a manera de resumen los cinco
barridos que corresponden a cada una de las muestras.

El primer maximo de absorbancia a los 245nm corresponde a la
Vitamina C (&cido ascdrbico). Como se sabe la cantidad de este acido
disminuye con la maduracién del fruto, asi mismo los concentrados y
todo tipo de jugo comercial se fortifica con esta vitamina, debido a que
se pierden cantidades considerables de la misma en el proceso de
extraccion y de pasteurizacién del jugo, asi también para acentuar el
sabor acido caracteristico de los jugos naturales de frutas citricas.
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Al analizar el barrido espectrofotométrico (grafica 3) se ve que el
Concentrado 2 de mandarina es el que presenta una mayor cantidad de
Vitamina C, el siguiente pico corresponde a la variedad de mandarina
Comun, le sigue la variedad Ménica, mandarina Fremon y en dltimo
lugar se encuentra el concentrado 1 de mandarina. Las absorbancias
en las que se encuentran los jugos naturales de mandarina en cuanto a
Vitamina C corresponde estan entre 1.50 y 1.90 unidades.

El siguiente maximo de absorbancia corresponde a los 280nm en
donde absorbe la mayor cantidad de flavonas. Este tipo de compuestos
aumentan conforme el fruto madura, aun no se conoce la razén de esta
respuesta, asi mismo la proporcion de los flavonoides en el jugo
aumenta con la presién de extraccion del mismo debido a que se
incorpora cierta cantidad del albedo del fruto al jugo, el cual contiene
gran cantidad de estas flavonas.

Se observa en el barrido espectrofotométrico que la variedad
Mbnica presentd una mayor cantidad de estas flavonas con respecto al
resto de las muestras, de alguna forma esta respuesta se justifica con
la gran proporcion de flavonas metoxiladas que contiene en el jugo, asi
mismo se presenta la misma respuesta en 0 que respecta a las
flavonas glucosiladas, conteniendo la mayor cantidad de estas
(0.9mg/ml) en comparacién con ei resto de las muestras.
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ABSORBANCE
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Grafica 3.
Barridos Espectrofotométricos.
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E! siguiente maximo de absorbancia corresponde al concentrado
2, si se observan los cromatogramas de flavonas correspondientes a
esta muestra se justifica la respuesta obtenida en el barrido
espectrofotomeétrico. Este concentrado presenta la mayor proporcién de
flavonas metoxiladas debido a que la escala de absorbancia del
cromatograma es [a mayor comparada con el resto de las muestras.
En lo que respecta a las flavonas glucosiladas se observa que tiene
gran proporcion de estas, debido a que presenta 0.395mg de flavonas
glucosiladas / ml de jugo.

El siguiente maximo de absorbancia a los 280nm corresponde a
la variedad de mandarina Comdn, si se hace el mismo andlisis
empleado en las muestras anteriores se observa que esta respuesta no
es la esperada debido a que la mandarina Fremon presenta una mayor
cantidad de flavonas glucosiladas totales (0.33mg / ml) y una
absorbancia maxima mayor en el cromatograma de las fiavonas
metoxiladas ( 0.06 unidades ), comparada con la mandarina Comun
que tiene como flavonas glucosiladas totales 0.186 mg /ml y una
absorbancia maxima del cromatograma de flavonas metoxiladas menor
( 0.04 unidades ). Esta respuesta se debe a que, el medio de analisis
en donde se realizaron los barridos espectrofotométricos (solucién
alcohdlica) fue muy diferente al de las flavonas metoxiladas (fase
organica) y flavonas metoxiladas (fase acuosa). Asi mismo al adicionar
alcohol, en la preparacibn de las muestras para barridos

espectrofotométricos, se precipita la pectina presente en el jugo de
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CAPITULO I

mandarina arrastrando gran cantidad de flavonoides modificando sus
proporciones en el extracto final.

El ultimo maximo de absorbancia corresponde al concentrado 1,
si se observan los cromatogramas de las flavonas correspondientes a
esta muestra se ve que presenta la menor cantidad de estas ( flavonas
glucosiladas y metoxiladas ), por lo tanto la respuesta de esta técnica
se ve justificada.

El siguiente maximo de absorbancia que se presenta en el barrido
espectrofotometrico es el que corresponde a los polifenoles (325nm).
Se sabe que la proporcién de este tipo de compuestos aumenta con la
maduraci6n del fruto, asi mismo con la presién de extraccion del jugo
en el momento de ser procesado.

Como se observa, el concentrado 2 de mandarina es el que
presenta la mayor cantidad de polifenoles en el jugo, la proporcién de
estos compuestos en el jugo se puede deber a que durante el proceso

de extra.cion del mismo se aplic una fuerza de extraccion elevada.

El siguiente maximo de absorbancia corresponde a la mandarina
Ménica, como se observa el valor de absorbancia que presenta es
cercano al del concentrado 2. En este caso las presiones de extraccion
del jugo fueron las mismas para todas las variedades de mandarina,
por o tanto se descarta ia posibilidad de la presencia de estos

compuestos por una presién excesiva. La respuesta obtenida en
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CAPITULO ilt

este caso es caracteristica del jugo de esta variedad en particular.

El tercer maximo de absorbancia corresponde al concentrado 1,
en este caso la proporcién de ios polifencles presentes en el jugo del
concentrado es menor que el obtenido en el concentrado de Florida 7.
Esto puede indicar que las presiones de extraccidn del jugo de
mandarina que compone este jugo fueron menores o en su defecto al
tener una cantidad menor de jugo de mandarina la cantidad de estos

compuestos se ve disminuida.

Los dltimos dos maximos de absorbancias corresponden a las
variedades de mandarinas Comun y Fremon respectivamente. Las
respuestas obtenidas en estas dos variedades de mandarinas son
caracteristicas de cada variedad.

El dltimo registro obtenida en el barrido espectrofotométrico
corresponde a los carotenos que estan presentes en el jugo.

El pico que tiene el méaximo de absorbancia corresponde a la
variedad Monica. La cantidad de los carotenos aumenta conforme
aumenta la maduracién del fruto, en este caso la cantidad de carotenos
presentes en el jugo de esta variedad es caracteristica de fa misma,
incluso al depender del estado de madurez, la respuesta se pudo haber
debido a una madurez adecuada.



CAPITULO Ili

El siguiente maximo de absorbancia pertenece al concentrado 2.
Esta respuesta que arroja el concentrado nos indica que presenta una
cantidad de jugo de mandarina considerable, debido a que en general
el color de concentrados y néctares de cualquier citrico se ajusta con la
adicién de colorantes artificiales, los cuales resultan mas econémicos y
estables a condiciones extremas de proceso, por lo tanto se puede
suponer que estos provienen en gran medida del propio jugo de
mandarina del cual fue elaborade. En contraste, el concentrado 1 de
mandarina no presentd carotenos, debido a que no se registro
absorbancia alguna en este intervalo de longitud de onda (425- 465nm).

El color del concentrado 1 debié haber sido ajustado con algun
colorante artificial el cual no fue registrado en los barridos
espectrofotométricos, esto sugiere a que es un colorante que no es
soluble en soluciones alcohblicas.

Las respuestas obtenidas por parte de las restantes variedades
de mandarinas analizadas son caracteristicas de cada una de ellas. La
que presenté una absorbancia mayor fue la variedad Comiin y después
la mandarina Fremon.

90




CONCLUSIONES

CONCLUSIONES.

En el andlisis de Flavonas glucosiladas se observé que las tres
variedades de mandarinas analizadas presentaron los mismos
registros, lo cual nos puede ayudar a identificar la presencia de este
citrico en un concentrado de mandarina.

La Hesperidina se encontr6 en proporciones mayores con
respecto a las otras dos flavonas glucosiladas. En la variedad Ménica la
relacioén de: Hesperidina : Flavona 2 . Flavona 3 fuede 3:1:1 ,enla
variedad Fremon de 27 : 1.5 : 1 y en la mandarina Comun de 17 : 1 :
1.6.

En los concentrados de mandarina las relaciones de las flavonas
glucosiladas: Hesperidina:Flavona2:Flavona 3 fueron, para el
concentrado1de8:1:0 y enelconcentrade 2de 32:25:1

Se logré obtener el perfil caracteristico de flavonas metoxiladas
de cada una de las variedades analizadas (Ménica, Fremon y Comun),
en donde se puede ver que cada variedad de mandarina presentd un
registro en proporciones elevadas, los tiempos de retencion de este
registro en cada una de las variedades de mandarina son:
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CONCLUSIONES

Variedad Mbénica: 10.3min
Variedad Fremon: 8.39min.
Variedad Comun: 7.69min.

El conocimiento de este tiempo de retencién de las flavonas
metoxiladas en cada una de las variedades es de importancia debido a
que permite identificar a cada una de las diferentes variedades de
mandarina.

Se observé que todas las muestras presentaron las mismas
longitudes de onda (A's) maximas en los espectros, lo cual indica que
la respuesta del jugo de mandarina a esta técnica es constante. Dado
esto, la realizacion de los barridos espectrofotométricos al jugo de cada
una de las variedades de mandarinas analizadas nos proporcioné un
perfil caracteristico de cada una de ellas, el cual nos sirve para poder
detectar la presencia o ausencia del jugo de mandarina en un
concentrado. Con estos perfiles espectrales de cada una de las
variedades de mandarinas analizadas se obtuvo una huella digital del
citrico en donde se observaron diversos maximos de absorbancias.
Estos maximos de absorbancias son los siguientes: 425-465nm
corresponde a los carotenos, 325nm a los polifencles, 280nm
pertenece a las flavonas totales y a los 245nm se detecta la presencia

del acido ascorbico.
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CONCLUSIONES

En el analisis de carbohidratos se encontré que todas las
muestras presentan como azucares a la glucosa, fructosa y sacarosa
en diferentes proporciones las cuales son; M. Ménica Fruc:Gluc:Sac
(1:1:5), M. Fremon ( 1:1:1.5), M. Normal ( 1:1:2.5).

En los concentrados de mandarina las proporciones de
carbohidratos (Fruc:Gluc:Sac) fueron de: concentrado 1 (3:2.5:1) yen el
concentrado 2 (1:1:2).

La realizaciébn de los cuatro analisis en conjunto (flavonas
glucosiladas, flavonas metoxiladas, azucares solubles y perfiles
espectrales) aportan datos importantes en la identificacion y
caracterizacion del jugo de mandarina. Asi mismo permiten poder
identificar en un concentrado de mandarina la variedad de! citrico con Ia
gque fue elaborado.
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