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1. INTRODUCCION

Las plantas contienen una variedad de compuestos polifendlicos los cuales
desempenan funciones importantes, como disuadir a los herviboros o proteger
contra el dafio inducido por la radiacion UV (Kampkdtter et al., 2007). Entre estos

compuestos, estan los flavonoides.

Los flavonoides son el grupo mas importante de compuestos fendlicos. Se han
descrito mas de 8000 flavonoides naturales (Andersen & Jordheim, 2006) y
continuan identificandose mas compuestos pertenecientes a este grupo. Se
encuentran ampliamente distribuidos en frutas, vegetales, semillas, nueces, tallos
y flores, asi como productos derivados de éstos, como té, vino, zumos o cerveza,
los cuales son importantes constituyentes de la dieta humana (Wollenweber,
1993).

Es tan promisoria la obtencion de compuestos con alto valor a partir de residuos
de citricos, que en el Estado de la Florida (EUA), una region productora de
citricos, ha surgido el Laboratorio de Investigacién en Citricos y Productos
subtropicales (Citrus and Subtropical Products Research Laboratory, por su
nombre en inglés) precisamente con el interés de recuperar a partir de residuos de
citricos, productos importantes para uso en salud humana y en alimentos
(Grohmann, Manthey & Cameron, 2000).

La naringina es el flavonoide mayoritario en la toronja, mientras la hesperidina lo

es en la naranja (Kawaii, Tomono, Katase, Ogawa, Yano, 1999).

Los estudios fitoquimicos de las hojas, corteza y raices de Buddleia cordata, han

evidenciado sus propiedades bactericidas y amebicidas (Clarenc, 2012).

Si se tiene en cuenta que los residuos originados por la agroindustria pueden
convertirse en materias primas y ademas conociendo que se encuentran
desaprovechados. Entonces es posible considerar como una alternativa, para

solucionar esta problematica, la utilizacibn de metodologias extractivas en el
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aprovechamiento de materiales de desecho para obtener productos con valor

agregado.



[Facultad de Quimica] | [UNAM]

2. ANTECEDENTES
2.1 Compuestos polifendlicos

Los compuestos polifendlicos son los compuestos bioactivos antioxidantes mas
abundantes en la dieta (Manach & Donovan, 2004). Los flavonoides (del latin
flavus, "amarillo") constituyen el grupo mas importante de polifenoles presentes en
la dieta (Rice-Evans, 1998).

2.2 Flavonoides

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel de Fisiologia y
Medicina Albert Szent-Gyorgyi, quien en 1930 aislé de la cascara de liméon una
sustancia, la citrina. Los flavonoides se denominaron en un principio vitamina P
(por permeabilidad) y también vitamina C, (porque se comprob6é que algunos
flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C) (Martinez-Florez,
Gonzalez-Gallego, Culebras y Tufdn, 2002). El interés en estos compuestos
decay6é en la década de 1940 después de que se demostrara que no son
esenciales para la salud humana. Sin embargo, mucho mas tarde, en la década de
1990, ha tenido lugar una gran expansion en este campo, con la publicacion de
diversos estudios epidemiologicos que asociaban una menor incidencia del cancer
y las enfermedades cardiovasculares a una mayor ingesta de flavonoides (Hertog
et al., 1993).

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en frutas, vegetales,
frutos secos, semillas, flores y distintas bebidas, y son por tanto constituyentes
importantes de la dieta (Conde, 2009). El organismo humano no puede producir
estas sustancias quimicas, por lo que deben obtenerse mediante la alimentacion o

en forma de suplementos (Martinez-Florez et al., 2002).

Son numerosos los trabajos que muestran una correlacion positiva entre la
actividad antioxidante y contenido de polifenoles totales en distintos alimentos y

bebidas como el zumo de pomelo (lgual, Garcia-Martinez, Camacho y Martinez-
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Navarrete, 2010; Gorinstein et al., 2004; Proteggente et al., 2002), uvas
(Jayaprakasha, Tamil & Sacaria, 2003), granadas (Singh, Chidambara &
Jayaprakasha, 2002; Chidambara, Jayaprakasha & Singh, 2002), citricos
(Jayaprakasha & Patil, 2007), kiwis (Imeh & Khokhar, 2002), grosellas (Connor,
Luby, Hancock, Berkheimer & Hanson, 2002) y aceitunas (Obied, Bedgood,
Prenzler & Robards, 2007). En vegetales se encuentra un gran potencial de
compuestos que presentan actividad antioxidante, y en concreto hay trabajos
realizados sobre papas (Teow et al., 2007), tomate (Toor, Lister & Savage, 2005),
espinacas (Gil, Ferreres & Tomas-Barberan, 1999), brécoli (Kurilich, Jeffery, Juvik,
Walling & Klein, 2002), ajo y cebolla (Nuutila, Puupponen-Pimia, Aarni & Oksman-
Caldentey, 2003). Ademas, algunos autores sugieren que la capacidad
antioxidante esta relacionada con el tipo de compuestos fendlicos presente en
dichos alimentos o bebidas. Frutas con una alta capacidad antioxidante
generalmente muestran un alto contenido en sustancias antioxidantes,
especialmente compuestos fendlicos y especificamente flavonoides (Tavirini,
D’Innocenti, Remorini, Massai & Guidi, 2008). Los flavonoides de las frutas citricas
parecen estar asociados con un menor riesgo de contraer algunas enfermedades
cronicas, con un aumento de la supervivencia. (Codoier-Franch et al., 2010; Vita,
2005).

2.2 Citricos
2.2.1 Descripcion botanica del arbol citrico

El arbol citrico desarrolla un tronco erecto y definido. Su madera es fuerte, sus
ramas son gruesas y la cascara es suave. La mayoria de los citricos tiene espinas.
Las mandarinas son las menos espinosas; los limones, por el contrario, presentan
una gran cantidad de espinas. En sentido general, las mandarinas, los grapefruits

y las naranjas son menos espinosos, cuando provienen de injertos.
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Los citricos son plantas siempre verdes, puesto que no cambian todas sus hojas al
mismo tiempo. Las hojas permanecen en el arbol hasta dos afios antes de ser

cambiadas. Son de color verde oscuro en el haz y verde claro en el envés.

Las raices proporcionan al arbol de citrico anclaje y soporte de la planta, a la vez
que sirven como medio para obtener nutrientes y humedad del suelo. Los citricos
tienen una gran cantidad de raices absorbentes, la mayoria de las cuales esta

bajo 70 cm de suelo (Centro para el Desarrollo Agropecuario y Forestal, 1992).
2.2.2 Produccién de citricos en México.

Para México, la citricultura es una actividad de gran importancia dentro de la
fruticultura nacional (ASERCA, 2010). Del total de la superficie plantada de frutales
en el pais, los citricos representan el 44 por ciento, generando una produccion de
5.5 millones de toneladas anuales (SAGARPA, 2009). Los cinco estados de mayor
importancia en produccién de naranja y toronja se muestran en la siguiente

relacion entre estado superficie cosechada y produccion.

Cuadro 1. Avance de siembras y cosechas. Resumen nacional por estado.

Naranja
Estado Produccion Superficie
obtenida (ton) | cosechada (ha)
Veracruz 1790 500 151 118
Tamaulipas 480 840 25 257
San Luis Potosi 268 232 32 947
Nuevo Leén 180 781 16 141
Sonora 98 145 3792
Toronja
Veracruz 83 542 3 291
Tamaulipas 36 911 1431
Nuevo Leén 20 017 1596
Campeche 16 200 540
Michoacan 15 109 3 398
SIAP, 2014.
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2.2.3. Generacion de residuos

Cualquiera de los grupos integrantes del reino vegetal posee porciones que no son
bien aprovechadas actualmente para los consumos humano o animal y, que
pueden representar rendimientos entre el 25y el 30 % de parte no comestible, por
ejemplo las hortalizas (Cerezal, Larrauri y Pifiera, 1995). Algunas de las frutas
llegan a alcanzar rendimientos de tan solo el 50% o menos en pulpas o jugos;
estos son los casos de los mangos (Larrauri y Cerezal, 1993), citricos y pifia

(Sauray Larrauri, 1995).

El aprovechamiento integral de las frutas es un requerimiento y a la vez una
demanda que deben cumplir los paises de tal modo que todas aquellas fracciones
del fruto, tales como: pieles, cascaras, semillas, corazones y los extremos o
coronas, no resulten agravantes para el medio ambiente y se puedan derivar a

productos principales o secundarios (Cerezal y Duarte, 2005).

El aprovechamiento industrial de los citricos se ha convertido en una actividad
intensiva en donde participan empresas de toda la cadena productiva
(cultivadores, procesadoras, centros de distribucién y exportadores), produciendo
jugos, pulpas, concentrados y frutas en fresco; pero a medida que la produccion
crece se aumenta también la generacion de desechos solidos y liquidos
(Braddock, 1995).

2.2.4. Aprovechamiento de los residuos

Las dos porciones no comestibles de frutas en estado fresco son las semillas y las
pieles o cascaras y han sido bastante estudiadas con el propdsito de extraer de
ellas sustancias valiosas, de interés farmacéutico o alimentario, (Figuerola,
Hurtado, Estévez, Chiffelle y Asenjo, 2005) principalmente azucares solubles,
fibra, acidos organicos, flavonoides, aceites esenciales, proteinas y minerales, que
se encuentran en diferentes cantidades dependiendo del tejido u 6rgano de la fruta

(albedo, flavedo, pulpa, semilla y jugo) (Winkel-Shirley, 2002).
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2.3. Naranja
2.3.1 Morfologia

Frutos de forma variada: redondo, achatada, esférico o alargado, de corteza
delgada a semigruesa con 10-13 segmentos; numero de semillas variable, en

algunas variedades no existen (Villa, 1996).
2.3.2 Aprovechamiento

Se cultiva por sus frutos, de agradable sabor y sin semillas, que se consumen
preferentemente en fresco, aunque también se comercializan en forma de zumo,
mermeladas o jaleas. La corteza tiene aplicaciones industriales y puede destinarse

a la fabricacion de piensos (Monografia de la toronja).

2.3.3 Dos informes previos sobre la obtenciéon e identificacion de hesperidina

en cascaras de naranja

2.3.4.1 Un gramo de polvo de material vegetal seco (cascaras de naranja) fue
transferido a un recipiente. El recipiente con muestra se introdujo en bafo
ultrasénico. El material vegetal se extrajo utilizando metanol, etanol e isopropanal;
frecuencias de 20 kHz, 60 kHz y 100 kHz; temperaturas de 30°C, 40°C y 50°C
durante 20 minutos. Finalmente, los extractos filtrados a través de membrana de
0,45 um fueron recolectados para su analisis utilizando una técnica por HPLC.

La identificacion de la hesperidina quedé verificada, en este estudio, mediante la
comparacion del tiempo de retencidén y espectro UV con el tiempo de retencion y

espectro UV obtenido de muestra comercial (Ma et al., 2007).

2.3.4.2 La cascara de naranja dulce se sec6 en horno a 50 °C y fue molida hasta
obtener un polvo fino. Una vez llevada a cabo la extraccién del polvo de cascara
(100 g) con agua en ebullicion (1000 mL); la agitacion durante 40 min precedio a la

filtracion del extracto. Como paso siguiente el solido se extrajo, nuevamente, en
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las mismas condiciones, secandolo por congelacién. El procedimiento termino
cuando el polvo deshidratado fue suspendido en agua para su analisis posterior.
La identificacion de la hesperidina concluyd con la comparacién de sus tiempos de
retencién, en HPLC, con los tiempos de retencion, en HPLC, de patrones
auténticos (Shih-Ying et al., 2013).

2.3.4 Hesperidina
2.3.5 Definicién

La hesperidina (Figura 1) es un bioflavonoide citrico (Li et al., 2014) el cual se
encuentra en los limones y las naranjas dulces (Zanwar, Badole, Shende, Hegde &
Bodhankar, 2014).

HO

HO
HO
H

o) OCH;

HO ¢} ¢} \\\\\\\

OH

OH o
Figura 1. Estructura quimica de la hesperidina.

La hesperidina es altamente consumida en los paises occidentales. Por ejemplo,
en Finlandia, el consumo de hesperidina se estimé en 28,3 mg/dia y contribuy6 al
50% de la ingesta total de flavonoides. Estudios de biodisponibilidad de flavanonas
en humanos demostraron que estas alcanzaron un pico entre 5 y 7 hr
postingestion. En el estudio de Mafach y Donovan, se encontré que el consumo
de 1 litro de jugo de naranja proporciond ~ 450 mg de hesperidina (Horcajada et
al., 2008).
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2.3.6 Efecto de la hesperidina sobre la remineralizacién y desmineralizacion

de la dentina en modelos animales.

La caries dental es una enfermedad tan antigua que se han encontrado rastros de
este padecimiento en craneos pertenecientes a humano primitivo; aun cuando la
dieta carecia de alimentos refinados y era baja en carbohidratos (Hardwick, 1999).
Una de las terapias preventivas contra la caries dentinaria consiste en resistir la
desmineralizacion y promover la remineralizacion de la dentina (Lynch & Baysan,
2001). Hiraishi et al., en el afo 2011 estudiaron el efecto de la hesperidina sobre la
desmineralizacion de la dentina de bovino. A partir de los resultados del estudio,
los investigadores concluyeron que la hesperidina impide la desmineralizacion

ademas de potenciar la remineralizacion de la dentina de bovino.

2.3.7 Determinacion del contenido de hesperidina en cascaras de frutos

citricos

En la produccidon de jugo de naranja, la cascara es la fraccion principal de
residuos. Dicho residuo se ha utilizado como una fuente de hesperidina debido a
su alta concentracion en este compuesto natural (Kanaze et al., 2009). Por otro
lado, existen investigaciones en las cuales se ha concluido que la hesperidina es
un potente antioxidante (Bharathi & Jagadeesan, 2014). Wang, Chuang y Hsu, en
el ano 2008, determinaron el contenido total de hesperidina, reportado en peso
seco, en cascaras de ocho variedades de frutos citricos [Citrus reticulata Blanco,
Citrus tankan Hayata, Citrus reticulata x Citrus sinensis, Citrus grandis Osbeck,
Citrus grandis Osbeck CV, Citrus microcarpa, Citrus sinensis (L.) Osbeck y Citrus
limon (L.)].

Los resultados les permitieron observar que la variedad Blanco posee el mayor
contenido de hesperidina, y el menor contenido de hesperidina corresponde a la

variedad Microcarpa.
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2.3.8 Propiedades insecticidas de extractos de cascaras naranja

Las plagas de insectos han sido controladas con insecticidas sintéticos durante
mas de 50 afos. El manejo de este tipo de insecticidas resulta peligroso (Remia &
Logaswamy, 2010). Debido a estos factores existe la necesidad de desarrollar
nuevas alternativas para control de insectos (Forouzan, Rezaei, Eivazi, &
Hassanzadeh, 2013). La mosca doméstica, Musca domestica L., es uno de los
insectos mas comunes, intimamente asociada con asentamientos humanos,
alimentos y utensilios de cocina (Palacios, Bertoni, Rossi, Santander y Urzua,
2009). Ezeonu, Chidume y Udedi, en el afio 2001, demostraron que los extractos
volatiles de las cascara de naranja de las especies Citrus sinensis y Citrus

aurantifolia ejercen actividad insecticida contra la mosca doméstica.
2.4 Toronja
2.4.1 Origen

No se conoce con exactitud el origen del fruto, aunque numerosas investigaciones
sefalan que se trata de un cruce natural entre el naranjo dulce y el pummelo (una
especie diferente) producido en Barbados, en las Indias Occidentales. Desde alli,
su cultivo se extendio por todo el Caribe, y posteriormente a los Estados Unidos,

donde comienza su produccion a gran escala (Monografia de la toronja).

La denominacion de grapefruit es citada por varios investigadores debido, segun
algunos al parecido que tienen en su sabor a la uva (grape). Y segun otros, por las
formas de fructificacion en racimos muy similares a los de la vid (grape) (Villa,
1996).

2.4.2 Dos informes previos sobre la obtenciéon e identificacion de naringina

en cascaras y pulpa de toronja

2.4.2.1 Después de agitar una mezcla, formada por 0,1 g de cascaray 1 mL de

metanol-DMSO (v/v; 50:50), durante 10 min a temperatura ambiente fue
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centrifugada a 9000 rpm durante 15 min a 4 °C. El sedimento se extrajo dos veces
con 1 mL del mismo disolvente de extraccidén. Los sobrenadantes vertidos en el
mismo matraz, se llevaron hasta 5 ml con metanol. Una vez filtrada la solucién de
muestra a través de membrana de 0.45 um, su analisis por HPLC determiné la
presencia de naringina en las cascaras de toronja en estudio.

El analisis por HPLC finalizé con la comparacion entre los tiempos de retencién y
los espectros de absorcidon de naringina obtenida experimentalmente con los
tiempos de retencién y los espectros de absorcién de estandares comerciales

auténticos (Wang et al., 2008).

2.4.2.2 Una vez descascarada la fruta, se retir6 la pulpa, de la cual se prepard una
suspension fina. Después de centrifugarla a 3000 rpm, el sedimento fue vertido en
un matraz aforado de 25 mL. Las fracciones obtenidas a partir del precipitado,
primeramente extraido con agua desionizada (3 x ~ 5 mL), y posteriormente con
dimetil sulféxido (DMSO), por triplicado, fueron analizadas utilizando una técnica
por HPLC para la identificacion de naringina contenida en la pulpa de toronjas.

La identificacion se realizé con base en la comparacion entre los tiempos de
retencion y espectros de absorcion de naringina experimentalmente obtenida,
contra los tiempos de retencion y los espectros de absorcidon de informes

anteriormente reportados (Gorinstein et al., 2006).
2.4.3 Naringina
2.4.4 Definicién

La naringina (Figura 2) es un flavonoide (Li et al., 2014), el cual es el principio
dominante amargo en el jugo de toronja (Ribeiro, Afonso, Vila-Real, Alfaia &
Ferreira, 2010) lo que ha dado lugar a estudios sobre la posible neutralizacion de

su sabor en dichos productos alimenticios.
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Figura 2. Estructura quimica de la naringina.

El amargo centro fibrovascular, de los citricos, a pesar de representar una
pequefa parte de la fruta entera, contiene la mas alta concentracion de naringina
(Yusof, Ghazali & King, 1990).

2.4.5 Actividad antiulcerogénica de la naringina en modelos animales

Galati et al., (1998) estudiaron los efectos de la administracién intragastrica de
naringina contra ulceras inducidas con acido acetil salicilico en ratas. Con los
resultados de la investigacibn comprobaron el efecto antiulcerogénico de la
naringina, dado que la severidad de la lesion se redujo significativamente luego de

la administracion de éste compuesto de origen natural.

2.4.6 Determinacion del contenido de naringina en cascaras de frutos

citricos

Las frutas y las verduras han sido siempre ampliamente utilizadas en la nutricién.
Después de la produccion de jugos, mermeladas, etc, se generan importantes
cantidades de residuos como cascaras, semillas, pulpa (Karsheva, Kirova,
Alexandrova & Georgieva, 2013). La toronja se cultiva principalmente para obtener
el jugo. La naringina esta contenida abundantemente en este fruto (Wu, Guan, &
Ye, 2007). Por otro lado Wei, Yang, Li, Zhang y Sse (2007) sugirieron que la

naringina ofrece ser un tratamiento eficaz contra la osteoporosis.
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Wang et al., (2008) determinaron el contenido total de naringina, reportado en
peso seco, en ocho variedades de frutos citricos [Citrus reticulata Blanco, Citrus
tankan Hayata, Citrus reticulata x Citrus sinensis, Citrus grandis Osbeck, Citrus
grandis Osbeck CV, Citrus microcarpa, Citrus sinensis (L.) Osbeck y Citrus limon
(L)1

Los resultados les permitieron observar que la variedad Osbeck CV posee el
mayor contenido de naringina, y el menor contenido de naringina, corresponde a la

variedad Microcarpa.
2.4.7 Naringina como compuesto activo en una forma farmacéutica inhalable

En terapia de inhalacién la administraciéon del compuesto activo directamente en
las vias respiratorias representa ventaja en términos de biodisponibilidad (Russo,
Santoro, Prota, Stigliani & Aquino, 2012). El efecto antitusivo de la naringina fue
informado por Luo et al.,, en 2012. Sansone, Aquino, Del Gaudio, Colombo y
Russo (2009) disefiaron un aerosol en el cual la naringina es el principio activo.
Este aerosol puede ser utilizado por personas enfermas en vias respiratorias
(Sansone et al., 2009).

2.5 Buddleia cordata o “tepozan”
2.5.1. Caracteristicas botanicas

Arbol o arbusto dioico de 2 a 15 m de alto, tronco de 10 a 45 cm de diametro en la
base, corteza rugosa de color café a negruzca; ramas cuadrangulares, sus hojas
son de 10 a 15 cm de largo, pecioladas, de base ancha generalmente redondeada
o subcordada, borde entero o aserrado, angostamente lanceoladas o aovadas en
la punta, haz color verde claro y envés pubescente; flores pequenas en grupos de
5 a 10 amarillas y aromaticas agrupadas en amplias paniculas terminales, corola
amarillenta, generalmente con un toque anaranjado en la garganta; su raiz

profunda resulta un excelente anclaje al suelo (Vargas, 2005).

13



[Facultad de Quimica] | [UNAM]

2.5.2 Distribucion geografica

Se distribuye ampliamente en México desde los estados del norte de Sinaloa,
Chihuahua y Durango hasta los estados del sur de Oaxaca y Chiapas. Crece en
un amplio rango de habitats como bosques nubosos de abeto y pino-roble, valles
de alta elevacion, matorrales desérticos con cactus y mezquite o con juniperos.
Buddleia cordata coloniza con facilidad lugares altamente perturbados y abiertos
gracias a que sus semillas son facilmente dispersadas por el viento, arribando a
lugares tan heterogéneos como grietas, huecos entre las rocas, superficies planas,

areas de cultivo, entre otros muchos puntos (Mendoza, 2003).
2.5.3 Fitoquimica

Entre los componentes aislados de Buddleia cordata, parte de la defensa quimica
de la planta contra los patégenos o su interaccion con el medio ambiente se hallan
los metabolitos secundarios del tipo fenilpropanoide aislados de partes aéreas
principalmente como los acidos hidroxicinamicos: p-cumarico, caféico, ferulico y
sinaptico, un fenilpropanoide conjugado, conocido como verbascdsido, o actedsido

y el flavonoide linarina (Estrada, 2010).

2.5.4 Dos informes previos sobre la obtencion e identificacion de linarina en

hojas de tepozan

2.5.4.1 El material vegetal (hojas de Buddleia cordata) se dejo secar durante dos
semanas a temperatura ambiente. Después de molerlo, hasta obtener polvo fino,
el paso siguiente consistio en la extraccion, sucesiva, con hexano y metanol
durante 24 hr a temperatura ambiente. Una vez filtrados, utilizando papel, cada
extracto se concentrd, por separado, a presion reducida. A partir del extracto
metandlico concentrado precipitdé un sdélido el cual fue identificado como linarina;
conclusion fundamentada en la comparacion del punto de fusidon y datos
espectroscopicos con los de una muestra comercial auténtica. El extracto

hexanico fue desechado (Rodriguez-Zaragoza et al, 1999).
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2.5.4.2 Hojas de la planta Buddleia cordata fueron liofilizadas y extraidas (100 mg
en peso seco) con MeOH (50 mL) en ebullicion durante 1 hr. Posteriormente los
extractos obtenidos fueron filtrados y concentrados (volumen final de 10 mL) a
presién reducida. El extracto metandlico concentrado y el estandar fueron
colocados en cromatoplacas con el propésito de realizar el analisis utilizando la
técnica CCF. El valor del factor de retenciéon estimado para el estandar fue
empleado para identificar al compuesto linarina en las muestras analizadas
(Estrada, 2010).

2.5.5 Linarina
2.5.6 Definicion

La linarina (Figura 3) es un flavonoide natural que se encuentra comunmente en
algunas plantas herbaceas como Flos chrysanthemi indici, Buddleja officinalis,
Cirsium setosum, Mentha arvensis y Buddleja davidii (Feng, Liu, Wang & Di,
2014).

OH

HO
HO

Figura 3. Estructura quimica de la linarina
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2.5.7 Propiedades fotoprotectoras de los extractos metanélicos de Buddleia

cordata

La piel estd expuesta directamente al medio ambiente y es por lo tanto, muy
vulnerables a los rayos ultravioleta (UV) del sol (Bae, Ko, Kim, Pyo & Lee, 2012) y
la exposicion cronica conlleva un riesgo de contraer cancer en la piel. En 2014,
Avila., et al describieron que la administracién tépica de Extractos Metandlicos de
Buddleia Cordata (EMBC), protege contra dafios inducidos por radiacion UV en la
piel, in vivo, de ratones lampifios. Los presentes hallazgos demuestran que los
EMBC poseen propiedades fotoprotectoras y que ésta caracteristica se debe

probablemente al contenido de verbascédsido y linarina.
2.5.8 Actividad sedante de la linarina en modelos animales

Valeriana officinalis crece como hierba silvestre en muy diversos habitats en todo
el mundo (Yeo et al., 2013). El uso de extractos de raices de valeriana para
producir sedacion y aliviar los problemas de suefio se remonta al Siglo XVIII
(Fernandez, Wasowski, Paladini, & Marder). Kim et al, en el afio 2013, obtuvieron
linarina a partir de Chrysanthemum indicum L. En 2004, Fernandez et al.,
presentaron su trabajo, el cual es el primero en informar la identificacion de
linarina en Valeriana officinalis, asi como del hallazgo, en la linarina, de

propiedades sedantes e inductoras del suefio en ratones.
2.5.9 Propiedades amebicidas de la linarina

Las enfermedades infecciosas producidas por amibas de vida libre del género
Acanthamoeba han sido reconocidas recientemente. Se llevé a cabo un analisis
utilizando el extracto acuoso y metandlico de una planta (Buddleia cordata),
utilizada en medicina popular mexicana, sobre 29 cepas de amibas de vida libre y
con el resultado obtenido fue posible concluir que la linarina presenta actividad
amebicida contra la totalidad de las cepas analizadas (Rodriguez-Zaragoza et al.,
1999).
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3. JUSTIFICACION

En el mundo, la preocupacion acerca del aprovechamiento de residuos ha tomado
gran fuerza entre la comunidad cientifica y sobre todo en la industria, en donde los
procesos de transformacién generan desechos y subproductos que pueden ser
utiles en otras actividades; sin embargo, los residuos generados en las
transformaciones agroindustriales no han sido aprovechados eficientemente; de tal
manera que estudios recientes han centrado su atenciéon en la necesidad de
identificar y recuperar sustancias de interés farmacéutico o alimentario presentes
en residuos de manzana, citricos, cana de azucar entre otros (Winkel-Shirley,
2002).

De la produccién nacional, de frutales, se destina un 15% a la industria, generando
aproximadamente 189,750 toneladas de cascara como subproductos en la
industria (SAGARPA, 2009).

Debido a su alto contenido en flavonoides, las cascaras de citricos pueden ser
explotados por las industrias farmacéutica y alimentaria (Ma et al., 2008). Por otro
lado, las diversas actividades farmacoldgicas de la linarina sugieren que puede ser
un farmaco con amplias posibilidades de ser utilizada en el tratamiento de diversas
enfermedades (Feng et al., 2014). Respecto de lo descrito anteriormente, en este
trabajo experimental se considera importante la utilizacién de cascaras de frutos
citricos y forraje de “tepozan” como fuente para la obtencion e identificacion de
compuestos de naturaleza flavonoide, los cuales pueden ser utilizados en diversas

ramas de la actividad humana.
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4. OBJETIVOS PARTICULARES

Preparar los extractos metandlicos de las cascaras de la naranja y la toronja y de

las hojas del arbol tepozan.

Purificar por métodos cromatograficos la hesperidina a partir de las cascaras de la
naranja, la naringina a partir de las cascaras de la toronja y la linarina a partir de

las hojas del tepozan.

Identificar los compuestos obtenidos utilizando una técnica por Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC).
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5. DESARROLLO EXPERIMENTAL
5.1 Material vegetal

Los frutos enteros (naranja y toronja), adquiridos en un mercado local del Estado
de México, fueron lavados con agua corriente, se retiraron las cascaras y se

fragmentaron en trozos pequefos.

En Aculco, Estado de México, se realizé la recoleccion manual del material vegetal
del tepozan. Manojos de ramas con hojas se cortaron utilizando un machete

pequefio y filoso, y posteriormente las hojas fueron separadas de las ramas.
5.2 Procedimientos generales
5.2.1 Analisis por cromatografia en capa fina

Los analisis de cromatografia en capa fina (CCF) se realizaron segun las técnicas
convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y placas de aluminio de
diversas dimensiones, las cuales estan recubiertas de gel de silice (60 F2s4 Merck,
malla 3.5-7.0 ASTM) de 0.25 mm de espesor. Las placas se visualizaron bajo luz
ultravioleta (onda corta, 254 nm y onda larga, 365 nm) y posteriormente fueron
reveladas con vainillina sulfarica al 1% seguido de calentamiento

(aproximadamente 110 °C) hasta la visualizacién completa de los compuestos.
5.2.2 Analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)

El analisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se realizdé en un
cromatografo de liquidos marca SHIMADZU (Analytical and Measuring
Instruments Division, Kyoto, Japén) equipado con un detector UV-visible dual
SPD-10A; un inyector automatico SIL-10AD (VP); una bomba LC-10AT (VP); un
horno para columna CTO-10A; un desgasificador DGU14A y un sistema de control
SCL-10A (VP) acoplado a un equipo de cémputo. El control del equipo, el
procesamiento y la manipulacion de los datos se realizé utilizando el software

LabSolution/LCsolution.
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Para obtener el tiempo de retencion de los estandares se utiliz6 una columna
Purospher STAR RP-18 de 150 mm de longitud, 4.6 mm de diametro interno y

tamano de particula de 5 um.

5.2.3 Extraccién, separacion y purificacion de la hesperidina y naringina a

partir de las cascaras de naranja y toronja

Los materiales vegetales fueron cortados en trozos pequenos y desecados en una
estufa durante 48 horas. El material vegetal seco se maceré independientemente
con metanol durante 24 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, se
montaron equipos de extraccion continua y los materiales vegetales se extrajeron
por 5 horas a reflujo. Las cascaras se separaron por filtracion e inmediatamente
los extractos metandlicos se concentraron al vacio utilizando un rotavapor. Los
residuos obtenidos con una consistencia viscosa se enfriaron y se mantuvieron en
refrigeracién por 14 dias. Como resultado del proceso se obtuvieron precipitados,
los cuales se separaron por filtracion en embudos Buchner. Los productos
obtenidos se dejaron secar por una hora y se guardaron en recipientes limpios y

SecCos.

5.2.4 Extraccion, separacion y purificaciéon de la linarina a partir de hojas del

tepozan

El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente y se cortd en trozos pequenos,
seguido de la maceracion de las hojas con hexano durante 24 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se montd un reflujo con metanol por 5 hr, se filtré y se
concentro el extracto obtenido en un rotavapor hasta obtener un extracto
parcialmente seco con consistencia de jarabe. Como paso siguiente se filtré con
ayuda de un embudo Buchner y el producto resultante se dejé secar por una hora

y se guardo en recipiente limpio y seco.
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5.2.5 Desarrollo del perfil analitico

Para el desarrollo del método analitico se probaron diferentes sistemas de elucion
y flujo hasta encontrar las mejores condiciones cromatograficas para cada
glicésido flavonoide siguiendo una metodologia descrita por Liu et al., en 2009.

La elucién se realizd con sistema isocratico que consistié en una mezcla binaria
constituida por MeOH:H,O con acido trifluoroacético al 1% en una proporcién
20:80. El volumen de inyeccion fue de 20 ulL; flujo 1mL/min; temperatura 25 °C y la
longitud de onda empleada para la deteccion de los glicosidos de flavonoide fue a
340 nm.

Se prepard para cada glicésido flavonoide una dilucién cuya concentracién final
fue 50 uM, partiendo de una solucion stock con concentracion 10 mg/10mL de

metanol. Cada muestra se inyecté en un equipo HPLC.

Cuadro 2. Tiempos de retencién de los glicdsidos flavonoides comerciales y de
muestras obtenidas experimentalmente.

Glicoésido comercial | T, (min) | T,(min) Compuesto obtenido

Hesperidina 7.19 7.24

Naringina 5.36 7.42

Linarina R¢ R¢ Compuesto obtenido
0.5 0.5
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Para la seleccidn de los materiales vegetales se realiz6 una investigacion
bibliografica y se determin6 que eran las mejores fuentes para el aislamiento de la

hesperidina (Inoue, 2010), naringina (Giannuzzo, 2000) y linarina (Estrada, 2010).

Los flavonoides hesperidina y naringina se obtuvieron a partir de los extractos
metandlicos preparados a partir de las cascaras de naranja y toronja
respectivamente. La linarina se obtuvo a partir del extracto metandlico de las hojas
del arbol tepozan. La caracterizacion de sus estructuras quimicas se realizé por
comparacion de sus constantes espectroscopicas y espectrométricas con aquellas
reportadas en la literatura para la naringina y la hesperidina (lkan, 1991) y para la
linarina (Zhang et al., 2006). Por otra parte, se compararon los tr y Rf de los
compuestos con estandares comerciales que se poseen en el laboratorio.

Por otra parte, se compararon los tr y Rf de los compuestos con estandares

comerciales que se poseen en el laboratorio.
6.1 Identificacion de la hesperidina

La identificacion de la hesperidina se realizd utilizando las condiciones
previamente descritas en la seccion experimental 5.2.5, y se obtuvieron los
cromatogramas que se ilustran en la Figura 4a (hesperidina, referencia comercial)

y 4b (muestra obtenida).

a b

Figura 4. Cromatogramas demostrativos en el andlisis realizado para la
identificacion de la hesperidina.
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Al comparar los cromatogramas obtenidos para la hesperidina comercial y la
hesperidina obtenida, se observo que no existen diferencias, lo cual indica que se

trata del mismo compuesto.
6.2 Identificacion de la naringina

La identificaciéon de la naringina se realizé siguiendo una estrategia similar a la
descrita para la hesperidina. Se obtuvieron los cromatogramas mostrados en la

Figura 5a (naringina, referencia comercial) y 5b (muestra obtenida).

a b

Figura 5. Cromatogramas demostrativos en el andlisis realizado para la
identificacion de la naringina.

Al comparar los cromatogramas ilustrados en las Figuras 5a y 5b, se observé que
no hay diferencias y que no existe variacion en el tiempo de retencién, lo cual

indica que se trata de un mismo compuesto.
Identificacién de la linarina

En el caso especifico de la linarina, se considerd el resultado obtenido en los
experimentos con hesperidina y naringina y con el propdésito de no invertir mas
tiempo y recursos en esta etapa del analisis se decidié utilizar como alternativa la

cromatografia en capa fina.
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Figura 6. Placa cromatografica sin revelar, a y b placa cromatografica visualizada
a una longitud de onda de 365 nm.

En la Figura 6 se observa que los factores de retencion (R¢) de la muestra patron A
y la muestra obtenida B fueron iguales,hecho que confirma tratarse de un mismo

compuesto.
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7. CONCLUSIONES

Los extractos metandlicos preparados a partir de las cascaras de naranja y toronja
permitieron el aislamiento de la naringina y hesperidina, respectivamente. Por otra

parte, a partir del extracto metandlico de las hojas del tepozan se aislé la linarina.

Se logré la identificacion de hesperidina y naringina utilizando una metodologia

basada en la técnica de espectroscopia liquida de alta resolucién (HPLC).

La identificacion de la linarina quedo establecida por la técnica de cromatografia

en capa fina.
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8. PERSPECTIVAS

Completar los estudios toxicologicos del extracto metandlico de las hojas de
Buddleia cordata con la finalidad de su posible uso como medicamento de origen

natural.

Continuar con el estudio sobre la obtencién e identificacidon de flavonoides en otras

especies de frutas citricas.
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