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Introduccién

México es un importante productor de citricos a nivel mundial, en especial de toronja
(Citrus x paradisi). De acuerdo con datos de SAGARPA (2012) el principal productor
de citricos a nivel mundial es China con un 21% de la produccion total, después le
sigue Brasil (18%), Estados Unidos (8%), la India (6%) y México con un 4.6 %. La
citricultura es una actividad de gran importancia economica y social; se realiza en
poco mas de medio millébn de hectareas en regiones con clima tropical y subtropical
en 23 entidades federativas. De esa superficie, aproximadamente 80% se destina a
los denominados citricos dulces, cuya produccion es del orden de 4.9 millones de
toneladas por cosecha, principalmente de naranja (83% del total), toronja (8%),
mandarina (5%) y tangerina (4%) (SAGARPA., 2012). En un estudio publicado por
el Ministerio de Agricultura Estatal de China y la Universidad de Zhejiang revela que
la naringina (Nar) y la Neo tienen propiedades beneficiosas para personas que
sufren diabetes, ya que reducen el nivel de azucar en la sangre (Escobar, 2010).
Estas dos sustancias se encuentran tanto en el jugo como en otras partes de
diferentes citricos principalmente en la toronja (Citrus x paradisi) y la naranja agria
(Citrus x aurantium), aunque los niveles varian mucho segun cada variedad de
dicha fruta.

La naringina es una flavanona glicosilada, presente en mayor proporcion en el
albedo (piel blanca) de la toronja, dependiendo de los cuidados y el clima pueden
estar presentes en cantidades de 4.9 mg/g (Zhang J. , 2007; deMan, Finley, Hurst,
& Lee, 2018) a 42 mg/g (S, J, .M, & J, 2002 ).

Debido a la importancia biolégica que tienen las flavanonas, en este trabajo se
desarroll6 una metodologia que permite su cuantificaciéon en el extracto de C.
paradisi por electroforesis capilar y espectrofotometria UV-Vis. En esta ultima por
deteccion directa y formacion de derivados con magnesio y aluminio para discutir
sus ventajas y limitaciones y contar con metodologias alternativas de analisis de

rutina.



Objetivos

Objetivo general

Desarrollar 3 métodos espectrofotométricos por ultravioleta visibe y 1 método
por electroforesis capilar para la determinacion de naringina en toronjas con
la finalidad de contar con varias alternativas analiticas que puedan ser
utilizadas en los laboratorios, acorde a los equipos, recursos y tiempo
disponible para realizar su analisis rutinario.

Objetivos particulares

Desarrollar un método espectrofotométrico en la region UV por deteccion
directa de la absorbancia del extracto, sin transformacién quimica, para la
cuantificacion de naringina.

Desarrollar un método espectrofotométrico en la region visible que
cuantifique los flavonoides presentes en el extracto vegetal modificado
quimicamente por la reaccion de Shinoda.

Desarrollar un método espectrofotométrico en la region visible que
cuantifique los flavonoides presentes en el extracto vegetal por la formacion
de derivados de aluminio (llI).

Desarrollar una metodologia por electroforesis capilar que permita la
identificacion y cuantificacion de los fenodlicos presentes en el extracto de

toronja.

Hipotesis

Los flavonoides como la naringina poseen grupos funcionales que permiten su

deteccidn y cuantificacidn por espectrofotometria UV-Vis y electroforesis capilar en

extractos sin y con transformacion quimica.



Marco tedrico

Citrus x paradisi (Toronja)

La toronja es un arbol frutal hibrido producto del entrecruzamiento entre el pomelo
(Citrus maxima Merr.) (Figura 1) y la naranja dulce (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
(Figura 2). Arbol frutal originario del Caribe descrito por primera vez en 1750
cultivado en climas tropicales y semi tropicales, empleado comunmente como un

complemento del desayuno.

Figura 1Citrus maxima Figura 2 Citrus sinensis

Nota: Imagen adaptada de Garland (2020). Nota: Imagen adaptada de SINAVIMO (2020).

Descripcién

La toronja de nombre cientifico Citrus x paradisi Macfaed perteneciente a la familia
Rutaceae es un arbol que mide entre 4.5 — 6 metros de altura. Las hojas son de
color verde, miden entre 7.5 - 17 cm de largo y 4.5 -7.5 cm de ancho con una textura
correosa. Las flores fragantes crecen en cumulos de 2 - 20 flores y producen frutos
globulosos en forma de pera que cuando maduran tienen un color amarillo palido

hasta naranja palido y con un diametro de entre 10 - 15 centimetros (FAO., 1999).



Figura 3 Arbol de Citrus x paradisi

Nota: Imagen adaptada de ASU (2020).

Existen varios cultivares con diferentes colores de pulpa desde el blanco hasta el
rosa rojizo y con un numero de gajos por fruta entre 11 a 14 segmentos. Los frutos
se persentan sin semillas o escasas. El sabor particular de la toronja va desde el
dulce hasta muy amargo (FAO., 1999).

Los frutos del género Citrus estan cubiertos por una cascara dura que protege a la
pulpa o porcién comestible de la fruta. La cascara esta constituida por una cuticula
externa (flavedo) que contiene los sacos oleosos, o glandulas, llenas de aceite
esencial con un gran valor comercial (Figura 4.)

Las glandulas oleosas también contienen agentes colorantes distribuidos
uniformemente. La parte esponjosa de color blanco se le conoce con el nombre de
albedo, esta directamente por debajo del flavedo. Esta capa esta acomodada de
manera irregular con una forma no definida y contiene aproximadamente 20 % de
sustancias pectinosas, también con un valor econémico agregado.

La pulpa o parte comestible esta dividida en 11-14 segmentos con paredes
membranosas de sabor amargo; con numerosas vesiculas de jugo y semillas. Los
sacos de jugo estan adheridos a la pared del albedo, el centro de la fruta puede ser
solido o medio hueco con una textura esponjosa (ARS., 1956).



FlAavedo: aceites esenciales

Endocarpio:

Azucares y
vitaminas

o: Pectinas
y flavonoides

Eje centraly
sepctas:
Pectinas

Figura 4 Representacion esquematica de la composicion quimica de un citrico

Nota: Imagen adaptada de Londofio (2019)

Los diferentes compuestos quimicos que estan distribuidos en sus diferentes tejidos
y organelos se concentran mas en unos que en otros. Los polifenoles glicosidicos
se encuentran en una concentracibn mayoritaria en el albedo y en una menor
concentracion en las vesiculas de jugo. El albedo también es rico en celulosa,
hemicelulosa, lignina y pectinas.
La limonina se encuentra en su mayoria en las semillas y membranas de los gajos,
los azucares estan bien distribuidos en las células de todos los tejidos, pero la mayor
cantidad esta en las vacuolas de las células; de igual manera vitaminas, lipidos y
una cantidad muy pequefia de compuestos fendlicos (Kawaii, 2000).



Clasificacion taxondmica

Tabla 1 Clasificacion taxonomica de la toronja

Categoria taxonémica Nombre
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Dicotyledoneas
Orden Sapindales
Familia Rutaceae
Género Citrus
Especie Citrus x paradisi

Nota: Informacion obtenida de USDA (2017)

Comercializacion

La especie Citrus x paradisi se utiliza principalmente como alimento. El sabor
amargo que la caracteriza es uno de los atributos que considera el consumidor,
aunque no para todos es agradable. La demanda o aceptacion de esta especie esta
fundamentada en su valor nutricional, asociado a su sabor, aroma agradable, color
y textura, entre otros. Estos atributos han aumentado la demanda, favoreciendo el
cultivo y la necesidad de establecer plantaciones con las variedades mas
solicitadas. El cultivo de toronja en nuestro pais esta ubicado en el cuarto lugar
después de naranja, limon y mandarina, generando una gran derrama econémica,
tanto a nivel internacional como nacional, mayor a los 600 millones de pesos al afo.
Las diferentes variedades de toronja se pueden clasificar de acuerdo con el color

de la pulpa (Barreiro, 1999) :

e Blancas o comunes: Este tipo de toronja tienen la pulpa de color amarillo y
es la mas cultivada en México; sin embargo, es desplazada por las
variedades pigmentadas como la March.

e De pulpa rosa: La variedad Ruby Red es la mas comun y se consume en
fresco; no obstante, en los ultimos afios se ha visto una reduccion en la

demanda por las variedades de pulpa roja



¢ Pigmentadas rojas: El licopeno es el componente responsable del color de
esta variedad, entre éstas se encuentran la Ruby blush y Rio Red, que
presentan la mayor demanda en el mercado, comercializada en fresco
(SAGARPA., 2016).
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Figura 5 Toronja Ruby Blush (Citrus x paradisi)
Nota: Imagen obtenida de SAGARPA (2016)

Compuestos fendlicos

Los compuestos fendlicos son un grupo heterogéneo de metabolitos secundarios
con una gran diversidad de estructuras quimicas. Estos compuestos estan
presentes en las plantas superiores, donde desempefian funciones relevantes,
participando en los mecanismos de resistencia natural contra el estrés bidtico y
abidtico. Contribuyen a la integridad estructural de la planta, la fotoproteccion UV,
la reproduccion o la regulacion interna de la sefalizacion de las células vegetales,
y actuan como factores quimiotacticos, como moduladores quimicos de la
comunicacion de la planta con insectos y microbios, y como fitoalexinas contra
patégenos y herbivoros. Los compuestos fendlicos son abundantes en muchos
alimentos de origen vegetal y productos derivados, donde contribuyen a las

propiedades sensoriales, tecnoldgicas y de salud.



Los fendlicos vegetales se derivan de la via shikimato-fenilpropanoide, la via
acetato-malonato o la combinacién de ambos y se clasifican comunmente en dos
clases principales: flavonoides (flavonoides, flavonas, flavonoles, flavanonas,
dihidroflavonoles, antocianinas, isoflavonas y chalconas) y no flavonoides, incluidos
alcoholes fendlicos, acidos fendlicos y derivados (p. €j., acidos hidroxibenzoicos e
hidroxicinamicos y sus ésteres), estilbenos y lignanos. Otros grupos fendlicos, como
las quinonas naturales (benzo-, nafto- y antraquinonas), xantonas, auronas, ligninas

o florotaninos.

En las fuentes naturales, los compuestos fendlicos pueden presentarse en forma
libre, como derivados glicosilados, prenilados o acilados. En los tejidos vegetales y
alimentos, los acidos fendlicos a menudo se encuentran en combinaciones con
polioles como la glucosa o el acido quinico, mientras que la mayoria de los
flavonoides (excepto los flavan-3-ols, que se encuentran principalmente como
agliconas), lignanos y estilbenos generalmente estan presentes como glucésidos.
Algunos compuestos fendlicos también se presentan como estructuras

polimerizadas, como los llamados taninos, de los cuales se distinguen dos clases:

Taninos condensados e hidrolizables. Los taninos condensados (también conocidos
como proantocianidinas) son polimeros de unidades flavan-3-ol unidas a través de
enlaces C-C entre el C-4 de una unidad flavan-3-ol y el C-8 o C-6 de otra unidad
(enlace tipo B); ocasionalmente también pueden contener un enlace de éter
adicional entre el C-2 de la unidad superior y el C-7 o C-5 que contiene oxigeno de
la unidad inferior (enlace de tipo A). Los taninos hidrolizables estan compuestos de
polioles unidos a cuando menos un acido galico (gallotaninos) o un &acido
hexahidroxidifenico (elagitaninos) (Santos-Buelga, Gonzalez-Paramas, Oludemi,

Ayuda-Duran, & Gonzalez-Manzano, 2019).
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Figura 6 Ejemplos de compuestos fenolicos

Nota: Informacion obtenida de Quifiones (2012)

Flavonoides

Los flavonoides en especifico son compuestos que comparten entre si un esqueleto
de difenilpirano (C6-C3-C6) (Fig. 6). Estas moléculas son pigmentos que estan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Estos pigmentos protegen al
organismo del dafio producido por los agentes oxidantes, ya que el organismo es
incapaz de producirlos naturalmente, se tienen que obtener mediante la
alimentacion o en forma de suplementos.

Los flavonoides fueron descubiertos por Gyorgy en 1930, aislando de la cascara del
limdn la citrina. Antiguamente se les denominaban vitamina P y como vitamina C,
ambas denominaciones se dejaron de utilizar alrededor de los afos 5 (Singleton,
1981).



Los flavonoides presentan actividades diversas antioxidantes, antifungicas,
bactericidas, con una importante capacidad para la fijacién de hierro y cobre. Este
grupo de compuestos se encuentra en cerveza, vino, té verde, citricos, entre otros

(Formica & Regelson, 1995).
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Figura 7 Flavonoides. Estructura basica y tipos

Nota: Imagenes adaptadas de Singleton (1981)

La clasificacion de los flavonoides se plantea en funcion de sus caracteristicas

estructurales. A continuacion, algunos ejemplos.

e Flavonoles: Los flavonoles tienen un doble enlace entre C-2 y C-3, con un
grupo hidroxilo en la posicién C-3 y un grupo carbonilo en C-4. Representan
los flavonoides mas ubicuos en los alimentos, con la quercetina como el
compuesto mas representativo. Las principales fuentes de flavonoles son las
cebollas (hasta 1.2 g / kg de peso fresco), la col rizada o kale, el poro, el

brécoli y los arandanos (Vifias & Campillo, 2019).



e Flavanonas: Las flavanonas tienen la estructura basica de 2,3-
dihidroflavona, carecen de un doble enlace entre C-2 y C-3 y tienen un centro
quiral en la posicion C-2. La quiralidad implica que ese carbono tiene cuatro
sustituyentes diferentes y carece de elementos de simetria, por lo que el
anillo B puede estar arriba o abajo del plano en relacion con los anillos A-C
por lo que la molécula no es plana como las flavonas conjugadas. Las
flavanonas son el grupo dominante de los flavonoides presentes en el género
Citrus, por ejemplo, la naringenina en la toronja, que ha sido ampliamente

estudiada por sus beneficios para la salud (Duodu & Awika, 2019).
Naringina

La naringina (4', 5, 7-trihidroxiflavanona 7-ramnoglucésido) es el principal glucésido
de flavanona presente en los citricos con un sabor amargo. Esta presente como los
diasteredmeros (2S) - y (2R) - en muchas frutas y cuando se ingiere, las enzimas o-
ramnosidasa y [B-glucosidasa la hidrolizan para producir la forma absorbible,
naringenina. La bioactividad de la naringenina se atribuye a su capacidad para
transferir electrones, atrapar radicales libres, formar quelatos metalicos, activa las
enzimas antioxidantes e inhibe las oxidasas. Entre los principales usos de la
naringina estan: perfumeria, saborizante de golosinas, bebidas y panaderia.
Ademas de utilizarse como precursor del edulcorante dihidrochalcona de la
naringina con un poder endulzante 300 veces mayor que la sacarosa (deMan,
Finley, Hurst, & Lee, 2018).
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Figura 8 Estructura de la Naringina
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Propiedades

La naringina y su aglicona naringenina (figura 9) son antioxidantes presentes en
muchas variedades de citricos como la toronja, ligeramente solubles en agua y con
propiedades antiulcerosas, antiinflamatorias, y anticancerigenas (Guthrie,
Chambers, Moussa, & Carroll, 1996).
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Figura 9 Estructura de la Naringenina

La naringina es un antioxidante menos potente que la naringenina por el disacarido

enlazado en el oxigeno del C-7 (Choudhury & Chowrimootoo, 1999).

Espectrofotometria UV-Vis

La espectrofotometria UV-Vis es principalmente una técnica analitica cuantitativa
relacionada con la absorcion de radiacion en la region del ultravioleta cercano (180-
390 nm) o visible (390-780 nm) por especies quimicas en solucion o en fase
gaseosa. Estas regiones del espectro electromagnético proporcionan energia que
da lugar a transiciones electronicas. Los diversos colores de la luz visible y los
colores complementarios de las soluciones que absorben a longitudes de onda
particulares se muestran en la tabla 2 (Worsfold & Zagatto, 2019).



Tabla 2 Colores y regiones del espectro visible

Longitudes de onda (nm) Color absorbido Color Transmitido
(Observado)
100-190 Ultravioleta del vacio Ninguno
190-380 Ultravioleta cercano Ninguno
380-435 Violeta Amarillo-verde
435-480 Azul Amarillo
480-500 Verde-azul Naranja-Rojo
500-560 Verde Purpura
560-580 Amarillo-verde Violeta
580-595 Amarillo Azul
595-650 Naranja Verde-Azul
650-780 Rojo Azul-Verde

Nota: Informacion obtenida de Skoog (1998)

Bases teodricas

Las bandas de absorcion en las regiones UV-Vis que presentan los compuestos
organicos estan asociadas con transiciones electronicas en la capa de valencia. Los
electrones implicados en estas transiciones corresponden a los electrones mas
débilmente atraidos por el conjunto de nucleos atdmicos que componen la molécula
y cuyos estados se pueden describir por los orbitales moleculares que se enuncian
como combinaciones lineales de orbitales atdmicos de la capa de valencia. Los
orbitales moleculares de la capa de valencia de los compuestos organicos se

clasifican:

Orbitales o y ¢*: Son orbitales moleculares localizados a lo largo del eje de
unidn de los atomos. Los orbitales ¢ generan una densidad electronica elevada
en la region internuclear teniendo un caracter fuertemente enlazante. Los
orbitales ¢*, como todos los orbitales antienlazantes, presentan un plano nodal
perpendicular al eje del enlace en la region internuclear y tienen un acentuado

caracter antienlazante.



Orbitales n y ©*: Este tipo de orbitales se emplean para la descripcién de los
enlaces multiples. Las regiones de mayor densidad electronica se encuentran
perpendiculares al eje del enlace. El caracter enlazante o antienlazante de estos

orbitales es menos acentuado que el de los orbitales o.

Orbitales n: Los orbitales moleculares tienen un acentuado caracter local y
describen pares electronicos libres asociados a heteroatomos como O, S, Ny
halogenos. Energéticamente tienen caracter no-enlazante (Rios, 2017).

Transiciones electrénicas

En la figura 10 se muestran las energias de los diferentes tipos de orbitales
moleculares y las diferencias significativas que hay entre ellos. Existen cuatro tipos

de transiciones ¢ -c6*, n-c*, n-n* y w-nt*.

Transiciones ¢ -> ¢*. Esta transicion se realiza cuando un electréon de una molécula

en un orbital enlazante absorbe energia y es excitado al orbital de antienlace.

La energia para realizar esta transicién es muy grande y corresponde a frecuencias

pertenecientes al ultravioleta lejano o de vacio.

Transiciones n-c*. Estas transiciones son de menor energia que las c-c* y se
pueden generar por la absorcion de energia proveniente de la region entre 150 y
250 nm.

Transiciones n-n* y n-n*. La transicion n o «t al estado excitado n* es la que mayor
aplicacién tiene en la espectroscopia de absorcion de compuestos organicos. La
energia necesaria para esta transicion conduce a bandas en una region espectral
conveniente experimentalmente del orden de los 200 a 700 nm. Las dos transiciones
requieren de un grupo funcional que proporcione los orbitales ©. Estos centros
absorbentes insaturados se denominan cromoforos. En su mayoria la aplicacion de

UV-Vis se basa en transiciones de electrones n o & al estado = *. (Skoog, 1998)



En la tabla 3 se muestarn algunos ejemplos comunes de tranciciones electronicas

especificas:
Tabla 3 Ejemplos de tranciciones electronicas permitidas
Electrones Enlace Trancicion Longitud de
implicados onda (nm)
Electrones ¢ C-C, C-H o—C%* 150
-O- n-o* 185
-N- n-c* 195
Electrones n -S- N-c* 195
C=0 n-m* 290
C=0 n-o* 190
Electrones «t C=C T—TU* 190
Nota: Informacion obtenida de Vallejo (2014)
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Figura 10 Niveles energéticos para diferentes orbitales
moleculares y las transiciones electronicas posibles



Los auxocromos son grupos funcionales que por si solos no tienen absorcion, sino
que tienden a modificar la absorcion del grupo cromoforo produciendo un

desplazamiento de la banda.
Los grupos auxocromo tienen los siguientes efectos sobre los cromoéforos:

e Desplazamiento batocrémico. La absorcion del cromoforo se desplaza

hacia mayores longitudes de onda, esto es, desplazamiento al rojo.

e Desplazamiento hipsocrémico. La absorcion del cromoéforo se desplaza
hacia menores longitudes de onda, es decir, desplazamiento al azul. Este

desplazamiento puede ser provocado por el disolvente o por un sustituyente.
o Efecto hipercrémico. Aumento en la intensidad del maximo de absorcion.

o Efecto hipocromico. Disminuye la intensidad del maximo de absorcion.

Efecto del disolvente

En terminos generales en las transiciones n—n*los estados excitados son mas
polares que los fundamnetales, por lo tanto, al haber un aumento de polaridad del
solvente, la interaccion dipolo-dipolo disminuye la energia de transicion entre el
estado de exitacion y el funtamental; esto da como resultado un efecto batocromico.
En el caso de electrones no compartidos (n) se forman puentes de hidrogeno con
los protones H* del solvente polar (agua, alcohol), la energia de trancicion es mayor

y por lo tanto da un efecto hipsocromico (Cuesta, Marquez, & Campo, 2015).

Las bandas de transiciones n—n* se desplazan hacia longitudes de onda mas cortas
(hacia el azul) a medida que aumenta la polaridad del disolvente . Las bandas
asociadas a transiciones n—n* el estado de excitacion es mas polar que el basal,
por lo tanto, ésta pasara a longitudes de onda mas grandes (hacia el rojo), en

disolventes polares. (Olsen, 1990).



Ley de Lambert-Beer

Esta ley expresa la relacion entre la absorbancia de luz monocromatica y la
concentracion de un cromoforo en solucion. La cual se enuncia en la siguiente Ec
(Holler & Crouch, 2015):

A=¢1-C

Donde:

€. Coeficiente de extincion molar, es una constante relacionada con el area de
incidencia del cromoforo y la probabilidad de que se produzca la absorcidn.
I: Recorrido en cm de la radiacion a través de la muestra (generalmente 1 cm)

C: Concentracion de la muestra en moles/litro

A: La absorbancia de una solucién es directamente proporcional a su concentracion,
de la distancia que recorre la luz por la solucion y, por ultimo, depende de ¢, una
constante de proporcionalidad denominada coeficiente de extincidon, que es
especifica de cada cromoforo. (Vallejo, 2014)

Instrumentacion

En general los equipos de instrumentacidn de espectroscopia oOptica incluyen 5
componentes y el caso de UV-Vis no es la excepcion, los componentes son los
siguientes: Fuentes de energia (1), Selector de longitud de onda (2), Muestra o
cubeta (3), detector (4) y el procesador de sefiales o computador (5) (Fig.11)
(Shimadzu, 2018).
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Figura 11 Diagrama basico de un componente UV-Vis

Nota: imagen obtenida de Skoog (1998)

La espectrofotometria UV-Vis se utiliza para la determinaciéon cuantitativa de
soluciones de iones metalicos de transicion y compuestos organicos conjugados.
Esta técnica tiene una gran aceptacion porque tiene un amplio campo de aplicacion,
con errores relativos entre 1y 3 %, con resultados con un minimo de incertidumbre.

Ademas de ser una herramienta con costos razonables y de facil utilizacion.

Electroforesis Capilar

La palabra electroforesis proviene de las raices griegas electron que significa
ambar, es decir producto que emite brillo, vocablo utilizado por el fisico inglés
George Johnstone Stoney (1891) para referirse al electron. El otro componente
foresis, del griego phoresis significa transporte. Electroforesis es un término general
que describe la migracion y separacion de particulas cargadas (iones) sometido a

la influencia de un campo eléctrico.

La electroforesis capilar (EC) es una de las técnicas de separacion en fase liquida
mas poderosas, introducida en 1967 por Hjertén y después desarrollada por
Virtenen. Esta técnica surge a partir de las técnicas tradicionales como la
electroforesis en gel, convirtiéndose en una alternativa a la cromatografia de

liquidos de alto rendimiento (HPLC) y la cromatografia de gases (GC).



La electroforesis capilar es una técnica de separacion en fase liquida que utiliza un
campo eléctrico de alto voltaje como fuerza impulsora y un tubo capilar como canal
de separacion para lograr la separacion en funcion de las diferentes velocidades de
migracion y los coeficientes de distribucion de los analitos, generalmente con carga
eléctrica (Shallan, Guijt, & Breadmore, 2013).

Bases Teoricas

La separacion se lleva a cabo en un tubo capilar con un diametro interno entre 10-
75 um y una longitud de 20 -100 cm, generalmente esta compuesto de silice fundida
recubierto de poliamidas. El capilar se llena con un buffer que constituye el medio
de separacion a partir de los viales situados en los extremos del capilar. La muestra
(contenida en un vial diferente) se introduce en uno de los extremos del capilar. El
campo eléctrico necesario se consigue al conectar el capilar a una fuente de
alimentacion de 10 a 30 kV y una corriente de 5-100 pA en los extremos del capilar

de separacion (Gutiérrez, 2018).

Los grupos silanol (Si-OH) del capilar son ionizados a un pH menor a 3, en
consecuencia, la superficie del capilar presentara carga negativa por la presencia
de iones Si-O". Una doble capa eléctrica se forma en la pared del capilar formada
por una primera capa (fija) de cationes que son atraidos por la carga negativa del
capilar, seguida por una segunda capa (movil) que esta compuesta de cationes que
estan adyacentes a la capa fija y hacia el centro del capilar, el numero de cationes
y aniones son equivalentes (Figura 12c). Cuando se aplica el campo eléctrico, el
exceso de cationes de la capa movil genera un flujo de migracion hacia el polo
negativo (catodo), produciendo un flujo electroosmdético (FEO). El FEO sefiala la
migracion de un liquido (solucion buffer) respecto a una superficie cargada (pared
del capilar) cuando se aplica un campo eléctrico. La movilidad del FEO (u) esta en

funcién de la viscosidad (n) de la solucion buffer, la constante dieléctrica del medio

(e) y del potencial Z ({) que se forma por la diferencia de cargas entre las capas.

ufeo = eC/4nn



Al generar un campo los cationes de la capa movil se establece un flujo de migracion
hacia el polo negativo (catodo), con esto se genera un flujo electroosmético (FEO),
es decir, a la migracion de un liquido respecto a una superficie cargada (pared
capilar) (Chopin, 2012).
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Figura 12 A) Separacion Relacion carga-masa, B) Movilidad de los
analitos, C) Representacion de la doble capa eléctrica

Nota: Imagen obtenida de Chopin (2012)

Instrumentacion

En principio, todas las técnicas de CE se llevan a cabo utilizando el mismo equipo:
(1) Un electrodo de platino, (2) La camara de separacion, es decir, el tubo capilar,
(3) Una fuente de alimentacion de alto voltaje, (4) Los depdsitos de tampdn anddico
y catddico, (5) el sistema de inyeccion con la muestra y (6) El detector. (Chopin,
2012).
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Figura 13 Diagrama basico de un equipo de EC
Nota: Imagen obtenida de Skoog (1998)

Aplicaciones

La electroforesis capilar tiene una amplia gama de aplicacion en areas como:
analisis de producto farmacéuticos, ADN, compuestos quirales, proteinas, péptidos,
muestras clinicas y forenses, iones metalicos y aniones inorganicos (Bosserhoff &
Hellerbrand, 2010).

Determinacion de compuestos fendlicos

En la tabla 4 se muestran las diferentes técnicas y condiciones utilizados para la
identificacion y cuantificacion de naringina. Esta tabla incluye pruebas a la gota que
son rapidas, economicas; sin embargo, poco selectivas y técnicas instrumentales
como la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) que permite la

separacion y cuantificacion de cada compuesto presente en la muestra de analisis.



Tabla 4 Métodos de identificacion y cuantificacion de polifenoles

Tipo de Tecr’u_c a Analito Resultado Condlclor_\es de Referencia
prueba Analitica trabajo
Columna C+g (150 mm x
4,6 mm x 5 um), 40°C, A=
I . 49,9399+ 0,32  254nm - 300 nm, una (Dominguez,
Cuantitativa HPLC Naringina mglg velocidad de flujo de 1,0 2016)
mL/min, y un volumen de
inyeccion de 40 pL.
Fase movil:
metanol/agua/acido acético
(37:59:4 vIv).
Cuantitativa HPLC Naringina 14.9 mg/g IPretrgtamlento. galentar (Xu, 2007.)
as cascaras a diferentes
temperaturas y tiempos.
Extraccion: Metanol 80%,
120°C por 90 min
Cromatograma del extracto
alcohdlico de la céscara de
Toronja. Extraccion: 80%
etanol, 25°C, una semana.
I L Fases: (A) acido acético-
Cuantitativa HPLC Naringina 23.6951 mg/g agua 2.5%, (B) acetonitrilo (Escobar, 2010)
80%-fase A 20%. Longitud
de onda 280nm. Columna
C1s Waters, Novapack 3.9
x NG NG 50 150mL
Color verde Algunas gotas de solucién
Cualitativita ?'07‘"0 Polifenoles obscuro i.ndica neutra de cI~0rL{ro férrico (Saptarini, 2016)
érrico. presencia de (5%) son afiadidas a
flavonoides extractos etandlicos
Cualitativita Ac;t;’i?ode Polifenoles Premp;cﬁ:jeo color (?ee :2:,{2?3 :(Iegpljlr;?nsog(c;tgfb ) (Rengifo, 2013)
Color amarillo
'p'alldo al Se afiade unas gotas de
adicionar base hidréxido de sodio / adicion (Funmilayo
Cualitativita OH/H* Polifenoles fuerte / incoloro d tas de 4cid 2017) ’
al adicionar € unas go'as de acico
P clorhidrico concentrado.
acido
concentrado

Por ultimo, el consumo de citricos es muy saludable, su composicion quimica rica

en compuestos fendlicos favorece la prevencidén de algunas enfermedades (Alam,

y otros, 2014). México tiene condiciones climatologicas favorables para la

produccion de citricos que lo convierten en lider mundial. El desarrollo de métodos

que permitan detectar y cuantificar a los compuestos fenolicos(como la naringina)

podria contribuir al desarrollo de variedades con un alto contenido en compuestos

de este tipo.
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Figura 14 Diagrama de la metodologia aplicada en el desarrollo de este proyecto

Material vegetal

Las toronjas se compraron en un supermercado en el mes de febrero, se lavaron y

con mucho cuidado, se separo la pulpa del resto del fruto para mantener el albedo

adherido al epicarpio (cascara).

Secado

El albedo adherido al epicarpio se extendio sobre papel secante y se dejé secar al
aire libre y a la sombra, cuidando que durante el proceso el material estuviera

protegido de la luz y el polvo. Después, del material seco se separ¢ el albedo de la

cascara.



Molienda

El albedo seco se coloco en un procesador de alimentos marca Moulinex® y se
trituré hasta obtener un polvo mas o menos grueso. Este polvo se tamizo6 a través

de una malla 30 para obtener un polvo de tamafio de particula homogéneo.

Extraccion

En un vaso de precipitados de 50 mL se coloc6 un gramo de polvo de albedo seco
y se agregaron 25 mL de etanol-agua(80:20 v/v). La mezcla se coloc6 en un bafo
ultrasoénico por 30 min manteniendo la temperatura a 30°C. Finalizado el tiempo la
mezcla se coloco en una centrifuga a 3500 rpm por 15 min. En un matraz
volumétrico de 20 mL se coloco el sobrenadante separado y se llevd a la marca de
aforo con agua desionizada (stock del extracto). El proceso se realizé protegido de
la luz para evitar la degradacion de los compuestos fendlicos y se reservo para la

cuantificacion.

Tabla 5 Determinacion de tiempo y volumen de Etanol Agua 80:20

Volumen de 10 15 20 25 30
disolvente
(mL)/
Tiempo

(min)
10 X X X X -
20 X X XX XX -
30 XX XX XXX XX -
40 - - X X -

Nota: -= Ausencia X= Presencia minima XX= Presencia XXX= Presencia abundante.



Desarrollo del Método Analitico

La cuantificacion de compuestos fendlicos se realizd por espectrofotometria UV-Vis
con tres tratamientos diferentes del extracto y los valores obtenidos se compararon

entre si y con electroforesis capilar.

Espectrofotometria UV-Vis

Deteccion directa

Solucion stock. En un matraz volumétrico de 5 mL se colocaron 0.0254 g de Nar
reactivo analitico y se disolvieron con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz
volumétrico de 25 mL se colocaron 0.5 mL de la disolucién preparada y se llevo a la
marca de aforo con la misma mezcla de disolventes.

La curva de calibracién se prepar6 colocando alicuotas de 1, 2, 3, 4,5y 6 mL de la
solucion stock en matraces volumétricos de 25 mL y llevando a la marca de aforo
con la mezcla etanol-agua (80:20 v/v). Las concentraciones resultantes estan entre
1.09x10° M a 6.55x10° M y se midié el espectro de absorcién UV-Vis (250-400 nm)
para cada una. Todo esto se realizé en un espectrofotdmetro modelo Halo XB-10
Marca Dynamica con una variacion de longitud de onda de 2 nm entre medicion y
una precisiéon de 2 nm.

El espectro de absorcidn del extracto (stock del extracto) se obtuvo bajo las mismas
condiciones y el valor de la absorbancia promedio se interpolé en la curva para
determinar la concentracién en una longitud de onda optima de 288 nm.

Reaccidon con aluminio
Cinética de reaccion

En un matraz volumétrico de 25 mL se disolvieron 0.0185 g de Nar reactivo analitico
con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 3.0
mL de la disolucién anterior y se afadieron 0.6 mL de NaNO2 (5%), 0.5 mL de Al
(NO3)3(10%) y 3 .0 mL de NaOH (5%) y se disolvieron con etanol-agua (80:20 v/v).
Esta solucion se coloco en el espectrofotometro UV-Vis y se programo una cinética



de reaccion a una longitud de onda de 380 nm por 180 min para fijar el tiempo de

reaccion en 100 min.

Curva de calibracion

Solucion stock. En un matraz volumétrico de 5 mL se disolvieron 0.0174g de
naringina reactivo analitico con una mezcla de etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz
volumétrico de 25 mL se colocaron 0.5 mL de la disolucion anterior y se llevaron a
la marca de aforo con la mezcla etanol-agua (80:20 v/v). Las disoluciones patron se
prepararon en 6 matraces volumétricos de 10 mL colocando, por separado,
alicuotas de 1, 2, 3, 4, 5y 6 mL. A cada matraz se adicionaron 0.6 mL de NaNO-
(5%), 0.5 mL de Al (NO3)3(10%) y 3.0 mL de NaOH (5%) y se disolvieron con etanol-
agua (80:20 v/v) y se dejé reposar por 100 min.

Reaccion con el extracto

En un matraz volumétrico de 10 mL se colocé 1 mL de la solucion stock del extracto
y se llevd al volumen con agua desionizada. En otro matraz volumétrico se
colocaron 4 mL de la disolucion anterior y se le agregaron 0.6 mL de NaNO2 (5%),
0.5 mL de Al (NO3)3(10%) y 3 .0 mL de NaOH (5%) y se completé al volumen con
agua desionizada y se dejo reposar durante 100 min. Este procedimiento se realizo
por triplicado y se obtuvo el valor de absorbancia promedio y se interpol6 en la curva

de calibracidn para obtener la concentracién.

Reaccion con magnesio (Shinoda)

Cinética de reaccion

En un matraz volumétrico de 25 mL se disolvieron 0.0322 g de Nar reactivo analitico
con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 0.5
mL de la disolucion anterior y se adicionaron 2.0 mL de acido clorhidrico
concentrado, 0.011 mg de magnesio metalico y la disolucién se llevé a la marca de
aforo con etanol-agua (80:20 v/v) y se agito hasta homogenizar. Esta solucién se
colocé en el espectrofotdmetro UV-Vis y se programé una cinética de reaccién a
una longitud de onda de 230 nm por 200 min para fijar el tiempo de reaccién en 110

min.



Curva de calibracion

En un matraz volumétrico de 25.0 mL se disolvieron 0.0596 g de Nar reactivo
analitico con etanol-agua (80:20 v/v) (Solucion 3). En matraces volumétricos de 10
mL se colocaron los siguientes volumenes por separado: 1, 2, 3,4, 5y 6 mL,
después se adicionaron aproximadamente 0.011 g de Mg metalico y 1 mL de HCI
concentrado y se llevaron a la marca de aforo con etanol agua (80:20 v/v). Muestras
de cada concentracion se colocaron en el espectrofotdmetro UV-Vis para obtener
los espectros de absorcion y el valor de absorbancia que se considero fue a 553

nm.

Reaccion con el extracto

En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 4 mL de la solucion stock de
extracto, después se adicionaron aproximadamente 0.011 g de Mg metalicoy 1 mL
de HCI concentrado y se llevaron a la marca de aforo con etanol agua (80:20 v/v).
Este procedimiento se realizé por triplicado y se obtuvo el valor de absorbancia
(promedio de las tres) y se interpold en la curva de calibracion para obtener la

concentracion.

Electroforesis capilar

Solucion buffer de boratos 20 mM

En un matraz volumétrico de 50 mL se colocaron 0.9565 g de borato de sodio (a
partir de tetraborato de sodio) y se disolvieron con agua desionizada. En un matraz
volumétrico de 25 mL se colocaron 10.0 mL y se llevaron a la marca de aforo con
agua desionizada (Buffer de trabajo) (Solucion 6).



Condiciones

Las condiciones de trabajo fueron las siguientes: capilar de silice fundida de 50 uym
de diametro interno y longitud total de 49.7 cm. Se utilizé un detector de arreglo de
diodos a una longitud de onda de 200 nm y un voltaje de 24.8 kV y una temperatura
constante de 25 °C. El electrolito soporte consistié en una solucidon de buffer de

boratos a una concentracion de 20 mM y pH de 9.41.

Curva de calibracion

Para la elaboracion de la curva de calibracion se prepard una solucion stock de Nar.
En un matraz volumétrico de 25 mL se colocaron 0.0171 g de naringina reactivo
analitico y se disolvieron con una mezcla de etanol-agua (80:20 v/v). En matraces
volumétricos de 25 mL se colocaron volumenes de 1, 2, 3, 4, 5y 6 mL de la solucion
stock de naringina y se llevaron a la marca de aforo con la mezcla de etanol-agua
(80:20 v/v), obteniéndose concentraciones entre 4.24163x10° — 2.54498x10* M. Se
obtuvieron los electroferogramas de cada concentracion para la obtencion de la
curva de calibracion. Este procedimiento se realizo por triplicado.

Extracto vegetal

En un vaso de precipitados de 10 mL se pesé 1.0 g de albedo seco, se adicion6 20
mL de etanol-agua (80:20 v/v). La mezcla se puso en un bafo ultrasénico por 30
minutos cuidando de mantener la temperatura a no mas de 30°C. Terminado el
tiempo se centrifugd a 3500 rpm por 15 minutos. El sobrenadante se separo de la
mezcla y se coloco en un matraz volumétrico de 25.0 mL y se llevo a la marca de
aforo con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz volumétrico de 25 mL se coloco 1.0
mL de la disolucion anterior y se llevd a la marca de aforo con etanol y agua (80:20

v/Iv).



Resultados y analisis de resultados

Deteccion directa

Curva de calibracion

En la figura 16 se muestran los espectros de absorcion obtenidos para cada

concentracion. En el espectro se observan dos bandas anchas, la que esta marcada

como Il es mas intensa que la I.
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Figura 16 Espectros de absorcion de las soluciones patron
de Nar en etanol-agua (80:20) a concentraciones crecientes

se encuentra en una longitud de onda de 288 nm y corresponde al

benzoilo de la naringina, zona coloreada en rojo de la figura 17. La banda | se asigna

al cinamoilo con una longitud de onda maxima de absorcion de 340, zona coloreada

en azul.
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Figura 17 Estructura de naringina separada por regiones

La longitud de onda que se seleccion6 para construir la curva de calibracion
pertenece a la banda de mayor intensidad con un valor de 288 nm, asignada al
benzoilo de la estructura de naringina. En la tabla 6 se muestran los valores de

absorbancia obtenidos experimentalmente para cada concentracion.

Tabla 6 Valores de la curva de calibracion

Patrén Absorbancia
1 0.1276
0.1284
0.1411

2 0.2423
0.2744
0.2937

3 0.4457
0.5317
0.5457

4 0.7621
0.7638
0.7941

5 0.9679
0.9852
1.0049

6 1.2039
1.2142
1.2164

La figura 18. Muestra la curva de calibraciéon obtenida de soluciones de Nar

preparadas por triplicado.
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Figura 18 Curva de calibracion del método Estandar directo de Nar.

La curva de calibracion de naringina cumple con los valores de los parametros de
linealidad y se observa que cumple con los requisitos (tabla 7).

Tabla 7 Parametros de linealidad de la curva de calibracion del método de estandar directo Nar

Parametros Valor obtenido Criterio de Observacion
Aceptacion
R? 0.9913 R>>0.98 Si cumple
IC 14863.2236- IC No debe incluir a Si cumple
13466.4078 cero
CvV 3.0932 CV <5% Si cumple

En la figura 19 se muestra la grafica de residuales y se observa sin tendencia ni
puntos anomalos por lo que el modelo de regresion es homocedastico que implica

que la varianza de los errores es constante.
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Figura 19 Grafica de residuales de la curva de valoracion de naringina

El espectro de absorcion del extracto vegetal preparado, como se indic6 en

anteriores apartados se muestra en la figura 20.
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Figura 20 Espectros de absorcion de Nar en la muestra vegetal de Toronja y
en el estandard

El espectro de absorcion del extracto hidroalcohdlico de toronja es muy similar al

observado con el estandar de naringina, se observan las dos bandas con formas e



intensidades similares con lo que se puede confirmar la presencia de dicho
compuesto.

Los valores promedio de absorbancia obtenidos a 288 nm, 0.4504 se interpolaron
en la curva de calibracion, calculando una concentraciéon de 77.4787 mg/g de

naringina, con una desviacion estandar de 1.1772.

Reaccién de aluminio (Al (111))

El método colorimétrico utilizado para determinar el contenido total de flavonoides
se basa en la reaccion de los flavonoides con el sistema cromogénico NaNO2-Al(lIl)-
NaOH (Hongbin, W., Yuxuan, & Yalin, 2009).

Los flavonoides presentes en el flavedo de C. paradisi son eriocitrina, neoeriocitrina,
neohesperidina, naringina, entre otros, siendo la naringina el mayoritario (Zhang,
Duan, Zang, Huang, & Liu, 2011).
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Figura 21 Flavanonas presentes en C. paradisi



Los flavonoides presentes en la toronja son las flavonas, en las que se pueden
establecer algunas caracteristicas que los diferencian, como el tipo de carbohidratos
a los que estan unidos en el carbono 7. Con respecto a la aglicona, el anillo B
presenta un patron de hidroxilacion en el carbono 4" (naringina) o 3’y 4’'como en
eriocitrina y neoeriocitrina y en la neohesperidina que presenta un grupo metoxilo
en la posicion 3’y 4’-hidroxilo. La caracteristica en comun de este grupo de
flavonoides esta en el anillo C; los carbonos 2 y 3 son saturados y un grupo carbonilo
en C-4.

De acuerdo con Magalhdes y cols. (2012), el ensayo colorimétrico se basa en la
formacion de complejos coloridos entre Al (111) y los grupos carbonilo e hidroxilo de

los flavonoides en medio alcalino.

El analisis de resultados se basara en los elementos anteriormente expuestos y
algunos otros que sea necesario mencionar. En la figura 22 se presentan los
espectros de absorcion de tres sistemas con naringina, naringina con nitrito de sodio
y medio basico, y naringina con nitrito de sodio, nitrato de aluminio e hidroxido de
sodio. En la tabla 8 se muestran los valores de las longitudes de onda maximas y

absorbancia para cada banda identificada en el espectro.
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Figura 22 Espectro UV-Vis de naringina a diferentes condiciones



Tabla 8 Valores de longitud de onda maxima de las bandas de absorcion de naringina en las
diferentes condiciones experimentales

Sistema Transicion n—n* Transicion n—n* Transicion n—r*
permitida A max. prohibida A max. A Max.
Banda ll Banda |
Naringina 228 288 334
Naringina sin Al 234 288 378
Naringina con Al 258 292 384

Primero se realizara un analisis de los espectros de absorcion buscando una
relacion con la estructura de la flavanona naringina. Primero se debe establecer que
la molécula de naringina no es plana, existe conjugacion, pero esta limitada por los
carbonos 2 y 3, que son saturados. Se puede observar en el espectro de naringina
2 bandas de absorcion intensas y una de menor intensidad. La primera banda de la
transicion n—n* de 228 nm se asigna al anillo B. Después la banda Il en 288, de la
porcién C6-C1 asociada al anillo A. Por ultimo, la banda | que corresponde a la
porcidn C6-C3 que incluye al anillo B la longitud de onda experimental es de 334
nm.

Cuando al estandar de naringina se le adiciona nitrito de sodio e hidréxido de sodio
se observa en el espectro de absorcion UV-Vis lo siguiente: hay un desplazamiento
batocromico de la banda de la transicion n—n* de 228 a 234 nm y de la banda de
cinamoilo (banda I) de 334 a 378 nm (desplazamiento batocromico), la banda Il tiene
la misma longitud de onda, pero con una disminucion considerable en la intensidad
(desplazamiento hipocromico). Las razones de estos cambios podrian ser

ocasionadas por:

- Las disoluciones de naringina en valores de pH alcalinos produce
desplazamientos batocrémicos instantaneos en los espectros de flavonoides,
en los que aparecen bandas a 245 y 365 debido a la pérdida de protones de
los grupos hidroxilo fendlicos de la estructura de la flavanona en su forma
anidnica.

- El desplazamiento al rojo de la banda | de la naringina puede estar asociado
a la desprotonacién del 4°-OH.



En la figura 23 se muestran las especies formadas en el equilibrio a diferentes
valores de pH, que van desde la pérdida de protones de los grupos hidroxilo hasta
la reaccion de apertura del anillo C. generalmente la apertura de este anillo se
produce a concentraciones altas de base y produce una banda alrededor de 430
nm. En los resultados experimentales esta banda no se presenta por lo que queda
descartada la apertura del anillo, pero si existe la posibilidad de la forma FI*

(Gonzalez, Nazareno, & Borsarelli, 2002).
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Figura 22 Isomerizacion de flavanona-chalcona de la naringina en medio basico
Nota: Imagenes obtenidas de Gonzalez, Nazareno & Borsarelli (2002)

Para corroborar la existencia de la especie FI> se hizo una estimacion de los valores
de longitud de onda maxima utilizando las reglas de Woodward-Fieser. En la figura
23 se puede observar que para la banda del anillo B hay un buen acercamiento A.

max. estimada: 237.5 nm y A max. experimental 234 nm.



Valor Base: 203.5

-R:+3
-O:+31.5
Valor Base: 246 Total: 237.5 nm
-O-alquilo orto: +7
-O orto: +11

-OAlq para: +25
Total: 289 nm

Figura 23 Caélculo de . méax. de las dos porciones aromaticas de naringina

Por otro lado, para justificar el desplazamiento batocrémico de la banda 1 se
consideran las condiciones del medio de reaccion; el pH basico favorece la forma
basica del flavonoide y su oxidacion a quinona. El nitrito de sodio, un agente
oxidante suave también podria contribuir a la oxidacion del flavonoide. Se propone
la oxidacion del anillo B con formacion de un sistema quinoide, para sustentar esta
propuesta se hace una estimacion de la longitud de onda maxima utilizando las
reglas de Woodward-Fieser (figura 24). El calculo teorico dio por resultado 377 nm

y esta muy proximo al valor experimental de 378 nm.

RO

Naringina oxidada
OH (0]

Valor Base: 215

por cada doble enlace adicional: +(2 x 30)
por cada dobleenlace exociclio: +5

C sustituyente : +12

C sustituyente y: +(2x18)

C susbstituyente 5:+18

O-alquilo y: +31

Total: 377

Figura 24 Estimacion de la A méx. del sistema quinoide



En el caso del sistema con nitrito de sodio, hidroxido de sodio y nitrato de aluminio
primero se consideraran algunos conceptos. Las funciones oxigenadas presentes
en la estructura del flavonoide son sitios de interaccion con iones metalicos que
pueden conducir a la formacion de compuestos de coordinacion. En general, los
flavonoides poseen tres sitios quelantes de metales: los grupos 3-hidroxi-4-cetona
en el anillo C (coordinacion tipo maltol); el grupo 5-hidroxi en el anillo A y el grupo
4-carbonilo del anillo C (coordinacion tipo acetilcetona) y los grupos 3°,4 °-dihidroxi

ubicados en el anillo B (coordinacion tipo catecol) (figura 25).

M\
O/ Coordipfacion
tipgcatecol

Coordinacion
tipo acetilacetona

Figura 25 Modos posibles de coordinacion de los flavonoides
Nota: Adaptado de Uivarosi y cols. (2019)

De acuerdo con la estructura de la naringenina solo hay un sitio de coordinacion con
metales, la de tipo acetilacetona. Las estequiometrias mas comunes de los
complejos de iones metalicos flavonoides son 1:1 1:2 y 2:1. Con esta informacion
se propone que la naringina puede formar un compuesto de coordinacién como el
de la figura 26, explicando el desplazamiento batocromico de las bandas del
espectro de absorcion con una longitud de onda maxima en 258, 292 y 384 nm y
que el aluminio esta influyendo en las diferencias; es indiscutible que se necesitan
mas experimentos para confirmar lo antes expuesto, por lo que unicamente se debe

considerar como una propuesta.
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Figura 26 Propuesta de compuesto de coordinacion de naringina y aluminio

La coloracion que presenta la reaccién con aluminio, de acuerdo con el sistema
RGB es rojo 246, verde 199, azul 0 y 55% de transparencia([___]).

Figura 27 Color presentado con Nar en condiciones de la reaccion de Al

En el caso del extracto se presentan los valores obtenidos experimentalmente en la
tabla 9 y los espectros de la figura 28.



Tabla 9 Valores de A max. del espectro UV-Vis extracto y naringina de la reaccion con aluminio

Sistema Transicion n—n* Transicion n—n* Transicion n—r* Banda la
permitida A max. prohibida A max. A Max.
Banda Il Banda |
Naringina 228 288 334 -
Extracto sin 224 286 342 392
aluminio
Extracto con 260 284 ~338 390
aluminio
Naringina con Al 258 292 ~384
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Figura 28 Espectros de absorcion UV-Vis de los extractos

El espectro del extracto solo, es muy similar al de la naringina estandar, las
diferencias en las longitudes de onda podrian deberse a la interaccion de la
naringina con otro componente del extracto, y en el caso del extracto con aluminio,

también se comporta de manera similar al de la naringina con aluminio.

Cinética de reaccion.

La cinética de reaccion se midio con la solucion de naringina a una concentracion
de 3.44 x 10 * mol/mL y se seleccion¢ la banda 1 correspondiente al cinamoilo a

380 nm hasta un tiempo de 180 min.
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Figura 29 Cinética de reaccion del complejo naringina Al (I11)

La cinética de reaccion de la figura 29, muestra que a un tiempo de 100 min (1h 40

min) permanece una absorbancia constante y la reaccion ha llegado a un equilibrio.

Curva de calibracion

El espectro de absorcion de cada una de las disoluciones a diferentes

concentraciones se muestra en la figura 30.
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Figura 30 Espectro de absorcion de las disoluciones a diferentes concentraciones del complejo

Nar-Al

La curva de calibracion se construyo con los valores de absorbancia a una longitud

de onda de 374 nm.
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Figura 31 Curva de calibracion del complejo Nar-Al

La curva de calibracion de naringina cumple con los valores de los parametros de

la linealidad y se observa que cumple con los requisitos (tabla 11).

Tabla 11 Parametros de linealidad de la curva de calibracion de naringina-aluminio

Parametros Valor obtenido Criterio de Observacion
Aceptacion
R? 0.9945 R%>0.98 Si cumple
IC 18285.9314- IC No debe incluir a Si cumple
17111.9454 cero

En la figura 32 se muestra la grafica de residuales y se observan sin tendencia ni
puntos anomalos por lo que el modelo de regresion es homocedastico que implica

que la varianza de los errores de estimacion es constante.
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Figura 32 Grafica de residuales de la Curva de calibracion del complejo Nar-Al

Extracto

En la figura 33 se muestra el espectro de absorcion del extracto etanol-agua de
toronja en las condiciones de reaccion de la formacion de compuestos de
coordinacion con aluminio, en el que se observan las bandas correspondientes a la

transicion n—r*.
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Figura 33 Espectro de absorcion del extracto vegetal-Al



El valor promedio de absorbancia 0.41 se interpol6 en la curva de calibracion y dio
por resultado una cantidad de 29.93 mg de naringina por gramo de albedo de

toronja, con una desviacion estandar de 1.7556.

Reaccion de Shinoda

La reaccién de Shinoda de la cianidina es una reaccion compleja para detectar la
presencia de flavonas, flavonoles y flavanonas en extractos vegetales. La reduccion
de flavonoide se puede realizar con magnesio o con magnesio amalgamado con
mercurio en medio acido, generalmente acido clorhidrico alcohdlico. La reaccién
transcurre con una vigorosa emision de hidrégeno, seguida de la aparicién de tonos
de color rojo brillante. La reduccion también se puede realizar con sodio
amalgamado en solucion alcohdlica y después acidificar para producir la sal de
pirilio coloreada. Shinoda determiné que el numero de hidroxilos en la estructura del
flavonoide determinara la naturaleza del color formado, en ausencia, color amarillo
y con un numero creciente de tonos rojos mas profundos. El uso de agentes
reductores acidos y alcalinos difiere entre flavonas flavonoles y flavanonas. Las
flavanonas producen sales de pirilio rojo mediante reduccion por ambos métodos
(magnesio y acido clorhidrico y amalgama de sodio). Los flavonoles responden a la
reduccion en medio acido solamente y las flavonas producen una reaccion de color
solo con el agente reductor alcalino, la amalgama de sodio. En el caso de las
isoflavonas y flavonas solo se reducen con amalgama de sodio, y no con magnesio
y acido clorhidrico, para formar productos de color rojo. Parece que no hay una gran
diferencia entre flavonas, flavanonas y flavonoles; sin embargo, debe considerarse
que los 2 primeros grupos carecen de un hidroxilo en la posicion 3 y no cambian
facilmente a pseudo bases’, por lo tanto, no requieren una alta concentracion de
acido, mientras que al realizar la prueba para flavonoles se debe agregar una
cantidad suficiente de acido antes de ver el color.

! Pseudo base: compuesto que, aunque no contiene por si mismo ion hidroxilo bésico, es capaz de isomerizarse
en una base verdadera que contiene ion hidroxilo.



Cuando se utiliza magnesio y acido clorhidrico en una disolucion alcohdlica de
flavanonas producira los siguientes resultados: naringina, sora brillante; naringenina
y hesperidina, rosa rojizo; butrina, rosa marrén; butina, violeta azulado.
(Rangaswami & Seshadri, 1942)

o o)
Mg/HCl X
—_—
Reaccion de Shinoda /

Figura 34 Posible Reaccion general de Shinoda.

Con los elementos antes mencionados se realizara el analisis de los resultados
obtenidos. La reaccion de Shinoda realizada en las disoluciones de naringina
produjo un color rosa brillante, sistema RGB rojo 23; verde 69; azul 130 ().

Figura 35 Color producido por la naringenina en la reaccion de Shinoda

En la figura 36 se muestran los espectros de absorcion de la disolucion de naringina
y de la reaccion de Shinoda en 2 concentraciones de naringina para poder apreciar

la banda en alrededor de los 550 nm.
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Figura 36 Espectros de absorcion de naringina y naringina-magnesio en las condiciones de la
reaccion de Shinoda

En el espectro de naringina se observan 2 bandas perfectamente diferenciadas y
una de menor intensidad. La banda con una longitud de onda de 228 nm pertenece
al anillo B, le sigue la banda (ll) con una longitud de onda de 288 nm que se asigna
al anillo A y parte del C (benzoilo) y por ultimo la banda en 332 nm correspondiente
al anillo B y parte del C.

Tabla 10 Longitudes de onda de las bandas del espectro de absorcion UV-Vis en diferentes

condiciones
Sistema Transicion n—n* Transiciéon n—n* Transicion n—x*  Banda la (nm)
permitida A max. prohibida A max. A Max.
(nm) Banda Il (nm) Banda | (nm)
Naringina sola 228 288 332 -
Naringina-Mg 232 286 334 555
0.5
Naringina-Mg 4 235 286 328 553

En la figura 37 se estimaron las longitudes de onda correspondientes a cada region
de la naringina. Estos datos solo son una aproximacion a los datos obtenidos
experimentalmente y ademas se hace la propuesta entre la estructura ciclica y la
estructura abierta, en donde los valores estimados se acercan mas a los valores

experimentales y se hace mas evidentes las transiciones n—n* y n—m*.



o X o)

Valor Base: 203.5

R:+3

:l-OH:l.Jr;B 5 Valor Base: 215
otal: 213. OH por cada doble enlace adicional:
. +(2x30)
;/aor Ba;c. 2;1 por cada doble enlace exociclico: +5
-O-aiqurtio: .
Valor Base: 246 . ; C sustituyente en B: +12
0—%(1)\rlqjislf)' +7 0-OH: +(2x7) C sustituyente y: +(2x18)
0-OH: +7 Total: 285 C sustituyente en 8: +18
p-OAlquilo: +25 Total: 346
Total: 285

Figura 37 Estimacion de la longitud de onda maxima de las bandas de naringina

Nota: Los valores de tablas se obtuvieron de Pretsch, Biilmann & Badertscher (2009)

Por otra parte, en el caso de la reaccion de Shinoda en la que Rangaswmi y
Seshardi (1992) proponen la formacion de una cianidina, cuyas bandas de
absorcion caracteristicas aparecen en la region ultravioleta y visible. La banda Il con
valores alrededor de 260-280 nm y otra en la region visible alrededor de 490-550
nm ( (Demir, y otros, 2015). En la figura 38 se muestran las estructuras que justifican

las longitudes de onda obtenidas.

286 nm OH

OH

Figura 38 Estructuras y longitudes de onda experimentales de la reaccion de cianidina



Mecanismo de reaccion

El mecanismo real de reaccion no se conoce con certeza, algunas fuentes
mencionan que la formacion del complejo no es viable y que en realidad solo se
lleva a cabo una reaccion de reduccion (fig. 39) transformando los flavonoides en
su correspondiente antocianina (glucésido) o su antocianidina (aglicona). (Ringuelet
& Vifa, 2013)

A continuacion, se hace una propuesta de mecanismo de reaccién para la reaccién

de Shinoda con naringina.

En la reaccion de Shinoda, la naringina se transforma a la cianidina a través de
reacciones oxido reduccion. En la figura 39 se observa que el carbono 2 y 3 pierde
hidrégeno (reaccion de oxidacion) y el carbono 4 se reduce. Estas reacciones

conducen a la aromatizacion del anillo C.

OH

OH o} OH

Figura 39 Oxidacion reduccion de naringina

En el primer paso el magnesio reacciona con el acido clorhidrico produciendo calor

e hidrogeno que se libera en forma de burbujas.

Mg’ + 2HCl— MgCl, + Hzf



El cloruro de magnesio actua como acido de Lewis y se une al grupo carbonilo C-4.

RO

L

+ cl—Mg—cl —_

OH O

Figura 40 Reaccion acido Lewis-base Lewis entre naringina y cloruro de magnesio

La reaccién de eliminacion que se muestra en la figura 41 es favorecida por la

formacion de un sistema conjugado entre el anillo Ay C.

RO o O

(|v/|-|‘\
~

OH
_—

OH ®0 cr

MgCl MgCl

Figura 41 Reaccion de eliminacion en C-3 y C-4

En el producto de la reaccién anterior el hidrogeno del carbono 2 aumenta su acidez
por estar en la posicion alilica y bencilica, formacién del doble enlace entre C-2 y C-

3 y reduccion del C-4.



RO

+ HCl + H,0

MgCl

Figura 42 Eliminacion del hidrogeno acido en C-2

Para facilitar la aromatizacién del anillo C y por el medio acido se propone un
equilibrio acido-base.

MgCl

Figura 43 Reaccion acido-base

La aromatizacion del anillo C y formacion de la cianidina se produce desde uno de
los pares de electrones libres del oxigeno.

OH

H
Oa
0N

OH
MgCl

Figura 44 Aromatizacion del anillo C para formar la cianidina



El mecanismo de reaccion finaliza con la descomposicion del compuesto inorganico
y regeneracion del cloruro de magnesio, por lo que la reaccion se lleva a cabo

mediante una catalisis acida.

Cinética de reaccion.

La grafica de la cinética de reaccién se muestra en la figura 45 y se observa que la

reaccion tarda en completarse en 110 min.
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Figura 45 Cinética de la Reaccion de Shinoda

Curva de calibracion.

Los espectros de absorcidn de las diferentes concentraciones de naringina se
muestran en la figura 46 y se observa como la absorbancia aumenta con cada

aumento en la concentracion de naringina.
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Figura 46 Espectros de absorcion de cada concentracion de naringina en condiciones de Shinoda

La curva de calibracion se construyd con los valores de absorbancia de cada
concentracion a una longitud de 553 nm, correspondiente a la esperada para la
antocianina. Cada concentracién se preparo por triplicado.

Abrorbirya = -0.0884151 + 472,162 Naringna]
T T r

Absorbancia

24
(X 0.0001)

Figura 47 Curva de calibracion de naringina en las condiciones de la reaccion de Shinoda

La curva de calibracion de naringina cumple con los valores de los parametros de

linealidad y se observe que cumple con los requisitos (tabla 11).

Tabla 11 Parametros de linealidad de la curva de calibracion de naringina en las condiciones de

Shinoda
Parametros Valor obtenido Criterio de Observacion
Aceptacion
R? 0.9927 R>>0.98 Si cumple
IC 484.5821- IC No debe incluir a Si cumple

440.3712 cero




En la grafica de residuales (figura 48) se observan los puntos sin tendencia y sin
puntos anémalos por lo que el modelo de regresion lineal es homocedastico que
implica que la varianza de los errores de estimacion es constante a lo largo del

tiempo y se puede utilizar para los fines estipulados.

Abmorbincia = -0.0884151 + 472.162'Navingna]
T

Lo bl |

Studentized residual
IIIII]IIIIIIIIII]IIIlIIIIlIlIII

4] a2 a4 a8 a8 1

proadicied Absorbanca

Figura 48 Grafica de residuales de la reaccion de Shinoda

Extracto

En la figura 49 se muestra el espectro de absorcion del extracto vegetal en las
condiciones de la reaccion de Shinoda, observandose la banda correspondiente a

la formacion de la cianidina.
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Figura 49 Espectro de absorcion del extracto vegetal en las condiciones de la reaccion de Shinoda

El valor promedio de absorbancia de 0.3361 se interpol6 en la curva de calibracion
y dio por resultado una cantidad de 24.86 mg de naringina por gramo de albedo de

toronja, con una desviacion estandar de 1.8175.



Electroforesis Capilar (EC)

La naringina es un polifenol con propiedades acido-base por la presencia de grupos
hidroxilos unidos a los anillos aromaticos en los carbonos 5 y 4°. Esta propiedad
hace posible que sean analizados por la técnica de electroforesis capilar de zona
(EC2).

Para la seleccidn de electrolito soporte se consideraron las propiedades acido-base
del analito. El pH basico favorece la formacion de la base conjugada (pka 8.58), por
lo que el electrolito soporte debera estar a un pH alcalino que asegure su ionizacién.
El electrolito soporte que reunid estos requisitos fue una solucion buffer de boratos
a una concentracion 20 mM y pH 9.41.
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Figura 50 Espectro de absorcion de la curva de calibracion de EC

a concentraciones crecientes.

Los valores de absorbancia de cada concentracion a una longitud de onda de 200

nm se graficaron obteniéndose la curva de calibracion correspondiente (figura 51).
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Figura 51 Curva de calibracion de naringina por Electroforesis Capilar

La curva de calibracion de naringina cumple con los valores de los parametros de

linealidad y se observa que cumple con los requisitos (tabla 12).

Tabla 12 Parametros de linealidad de la curva de calibracion de naringina por electroforesis capilar

Parametros Valor obtenido Criterio de Observaciéon
Aceptacion
R? 0.99 R*>0.98 Si cumple
IC 118729866- IC No debe incluir a Si cumple
106787183.1 cero

En la grafica de residuales (figura 52) no se observan puntos anomalos y sin
tendencia por lo que el modelo de regresidn lineal es homocedastico que implica
que la varianza de los errores de estimacion es constante a lo largo del tiempo y se

puede utilizar para los fines estipulados.
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Figura 51 Grafica de residuales de la curva de calibracion de naringina por EC
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Extracto

El extracto vegetal se midié en las condiciones anteriormente descritas y se obtuvo
el electroferograma mostrado en la figura 53, confirmandose la presencia de

naringina.
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Figura 53 Electroferograma del extracto vegetal que confirma la presencia de naringina

El valor de absorbancia (altura) 19877 se interpold en la curva de calibracion y se
obtuvo un valor de 56.65 mg de naringina por cada gramo de albedo con una
desviacion estandar de 1.1772.

Comparacion de Métodos desarrollados

En la Tabla 13 se muestran las ecuaciones obtenidas de las curvas de calibracion
para la determinacion de Nar por el método de Electroforesis Capilar (EC) y por los
3 métodos espectrofotométricos.



Tabla 13 Resumen de las caracteristicas de los métodos para la determinacion de Nar

Método Ecuacion Comentarios
EC Altura=377.201+1.12759x108[Naringina] Interpolacién directa del
extracto
UV directo A =0.1340+14,164.8 [Naringina] Interpolacién directa del
extracto
Shinoda A =-0.0684+472.1 [Naringina] Formacion de producto

colorido y espera de 110 min
para completar la reaccioén
AN(L1)] A =-0.0110+17,797.4 [Naringina] Formacioén de producto
colorido y espera de 100 min
para completar la reaccién

Para empezar la comparacion entre métodos se deben especificar algunos puntos:
e Enlos 4 métodos, la concentracion de Nar es molar.
e En los métodos UV directo, Shinoda y Al (lll), la propiedad medida
proporcional a la concentracion es la absorbancia.
e Por ultimo, en el caso de la electroforesis capilar la concentracion es
proporcional a la altura del pico.
Por lo anteriormente dicho, es posible comparar la sensibilidad entre los métodos
UV directo, Shinoda y Al (lIl), analizando el valor de las pendientes. Ordenando los

métodos desde el mas al menos sensible y quedaria:

Al (lll) > UV-Vis directo >Shinoda.

Esto quiere decir que, si se desea determinar bajas concentraciones de Nar (trazas)
es mejor utilizar el metodo de Al(lll) y contrariamente, si el contenido es muy alto se
recomienda utilizar el de UV directo. Este método se caracteriza por ser rapido,
econdmico y facil ya que solo se necesita interpolar en la curva de calibracion el
valor de absorbancia de la muestra sin tratamiento para determinar la
concentracion. Entonces, el método menos sensible es el de Shinoda. Sin embargo,
estos 3 métodos espectrofotométricos no son selectivos, ya que, si se quiere
incrementar la selectividad, ésta dependera del tratamiento previo que se dé al

extracto para refinarlo.



Entonces estos métodos mediran no solo a naringina sino a aquellos flavonoides
que tengan un comportamiento similar.

Por otro lado, los resultados provenientes de la cuantificacion por medio de la
técnica de 1) EC (electroforesis capilar) son muy sensibles y selectivos ya que, al
ser una técnica de separacion, no hay traslapamiento de sefales con otros
flavonoides minoritarios. Sin embargo, la electroforesis capilar es una técnica que
no esta al alcance de muchos laboratorios, por el costo del equipo. Por lo
anteriormente expuesto, no importa si un laboratorio no tiene los recursos
econdmicos para utilizar el método por electroforesis capilar ya que los metodos
espectrofotométricos desarollados seran favorables para la determinacion de
naringina en toronja, por ser el flavonoide mayoritario. En el caso de que surja la
necesidad de analizar otras muestras que no reunan la caracteristica de flavonoide
mayoritario, entonces se recomienda utilizar electroforesis capilar o en su defecto,
reportar la determinacion como flavonoides totales utilizando de preferencia los

métodos de Shinoda y aluminio.

En lo que respecta a los tiempos de migracion se obtuvieron %RSD < 2% (Tabla
14) y de acuerdo a los criterios de aceptacion (Colegio Nacional de Quimicos
Farmacéuticos Bidlogos México A.C., 2002) podemos afirmar que el método es

preciso en el caso de los tiempos de migracion.

Tabla 14 Precision (%RSD) para tiempo de migracion de Nar

Repeticiones tm Desv. Est (s). | %RSD
1 3.837
2 3.837
3 3.858
4 3.858
5 3.859
6 3.865



Tabla 15 Resultados de las concentraciones de polifenoles en el extracto de albedo en las
diferentes condiciones de trabajo

Método mg/lg S %RSD

Albedo

EC

1 57.43805

2 55.2927

3 57.2055
Promedio (x) 56.6454 1.1772 2.0782

UV-Directo

1 76.3482

2 75.8564

3 80.2315
Promedio (x) 77.4787 2.3966 3.0932

Shinoda

1 25.8822

2 25.9437

3 22.7654
Promedio (x) 24.8638 1.8175 7.3098

Aluminio

1 30.0168

2 31.6236

3 28.1164
Promedio (x) 29.9190 1.7556 5.8679

Con lo anterior se puede ver que las diferencias son muy grandes entre el UV-
directo y los métodos (Tabla 15) 3 y 4 (Shinoda y aluminio); en el caso de los
métodos de Shinoda y aluminio ambos entran en las concentraciones de polifenoles
totales reportados en literatura, también se puede apreciar que los resultados de los

métodos 1y 2 (EC y UV directo). Tienen valores muy similares.

En la Tabla 16 se muestra los parametros, su respectivo error y los coeficientes de
la regresion lineal de la curva de electroforesis capilar. El coeficiente de

determinacién es mayor al 98%, por lo que los datos se ajustan al modelo lineal.



Tabla 16 Parametros y coeficientes de la regresion

Parametro Valor Parametro Valor Coeficiente Valor
estimado estimado
Intercepto 377.201 Sbo 364.499 Correlacion (r) 0.9949
bo
Pendiente 1.13E+08 Sb1 2.83E+06 Determinacion 0.99
b+ (r?)

En la tabla 17 se muestran los resultados del analisis ANOVA de donde se obtiene

los valores de MSrpa, MSep que son los cuadrados medios para las varianzas de

los residuales de la carencia de ajuste y el error puro respectivamente; éstos se

obtuvieron del analisis ANOVA que reporta el software Statgraphics Centurion XVI®

y los respectivos grados de libertad (g.d.l.). Para un 95% de confianza (0=0.05), se

considero que k es el numero de puntos de la curva de calibracion y n es el numero

total de corridas realizadas; de acuerdo con lo anterior, se obtuvo los grados de

libertad para MSrpa, MSep cuyos valores son k-2 y n-k respectivamente, de esta

forma se establecio el valor de Fiabias. A partir de estos datos y de acuerdo con la

siguiente Ec se calculd Fexp, 0 cual se obtuvo de la siguiente Ec con el siguiente

valor:

Tabla 17 Resultados del analisis de varianza con falta de ajuste (ANOVA).

MS

FDA

E.,, =
Exp MSU,

1.87E+06

253590 /38

exp=

Fuente Suma de g.d.l. Cuadrado F
Cuadrados Medio (MS) experimental
(SS)
Modelo 1.05E+09 1 1.05E+09
Residuo 1.05E+07 16 658286
-Carencia  7.49E+06 4 1.87E+06 7.38
de Ajuste
-Error 3.04E+06 12 253590
Total 1.06E+09 17
(Corr.)




Una vez determinados los valores de Fexp y Ftabias S€ cCOmparan para establecer si

hay o no un ajuste al modelo de acuerdo con las siguientes pruebas de hipoétesis:

Ho= Fexp < Ftablas = Hay ajuste al modelo
H1= Fexp > Frablas = Hay falta de ajuste al modelo

Por lo que se cumple lo siguiente:

H1= Fexp > Ftavias = 7.38 > 4.13, por lo tanto, no hay ajuste de los datos al modelo

lineal. Se acepta H1

Por ultimo, se determinoé el intervalo de confianza para la pendiente el cual resultd
ser 118729866,106787183.1, éste no incluye el cero, de esta forma se acepto el

intervalo y de nuevo se ve un ajuste al modelo lineal (tabla 18).

Tabla 18 Valores de los términos utilizados para el calculo

Termino Valor
X 0.002
2y 229335.000
2x? 2.98597E-07
2y? 3977495009
Xy 34.41386803
Shb1 2830019.652

Ttablas 2.11

IC 118729866,
106787183.1




Conclusiones

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas que presenta la Naringina se
desarrollaron 4 metodologias para la deteccion y cuantificacion de Naringina en el
albedo de toronja (Citrus x paradisi) mediante dos técnicas analiticas altamente
utilizadas en laboratorios: Espectrofotometria y Electroforesis Capilar.

La implementacion de dichas técnicas fue con el propdsito de comparar no
solamente los resultados obtenidos de la cantidad del analito en estudio sino
también qué tan factible es llegar a utilizar alguno de estos métodos de manera
rutinaria en diversos laboratorios.

Se encontraron las condiciones Optimas para la medicion de flavonoides totales en
muestras vegetales por 4 métodos: 1) EC, 2) UV directo del flavonoide, 3) Reaccion
de reduccion del flavonoide a antocianidina (Shinoda) y 4) Complejacion del
flavonoide con Al (ll1).Sin embargo, la metodologia de EC al ser una técnica de
separacion, aumenta considerablemente la sensibilidad y selectividad al momento
de cuantificar e identificar a la naringina, por lo tanto, se pudiera considerar ésta

como la mejor opcién para llevar a cabo como analsis rutinario.
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Anexo

Equipos
) op Electroforesis capilar P/ACE MDQ, Beckman Coulter, Con detector de

arreglo de diodos (DAD), Acoplado a computador con Software 32 Karat
(Beckman Coulter, USA).

e Espectrofotometro UV-Vis (Halo XB-10 /VIS-20)

e Desionizador de agua tipo (mili Q plus Millipore, USA)

e Potenciémetro (sens ION + PH13 044008)

e Agitador Magnético (Thermolyne, MIRAK)

e Centrifuga (Beakman Coulter, Allegra 21)

Reactivos

Naringina (NAR), Reactivo analitico (SIGMA) (90%)

¢ Nitrito de Sodio, Reactivo analitico (MONTERREY) (99.8%)

e Magnesio, Purificado (J.T. BAKER) (99.98 %)

e Nitrato de Aluminio, Reactivo analitico (MEYER) (98%-102%)
e Hidroxido de sodio, Reactivo analitico (MONTERREY) (99.8%
e Borato de sodio, Reactivo analitico (J.T. BAKER) (100 %)

e Acido clorhidrico, Concentrado (J.T BAKER) (36 %)

Preparacion de soluciones

e Estandar directo (Nar).

En un matraz volumétrico de 5.0 mL se colocaron 0.0254 g de Nar reactivo analitico
y disolvieron con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz volumétrico de 25 mL se
colocaron 0.5 mL de la disolucion preparada y se llevé a la marca de aforo con la

misma mezcla de disolventes (Solucion 1).



e Cinética de reaccion de Shinoda.

En un matraz volumétrico de 25 mL se disolvieron 0.0322 g de Nar reactivo analitico
con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz volumétrico de 10 mL se colocaron 0.5
mL de la disolucion anterior y se adicionaron 2.0 mL de acido clorhidrico
concentrado, 0.011 mg de magnesio metalico y la disolucién se llevé a la marca de
aforo con etanol-agua (80:20 v/v) Solucién 2.

e Reaccion de Shinoda.

En un matraz volumétrico de 25.0 mL se disolvieron 0.0596 g de Nar reactivo

analitico con etanol- agua (80:20 v/v) (Solucion 3).

e Cinética de reacciéon con Aluminio

En un matraz volumétrico de 25.0 mL se disolvieron 0.0185 g de Nar reactivo
analitico con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz volumétrico de 10 mL se
colocaron 3.0 mL de la disolucion anterior y se afiadieron 0.6 mL de NaNO2 (5%),
0.5 mL de Al (NOs3)3(10%) y 3 .0mL de NaOH (5%) y se disolvieron con etanol-agua
(80:20 v/v) (Solucion 4)

e Reaccion de Al

En un matraz volumétrico de 5.0 mL se disolvieron 0.0174 g de Nar reactivo analitico
con etanol-agua (80:20 v/v). En un matraz volumétrico de 25.0 mL se colocaron 0.5
mL de la disolucién anterior y se llevo a la marca de aforo con etanol-agua (80:20

vIV) (Solucién 5).



e Electroforesis Capilar (EC)

Solucion buffer de boratos 20 mM

En un matraz volumétrico de 50 mL se colocaron 0.9565 g de borato de sodio (a
partir de tetraborato de sodio) y se disolvieron con agua desionizada. En un matraz
volumétrico de 25 mL se colocaron 10.0 mL y llevaron a la marca de aforo con agua

desionizada (Buffer de trabajo) (Solucion 6).

En un matraz volumétrico de 25 mL se disolvieron 0.0171 g de Nar reactivo analitico

con etanol-agua (80:20 v/v) (Solucion7).

e Extracto

En un vaso de precipitados de 50 mL se coloc6 un gramo de polvo de albedo seco
y se agregaron 25 mL de etanol-agua(80:20 v/v). La mezcla se coloco en baino
ultrasoénico por 30 min manteniendo la temperatura a 30°C. Finalizado el tiempo la
mezcla se coloco en una centrifuga a 3500 rpm por 15 min. En un matraz
volumeétrico de 20 mL se coloco el sobrenadante separado y se llevd a la marca de
aforo con agua desionizada. En un matraz volumétrico de 10 mL se colocd 1 mL de
la disolucion anterior y se llevo al volumen con agua desionizada. En otro matraz
volumétrico se colocaron 4 mL de la disolucion anterior y se completé al volumen
con agua desionizada. Esta disolucion se utilizé para la cuantificacion. El proceso
se realizo protegido de la luz para evitar la degradacion de los compuestos fendlicos.
En la cuantificacion por transformacién quimica con magnesio (reaccion de

Shinoda) se omitié la dilucion de 1 mL en 50 mL.
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