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Resumen

El procesamiento industrial de frutos de citricos genera una gran cantidad de desechos soélidos ricos
en flavonoides, vitaminas, pectinas y celulosa. Citrus limén var. Criollo, es una fruta rica en
flavonoides tales como hesperidina, diosmina, naringenina, eriocitrina. El objetivo de este trabajo fue
estudiar un proceso de extraccion de citroflavonoides y acido ascérbico a partir de residuales de esta
fruta. Se evaluaron dos variantes de extraccion por maceracion a 24, 48 y 72 horas, determinandose
el contenido de flavonoides totales y acido ascorbicos extraidos. Los resultados mostraron que la
variante en la cual se us6 etanol como medio de disolucion es la mas adecuada para la extraccion de
citroflavonoides en condiciones de maceracion. En estas condiciones se garantiza ademas, la
presencia de cantidades de acido ascoérbico, el cual contribuye a incrementar las potencialidades
antioxidantes y la calidad del extracto.

Palabras clave: Citroflavonoides, acido ascorbico, Citrus limén var. Criollo, maceracion, soélidos
totales.

Maceration of residual of Citrus limén var. Criollo

Abstract
The industrial processing of citrus fruits generates a large amount of residual solids rich in flavonoids,
vitamins, pectin and cellulose. Citrus limén var. Criollo, is a fruit rich in flavonoids such as hesperidin,
diosmin, naringenin and eriocitrin. The aim of this work was to study an extraction process of
citroflavonoids and ascorbic acid from residual solids of this fruit. Two variants of extraction process by
maceration at 24, 48 and 72 hours were evaluated. Total flavonoid and ascorbic acid content were
determined. The results showed that the best extraction of citroflavonoids was between 48 and 72
hours with ethanol. Under these conditions, presence of amounts of ascorbic acid was determined,

which contributes to increase the antioxidant potential and extract quality.
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Introduccién

El limon es el fruto del limonero, arbol de hoja perenne y espinoso de la familia de las rutdceas. Este
arbol se desarrolla con éxito en los climas templados y tropicales, cultivandose actualmente en todo el
mundo.
Esta fruta aporta una gran cantidad de vitamina C, potasio y cantidades menores de otras vitaminas y
minerales. La pulpa, contiene &cidos organicos como el 4cido citrico, &cido médlico, &cido acético y
acido férmico. Es buena fuente de fibra soluble como la pectina y la capa blanca que se encuentra
debajo de la corteza presenta flavonoides fundamentalmente hesperidina (el mas abundante) y otros
como diosmina, naringenina, eriocitrina. Estos componentes son responsables de las actividades
farmacoldgicas como el efecto antiinflamatorio, venoténicos y vasoprotectores. Diversos estudios han
demostrado que la hesperidina y la diosmina actian como agente flebotrépico y protector vascular,
refuerzan la pared de los vasos capilares, otorgandole mayor elasticidad a las arterias y
disminuyendo la formacién de trombos.*®
El procesamiento industrial de frutos de citricos genera una gran cantidad de desechos sélidos,
formado fundamentalmente por cascaras y bagazo de las diferentes frutas utilizadas para la
elaboracion de jugos y néctares, lo que representa aproximadamente el 50% de la masa total del fruto
original.”® Los mismos son una fuente importante de aceites esenciales, pectinas, celulosa,
pigmentos, vitaminas y polifenoles, en especial los citroflavonoides.® Se ha reportado que los
flavonoides estan presentes principalmente en la cascara y bagazo, considerandose que los
mayoritarios son hesperidina y la naringina.® El objetivo principal de este trabajo fue evaluar un
proceso de extraccion de citroflavonoides y acido ascorbico a partir de residuales del Citrus limén var.
Criollo.

Materiales y Métodos
Material vegetal
Se utilizaron céscara y hollejos de frutos maduros de la variedad de limoén criollo (Citrus limén var.
Criollo), colectadas en la Estacion Experimental de Plantas Medicinales Dr. Juan Tomas Roig, en la
provincia de Artemisa, Cuba. La identificacion de la especie fue realizada por el Dr Victor Fuente.
Una muestra de la especie fue depositada en el herbario de la propia estacion experimental (ROIG
4782). Las cascaras y hollejos fueron lavadas con abundante agua y desinfestadas con solucién de
hipoclorito de sodio al 2 % durante 15 minutos. Se dejaron escurrir al aire y se molieronen molino de
cuchilla (CEMOTEC, Suecia) recogiendose la masa y el liquido en un recipiente tarado.
Preparacion de los extractos
La pulpa de masa molida se pesoé y trasvaso a un reactor de acero inoxidable de tipo tanque agitado

de 5 L de capacidad, provisto de un agitador de propela marina. Se adicionaron 2 L de disolvente
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(variante 1: Etanol y variante 2: solucion hidroalcohdlica 70%) en una proporcion 1:5 masa/volumen y
se dejé macerar con agitacion de 15 min cada cierto tiempo. Transcurrido el tiempo de maceracion, el
extracto fue filtrado al vacio utilizandose como medio filtrante lona (algodén XX, 2 mm) (Filtronic,
Brasil) para eliminar el residual vegetal. Se estudiaron como tiempo de maceracion 24, 48y 72 h.
Métodos de ensayos
Las determinaciones del contenido de flavonoides totales se realizaron aplicando la metodologia
descrita por Leal.’® Se midieron las absorbancias del estandar y de las muestras en un
espectrofotdbmetro UV-Vis (Rayleigh UV-2601, China), a una longitud de onda méaxima de 285 nm,
utilizando agua como blanco. Los resultados obtenidos se reportan como mg por cada 100 mL.
Se prepar6 una curva tipo utilizando 10 mg de estandar de hesperidina, el cual se disolvié en 0,5 mL
de dimetilformamida. Se mezclé agitandose de forma circular hasta disoluciéon de la muestra y se
enraso con agua destilada. Se tomaron alicuotas a diferentes concentraciones de hesperidina, en un
rango de 0-100 (ug/mL). Para la preparacion de la muestra se tomaron 5 mL de los extractos
obtenidos y se trasvasaron a un matraz aforado de 25 mL de capacidad que se enrazé con agua
destilada. De esta solucién se tomé una alicuota de 5 mL que se trasvas6 a un volumétrico de 25 mL
de capacidad, enrasando con agua destilada.
Las determinaciones del contenido de acido ascoérbico se realizaron por Cromatografia Liquida de
Alta Resolucibn (KNAUER, Alemania). Se emplearon para ello las siguientes condiciones
experimentales: Precolumna Aluspher® 100 (RP-select B 5mm) con Columna Lichrospher® 100, RP
18 (25 cm de longitud y 4 mm de diametro y 5 micras), utilizandose como fase movil una solucién de
heptanosulfonato de sodio en agua (pH = 3,5) y detector UV a una longitud de onda de 280 nm. El
flujo de la fase mévil fue de 0,5 mL/min y el volumen de inyeccion fue de 20 pL. Como estandar de
referencia se utilizé acido ascorbico pa. (Merck). Se prepar6 una curva de calibracibn con
concentraciones que oscilaban entre 100 y 1000 pg/100 mL. Los resultados obtenidos se reportan
como mg por cada 100 mL.
Las determinaciones de sélidos totales y pH se realizaron segun lo establecido por la Farmacopea
Brasilefia.'* Todos los andlisis se realizaron por triplicado.
Analisis Estadistico
La comparacion de los lotes fue realizada mediante un analisis de varianza (ANOVA) para conocer si
existian diferencias significativas entre los mismos. Los resultados fueron considerados significativos
para p < 0.05.

Resultados
La figura 1 muestra el contenido de flavonoides totales obtenido para cada variante de extraccion

estudiada. En la tabla | se presenta el contenido de estos metabolitos en 100 g de material vegetal
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para cada uno de los tiempos estudiados. Como se puede observar cuando se utilizé6 etanol como
medio de disolucion, la cantidad de flavonoides totales extraidos fue superior a la cantidad extraida al
emplear la solucién hidroalcohdlica. El andlisis estadistico mediante ANOVA demostro que la variante
1 es significativamente diferente a la variante 2 (p = 0,0385). Por otro lado, al evaluar ambas
variantes por separado, se observé que en ambos casos existian diferencias significativas entre las
24hylas48 h (p =0,0485y p = 0,0421 para variante 1 y variante 2, respectivamente), no existiendo
diferencias significativas entre las 48 hy las 72 h (p = 0,0952 y p = 0,0856 para variante 1 y variante

2, respectivamente).
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Figura 1: Analisis de flavonoides totales para cada variante y a cada tiempo estudiado

Tabla I: Analisis de flavonoides totales (mg / 100 g material vegetal) para cada variante y
tiempo estudiado.

Tiempo (h) 24 48 72
Variante 1 23,9/0,302 247/0,26° 25,7/0,21°
Variante 2 19,2 /0,09 ¢ 21,4/0,11¢ 21,9/0,17 ¢

Nota: Letras desiguales difieren significativamente para p < 0,05

La figura 2 muestra el contenido de &cido ascorbico extraido para cada variante estudiada en el
tiempo. Se observa que existen diferencias significativas entre las variantes estudiadas a partir de las
48 h de extraccion (p = 0,0326), siendo superior la extraccion cuando se utiliza solucién
hidroalcohélica como medio de disolucién. El andlisis individual para cada variante demostré que en
la variante 1 no hay diferencias entre los tiempos de extraccion, no ocurriendo lo mismo al evaluar la
variante 2 donde existe diferencias entre las 24 h y las 48 h (p = 0,0462) y no existen diferencias
entre las 48 hy las 72 h (p = 0,0735).
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Figura 2: Comportamiento en el tiempo del contenido de &cido ascOrbico para cada variante

La figura 3 muestra los resultados para el contenido de sélidos totales extraidos en cada variante en
el tiempo. Se observa una marcada diferencia (p = 0,0268) entre los sélidos extraidos en la variante 1
y los extraidos en la variante 2, siendo superiores en esta Gltima variante. No se observaron

diferencias entre los diferentes tiempos de extraccion al evaluar cada variante por separado.
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Figura 3: Comportamiento en el tiempo del contenido de sélidos totales para cada variante

Con relacion al pH, el comportamiento fue similar para cada variante, estando el mismo comprendido
entre 4 y 5, lo que se considera adecuado para este tipo de extracto. Por otro lado, desde el punto de
vista cualitativo todos los extractos fueron transparentes, de color amarillo claro y con olor
caracteristico.

Discusion
Los flavonoides son grupos de compuestos polifendlicos encontrados mayormente en frutas y
vegetales. En los citricos las principales metodologias de extraccion se realizan mediante

percolacion, suspension y/o solvatacion de la materia prima en el medio de extraccion. Debido a su
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caracter fendlico y la presencia de sistemas aromaticos conjugados, presentan una alta solubilidad en
agua y etanol, disolventes que generalmente se utilizan para su extraccion.** **

Se ha reportado que dentro de los flavonoides presentes en plantas del género Citrus, la rutina, la
hesperidina y la diosmina son los mayoritarios en el limon. Por otro lado, la presencia de cumarina y
acidos organicos como el acido citrico y el acido ascorbico aparecen entre los componentes
mayoritarios presentes juntos a los flavonoides. La presencia de estos ultimos ayudan al incremento
de la accién antioxidante e incrementan la capacidad farmacolégica de los mismos.*

En el caso especifico de los resultados alcanzados en este trabajo, se observé que en la variante en
la cual se empled como disolvente etanol (variante 1), la cantidad de flavonoides totales extraidos fue
superior al caso en que se empled una soluciéon hidroalcohélica como medio de disoluciéon. Este
resultado era de esperar pues se conoce que los flavonoides son extraidos por solventes polares,
siendo el etanol uno de los solventes que mas facilmente extraen a los mismos y uno de los mas
empleados en la industria farmacéutica y alimenticia debido a su baja toxicidad. *°

Por otro lado, los valores de flavonoides totales extraidos son inferiores a los reportados por otros
autores para extracciones con etanol a partir del limén. Esto puede estar motivado por la no
utilizacion de otras variables para acelerar el proceso de extraccidbn como puede ser la temperatura.
En los casos reportados en la literatura,’* se realizan con etanol extracciones dinamicas a
temperaturas de 80 °C, obteniendo concentraciones de flavonoides totales que oscilaban alrededor
de 0,3 g cada 100 g de material vegetal.

Por otro lado, el acido ascorbico es la mas popular de las vitaminas hidrosolubles por los grandes
beneficios que reporta a la salud humana. La misma se afecta con facilidad por factores tales como la
humedad, la luz, el aire, el calor, los iones metalicos y el medio alcalino, descomponiéndose a acido
oxalico, acido L-trednico, acido L-xilénico, &cido L-lixénico y acido dehidroascorbico. Este dltimo se
transforma irreversiblemente en 4cido 2,3 diceto-L gluconico, el cual constituye su principal producto
de degradacion. *°

Los resultados en este estudio demostraron que aunque en ambas variantes se extrae el acido
ascorbico, es en la variante 2 donde la extraccion es superior debido a su hidrosolubilidad y la
presencia del agua en la solucion extrayente.

Por otro lado, la presencia de ambos componentes en los extractos es beneficiosa debido al
sinergismo que se establece entre ellos. Se ha reportado que el acido ascérbico reduce la oxidacion
de los flavonoides tales como la quercetina, de manera tal que al combinarse permite al flavonoide
mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo y a la vez, los flavonoides evitan el
proceso de oxidacion de las vitaminas presentes en el extracto, por lo cual la presencia de unos

favorecen a los otros y viceversa.'® Esto tiene una importancia a la hora de estudiar estos extractos,
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pues aunque el objetivo fundamental es la extraccion de los citroflavonoides, la presencia de una
fraccion de &cido ascérbico favorece la calidad del mismo.

En conclusion, la variante 1 es la mas adecuada para la extraccion de citroflavonoides en condiciones
de maceracion por un tiempo de 48 a 72 horas. En estas condiciones se garantiza ademas, la
presencia de cantidades de acido ascorbico, el cual contribuye a incrementar las potencialidades
antioxidantes y la calidad del extracto.
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