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Resumen

La investigacion tuvo como objetivo obtener extractos de flavonoides de la cascara de naranja tangelo (Citrus
reticulata x Citrus paradisi) y aplicarlos como, antioxidante natural en el aceite vegetal Sacha inchi
(Plukenetia volubilis). La informacion se obtuvo de las pruebas experimentales, que se realizo en siete etapas:
caracterizacion fisica y quimica de la naranja tangelo y del aceite vegetal sacha inchi, obtencién de los
extractos de flavonoides por soxhlet , deteccion de los flavonoides de cada extracto por cromatografia de
capa fina y cromatografia de papel, identificacion y cuantificacion de los flavonoides por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), determinacion de la capacidad antioxidante de cada extracto de flavonoide
y finalmente se evalud la actividad antioxidante en el aceite sacha inchi, del extracto que tuvo la mayor
capacidad antioxidante, para lo cual se utiliz6 un disefio multifactorial con dos factores : extractos de
flavonoides y concentracion con tres niveles: 0,05%; 0,1% y 0,15% vy 16 bloques que son los tiempos. Los
resultados mostraron que en el extracto acuoso se encontré la mayor cantidad de flavonoides: 100,3724 mg/g,
siendo la naringina con 81,1727 mg/g el flavonoide que se encontré en mayor proporcién. A la concentracion
del 0,1% el extracto de flavonoide presentd el menor indice de perdxido a las 384 horas. Se concluye que los
flavonoides presentes en la cascara de naranja tangelo pueden ser utilizados como extractos crudos sin
necesidad de purificaciones parciales o totales, para conseguir aumentar la vida Gtil del aceite sacha inchi.
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Abstract

The purpose of this research was to obtain extracts of flavonoids from orange tangelo peelings (Citrus
reticulata x Citrus paradisi) and apply them as natural antioxidant to the vegetable oil Sacha inchi (Plukenetia
volubilis). The information was obtained from experimental tests which were made in seven steps: physical
and chemical characterization of the orange tangelo and the sacha inchi oil; extraction of flavonoids by the
Soxhlet extractor; detection of flavonoids in each extract through fine layer chromatography and paper
chromatography; identification and quantification of flavonoids by high resolution chromatography liquid
(HPLC); determination of the antioxidant capacity of each extract of flavonoid, and finally evaluation of the
antioxidant activity in oil sacha inchi, of the extract with the higher level of antioxidant capacity using a
multifactorial design with two factors: extracts of flavonoids and concentration at three levels: 0.05%; 0.1%
and 0.15%, and 16 blocks which are the times. The results showed that the liquid extract had the greatest
quantity of flavonoids: 100.3724 mg/g, being naringine with 81.1727 mg/g, the flavonoid found in greatest
proportion. At a concentration of 0.1%, the extract of flavonoid showed the lowest index of peroxide at 384
hours. It is concluded that the flavonoids present in the orange tangelo peeling can be used as raw extracts,
without needing partial or total purification, to increase the sacha inchi oil life.

Keywords: Orange tangelo; sacha inchi; flavonoid; antioxidant capacity; antioxidant activity.
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1. Introduccion

En el Pert se cultivan muchas especies y
variedades de citricos, desde que fueron
traidos por los espafioles. La naranja
tangelo se cultiva en el departamento de
Ica, siendo la produccion de 19988 miles
de toneladas para el periodo enero - abril
del afio 2014 (Ministerio de Agricultura y
Riego, 2014).

Alrededor de un tercio de frutas citricas
van a producir jugo fresco o bebidas a base
de citricos. El rendimiento de jugo de
frutas citricas representa la mitad del peso
de la fruta, y por lo tanto una gran cantidad
de desecho de pulpa y cascara es
producido cada afio a nivel mundial (Li et
al., 2006). En la agricultura y produccion
tradicionales, estos residuos (cascaras)
tienen valor bajo o nulo y adn pueden
constituir un problema ambiental debido a
su acumulacion cerca de las zonas
industriales. Los residuos generados han
sido tradicionalmente transformados en
salvado peletizado para alimento de
animales (Rezzadori et al., 2012)

Sin embargo, se ha encontrado que las
cascaras son la principal fuente de
polifenoles en frutas citricas (Padilla-
Camberos et al.,, 2014). Residuos de
cascara de  naranjas dulces y amargas,
limones y mandarinas han probado ser
fuente importante de &cidos fendlicos y
flavonoides, principalmente polimetoxifla-
vonas (PMFs), flavanonas, y flavanonas
glicosiladas (Wang et al., 2014; Xi et al.,
2014).

De otro lado, algunos estudios han
argumentado que los flavonoides agliconas
exhiben una mayor capacidad antioxidante
y eficiencia para captar radicales que sus
respectivos glucdsidos (Cavia-Saiz et al.,
2010).

Para sustituir aditivos sintéticos tales como
hidroxianisol butilado (BHA) y hidroxi-
tolueno butilado (BHT), debido a sus
efectos cancerigenos (Ak y Gilcin, 2008)
y efectos toxicos (Moure et al., 2001), los
compuestos naturales han recibido mucho
interés en los dltimos afios. Entre estos
compuestos, el extracto fendlico de céscara
de naranja parecia ser una interesante

alternativa. En efecto, los citricos deben su
actividad biologica en gran medida a la
presencia de fenoles y flavonoides, meta-
bolitos secundarios de las plantas que se
oxidan facilmente, por lo que constituyen
potentes antioxidantes (Li et al., 2009). El
paso limitante para el uso de estos
compuestos es su extraccion de la materia
prima.

Dadas las propiedades antes mencionadas
de los flavonoides presentes en los citricos,
en esta investigacion se plantea el
acondicionamiento del aceite sacha inchi
(el cual presenta altas concentraciones de
acido linoléico y linolénico, elevado indice
de yodo y por ende susceptibles a las
reacciones de oxidacion) con extractos de
flavonoides provenientes de la cascara de
tangelo (Citrus reticulata x Citrus
paradisi) como sustituto de agentes
antioxidantes de origen natural.

2. Materiales y métodos

2.1 Etapas preliminares de las materias
primas

Se recolectd un lote de 30kg de naranjas
tangelo (Citrus reticulata x  Citrus
paradisi), variedad, Minneola del fundo:
Los Angeles, ubicado en la Panamericana
Sur 2455 km, Pisco. Las muestras se
trasladaron en un saco de 30kg hasta las
instalaciones del Centro de Control
Analitico CENTROFARMA de la
Universidad  Nacional San  Marcos.
Facultad de Farmacia y Bioquimica.
Adicionalmente se compré 10 litros de
aceite sacha inchi (Plukenetia volubilis),
extra virgen prensado en frio, a la empresa
Peruvian Functional Foods SAC, se
trasladd en envases de vidrio de color
verde herméticamente cerrados (para
protegerlo de la luz) hasta el laboratorio.

2.2 Andlisis fisico-quimico de las mate-
rias primas

Del lote original se tom6 una muestra de
30 frutas para la determinacién de hume-
dad a las cascaras segun la metodologia de
la AOAC (2005). Al jugo extraido se
evaluaron solidos solubles, expresados
como °Brix, mediante refractdbmetro marca

-420-



M. Tenorio-Dominguez / Scientia Agropecuaria 7 (4) 419 - 431 (2016)

Baush & Lamb modelo Abbe 3L (AOAC,
2005), acidez io6nica mediante un
potencidmetro marca Oridén, modelo SA
720 y acidez titulable segun la metodologia
de la AOAC (2005). A una muestra de
250ml de aceite sacha inchi extra virgen y
libre de antioxidantes sintéticos, se le
determin6 indice de perdxido, indice de
yodo, indice de saponificacion e indice de
acidez, segun la metodologia de la AOAC
(2005).

2.3 Metodologia experimental

2.3.1 Obtencion de harina de cascara de
naranja tangelo

Las naranjas seleccionadas se sumergieron
en agua corriente y se frotaron manual-
mente con la finalidad de eliminar residuos
de polvo y materia organica que pudiese
estar adherida a las cascaras, luego las
cascaras fueron desprovistas del albedo
(parte blanca) y cortadas en trozos de 4 cm
aproximadamente, usando para ello cuchi-
llo de acero inoxidable. Posteriormente
sometidas a secado en una estufa al aire,
marca Baby Mammoth. Watts 600, Volts
115, Hp 1/3 a una temperatura de 45°C
hasta alcanzar una humedad comprendida
entre 7% y 10%. Luego se efectué una
molienda utilizando un procesador de ali-
mentos marca Moulinex, con el propésito
de obtener la granulometria (Tamiz marca
Sardo apertura 0,25 mm) deseada para
facilitar asi el proceso de extraccion
(Moreno-Alvarez, 2000). La harina de
céascaras de naranja fue empacada en papel
aluminio luego en bolsas de polietileno
selladas herméticamente y posteriormente
almacenadas a -10 °C antes de usar.

2.3.2 Obtencion de
flavonoides

El método descrito por Lock (1994) y Wan
et al. (2015) con algunas modificaciones se
utilizé para la extraccion de flavonoides.
Se pesaron tres cantidades diferentes de
harina de cascara de naranja: 259,59y
7,5 g por triplicado, luego se realiz6 una
extraccion secuencial, para lo cual a las
muestras secas y molidas se elimind
clorofila 'y lipidos con éter de petréleo, y el

los extractos de

marco se extrajo con metanol al 70%, para
garantizar la extraccion de los mas polares,
el extracto obtenido se evapord con
calentamiento no superior a 50 °C y se
realizd extracciones sucesivas con éter
etilico, acetato de etilo. De esta manera los
flavonoides apolares quedaron en la fase
etérea, los medianamente polares en la fase
acetato de etilo y los mas polares en la fase
acuosa resultante.

Como se trabajé con tres diferentes pesos
de harina de céscara de naranja (2,59;5¢
y 7,5 g) para obtener los extractos, se
identificaron de la siguiente manera:

M1, M2 y M3 = Extracto metandlico.

M4, M5y M6 = Extracto éter etilico.

M7, M8 y M9 = Extracto acetato de etilo.

M10, M11 y M12= Extracto acuoso.

Luego a cada uno de los extractos obteni-
dos se realizé un screenig o tamizaje fito-
guimico y un reconocimiento de flavo-
noides mediante la reaccion de color:
Ensayo de Shinoda.

2.3.3 Deteccién de flavonoides de cada
extracto utilizando técnicas cromato-
graficas

Las técnicas cromatograficas utilizadas
para la deteccion de flavonoides fueron:
cromatografia de capa fina y cromatografia
de papel.

Técnica de cromatografia de capa fina

El método descrito por Lock (1994) y
Barron-Yanez et al. (2011) con algunas
modificaciones se utiliz6 para cromato-
grafia de capa fina. La técnica elegida fue:
Cromatografia en capa fina unidimensional
ascendente, en Silica (gel 60 Fzss. 20 x 20
cm (Merck), y como eluyente se utilizo
una mezcla de butanol: acido acético: agua
destilada (BAW) en una proporcion de
40:10:50 % (v/v) fase superior. El tiempo
de desarrollo del cromatograma fue de seis
horas a 18-20 °C. Los estandares utilizados
fueron quercetina, naringina, rutina, hespe-
ridina, neohesperidina, luteolina, kaemp-
ferol, que fueron comprados de Sigma-
Aldrich (St Louis, Missouri USA), se
prepararon como soluciones de 0,5% en
metanol y 10 pl fue usado en la placa
cromatografica. Los extractos de flavo-
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noides: M3, M6, M9, M12 / 10 pl son
utilizados por tener estos extractos mayor
cantidad de harina de cascara de naranja
(7,5 9). Las placas se visualizaron con luz
ultravioleta a una longitud de onda de 366
nm y se revelaron por aspersion de los
reactivos: vapores de amoniaco, FeCls al
5% en metanol, H> SO4 al 50% en metanol.
La codificacion: orden de adicion de
estandares y muestras en la placa croma-
togréafica fue 1 = quercetina, 2 = naringina,
3 = rutina, 4 = hesperidina, 5 = neohes-
peridina, 6 = luteolina, 7 = kaempferol, 8 =
M3, 9 = M6, 10 = M9, 11 = M12.

Técnica de cromatografia de papel

El método descrito por Lock (1994) y
Cartaya y Reynaldo (2001) con algunas
modificaciones se utilizd para cromato-
grafia de papel. Se realiz6 cromatografia
descendente utilizando papel Watman N° 1
de 46 cm x 11 cm, el nimero de sembradas
de estandares y extractos fue de 40 con un
capilar, visualizandose en manchas de 6
mm a 10 mm y con separacion de no
menos de 3 cm y como eluyente se utilizd
una mezcla de butanol: acido acético: agua
destilada (BAW) en una proporcion de
40:10:50 % (v/v) fase superior. El tiempo
de desarrollo del cromatograma fue de 12
h a 18-20 °C y el secado de 3 h. Los
estandares utilizados fueron quercetina,
naringina, rutina, hesperidina, neohespe-
ridina, luteolina, kaempferol. Los extractos
de flavonoides utilizados fueron: M3, M6,
M9, M12. El papel fue visualizado con luz
ultravioleta a una longitud de onda de 366
nm y se revelaron con vapores de
amoniaco.

2.3.4 Analisis de flavonoides por HPLC

La identificacion y cuantificacién de los
flavonoides presentes en los distintos
extractos se llevo a cabo por cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) por la
comparacion con los Tr (tiempo de
retencion) de los estandares o patrones de
flavonoides puros y de los espectros
correspondientes (Castro-Vasquez, 2015).
A cada extracto que fue obtenido inicial-
mente por extraccion liquido liquido se
tuvo que realizar una extraccion en fase

sOlida para poder extraer el analito
(flavonoide) lo mas purificado para asi
poder ser analizado por HPLC, utilizando
un equipo de extraccion, con bomba,
marca Sepack. Luego los extractos de
flavonoides y estandares fueron analizados
por HPLC (Agilent Serie 1200) en fase
reversa, con una bomba binaria SL Serie
1200, inyector automatico de alto rendi-
miento LS Plus Serie 1200, provisto de un
detector de longitud de onda variable SL
Plus Serie 1200. Se utilizd una columna
Terra RP-C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 pm)
a 40 °C. La deteccion se realizé de 254nm-
300 nm. Como solventes de la fase movil
se empled, solvente A: 0,1 % A&cido
fosférico-acetonitrilo y solvente. B: 0,1%
acido fosforico-Agua. El gradiente de
solventes fue como sigue: 0 min 5%A, 3
min 40% A, 8 min 40% A, 20 min 5% de
A, a una velocidad de flujo de 1,0 ml /
min, y un volumen de inyeccion de 40 pl
de los estandares: quercetina, naringina,
rutina, hesperidina, neohesperidina, luteo-
lina, kaempferol y los extractos de flavo-
noides: M3, M6, M9, M12.

2.3.5 Capacidad Antioxidante

El ensayo DPPH se realiz6 de acuerdo con
el método propuesto por (Alafién et al.,
2011), donde se uso el radical 1,1-difenil-
2-picrilhydrazyl como un radical estable.
Se procedié a determinar la capacidad
antioxidante, para los diferentes extractos
de flavonoides, a las concentraciones de 25
ug/ml, 50 ug/ml, 100 ug/ml, utilizando el
radical DPPH de Sigma-Aldrich en solu-
cién metanolica, leyendo la absorbancia en
un espectrofotdbmetro a 517 nm, marca
Helios Zeta UV-Vis. Los extractos se
concentraron hasta la total eliminacion de
los solventes, utilizando un rota vapor
Buchi R-205. Se determiné la capacidad
antioxidante (% de captacién de radical
libre), mediante la siguiente férmula:

Capacidad antioxidante = [1- (A2-
A3)/A1]x100.
Donde: Al = absorbancia del patrén de
referencia (Abs. DPPH). A2 = absorbancia de
la muestra. A3 = absorbancia del blanco de la
muestra.
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2.3.6 Actividad Antioxidante

Se evalu6 la actividad antioxidante del
extracto que tuvo la mayor capacidad anti-
oxidante, con la determinacion del indice
de perdxido al aceite vegetal sacha inchi
(Plukenetia volubilis), a través del tiempo.
La actividad antioxidante se evaluo
mediante el método Schaal (Mehlenbacher,
1979), el cual se basa en colocar muestras
de aceite bajo condiciones intensivas de
temperatura constante en una estufa. Se
pesaron muestras de 250 g de aceite sacha
inchi en vasos de precipitado de 500 ml a
los cuales se les adicionaron cantidades
independientes de los extractos de flavo-
noides que tuvieron la mayor capacidad
antioxidante resuspendidos en el aceite
sacha inchi, empleando concentraciones de
0,05 %; 0,1% y 0,15% y una muestra
control a la cual no le fue adicionado
extracto de flavonoide. Todas las muestras
fueron sometidas a la prueba de la estaba-
lidad a la estufa (Marca Baby Mammoth.
Watts 600, Volts 115, Hp 1/3) a una
temperatura constante de 60 + 1 °C. Segui-
damente a cada una de las muestras
acondicionadas con extractos de flavonoi-
des y al control se les determino el indice
de peroxido por triplicado cada 24 h, al
momento de comenzar el ensayo de la
estufa, hasta que las muestras o el control
alcanzaron un valor de peréxido de 100
meq O2/kg (AOM, Active Oxygen
Method).

2.4 Analisis estadistico

Para determinar las diferencias significa-
tivas entre los extractos de flavonoides,
concentraciones y tiempos se aplicé la
prueba estadistica de analisis de varianza
(ANOVA) (p < 0,05), para lo cual se
utiliz6 el paquete estadistico Statgraphics
Plus 4.0. Este programa ademas nos
permitié dar un grafico de superficie de
respuesta estimada de los datos experi-
mentales, con lo que se pudo inferir cual es
la region donde se encuentra el indice de
per6xido mas bajo y a que concentracion
corresponde. Asi mismo este programa,
nos permitié hacer un analisis de compa-
raciones multiples de las pendientes de los

modelos matematicos de las curvas expo-
nenciales obtenidas para determinar las
diferencias significativas entre las pendien-
tes de diferentes concentraciones (0,05%;
0,1% y 0,15%) y la muestra-control.

3. Resultados y discusion

3.1 Andlisis fisico-quimico de las ma-
terias primas

En la Tabla 1 se presentan los resultados
de la caracterizacion fisicoquimica del
jugo, céscaras y harina de la naranja
tangelo. El indice de madurez obtenido
mediante la relacién °Brix/indice de acidez
fue de 20,31 que es ligeramente menor al
de 21,66 reportado en pomelo (Citrus
paradisi Macf) (Moreno-Alvarez et al.,
2007). Un valor tan alto de indice de
madurez representa un grado Optimo de
maduracion, asi como también una ade-
cuada relacion del contenido de pigmen-
tos fendlicos presentes en las cascaras. Las
muestras fueron seleccionadas sin rastro
aparente de clorofila ya que estos meta-
bolitos son caracteristicos de los frutos
inmaduros (Badui-Dergal, 2006). Se pre-
sentan los valores obtenidos de la humedad
de la cascara y harina de cascara de la
naranja tangelo. El valor de humedad
inicial de la céascara de 66,50% y de la
harina 7,05% es similar al obtenido por
Moreno-Alvarez et al. (2004).

Tabla 1
Andlisis fisico quimico de jugo, cascara y
harina de cascara de naranja tangelo

indice de Humedad

e
Muestra °Brix Madurez** (%)

pH Acidez*

Jugo 13,2 341 0,65 20,31
9 +01 001 +001  +0,016
Cascaras f: 0510 6
. 7,05
Harina +0.016

* Expresado como &cido citrico (g)/100 mL.
** Relacion °Brix/Acidez.

En la Tabla 2 se presentan los valores
obtenidos del analisis fisico-quimico del
aceite sacha inchi. Los valores obtenidos
estan comprendidos dentro de las
especificaciones sefialados por el Codex
Alimentarius (1981) para aceites prensados
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en frio. En cuanto al valor del indice de
yodo encontrado 168,7770 (g de Y/100 g
aceite) es ligeramente superior al obtenido
por (Garcia et al., 2013) que fue de 149,43
(g de Y/100 g aceite). Este valor alto del
indice de yodo, se explica por el alto
contenido de acidos grasos insaturados que
contiene el aceite sacha inchi (Garcia et
al., 2013). En cuanto a los valores de
acidez y peroxido, estos reflejan una buena
calidad del aceite y un bajo grado de
rancidez o deterioro.

Tabla 2
Anélisis fisico-quimico del aceite de sacha
inchi

indice de Acidez
saponificacion (mg
(mg KOH/g ac) KOH/g ac)

indicede Indice de
peréxido yodo
(meq (g de Y/100
02/kg ac) g ac)
2,5692 168,7770
+0,21 +1,25

194,2976
+131

0,3349
+0,01

3.2 Obtencion de flavonoides de los
extractos

Se obtuvieron 12 extractos a partir de la
harina de cascara de naranja: extracto
metanolico (70:30): M1, M2, M3, extracto
éter etilico: M4, M5, M6, extracto acetato
de etilo: M7, M8, M9 y extracto acuoso:
M10, M11 y M12. Resultados de estudios
anteriores demuestran que el rendimiento
de la extraccion de fenoles y el contenido
de flavonoides es mayor, dependiendo la
polaridad del disolvente (Turkmen et al.,
2006; Lapornik et al., 2005), es por eso
gue se utilizo en esta investigacion metanol
y agua como disolventes polares, acetato
de etilo como medianamente polar y éter
etilico como disolvente no polar. Al ser
evaluados individualmente los 12 extractos
obtenidos por ensayos cualitativos de
reconocimiento de flavonoides (ensayo de
Shinoda) se confirmd la presencia de
flavonoides en cada uno de los extractos,
siendo muy positiva y positiva la presencia
de flavonoides en el extracto metanolico y
acuoso (Figura 1).

Se han reportado diferentes técnicas para la
extraccion de la materia prima, tales como
extraccion por solvente, extraccion por
agua caliente, extraccion alcalina, extrac-
cion asistida por enzima, extraccion asis-

tida por ultrasonido, extraccién asistida por
microondas, extraccion por presién hidros-
tatica alta y por fluido supercritico (M’hiri
etal., 2014).

Figura 1. Fotografia del ensayo de shinoda con
los 12 extractos de flavonoides.

La solubilidad depende de la forma en que
se encuentren y el nimero y clase de
sustituyentes presentes. Los glicosidos, las
antocianidinas y los sulfatos son solubles
en agua y alcohol. Las agliconas flavo-
noides altamente hidroxiladas son solubles
en alcohol (etanol, metanol y n-butanol),
mientras que las poco hidroxiladas lo son
en solventes como éter etilico, acetato de
etilo y acetona. Las agliconas flavonoides
altamente metoxiladas son solubles en
solventes menos polares como el éter de
petréleo y el cloroformo (Martinez, 2005).

3.2.1 Sreenig fitoquimico de los extrac-
tos

Se realizaron los siguientes ensayos: ensa-
yo de dragendorf, ensayo de borntréager,
ensayo de fehling, ensayo de espuma,
ensayo de cloruro férrico, ensayo de
carotenos, ensayo de gelatina. El sreening
0 tamizaje fitoquimico a los extractos ha
puesto de manifiesto que los 12 extractos
de cascara de naranja (Citrus reticulata x
Citrus paradisi) carecen de algunos
principios activos como son los alcaloides,
saponinas y gelatinas. Ademas, hay mayor
presencia de quinonas, azucares reduc-
tores, compuestos fendlicos y carotenos en
los extractos metanolicos y acuosos.

3.3. Deteccion de flavonoides de cada
extracto utilizando técnicas cromatogra-
ficas

La deteccion de los flavonoides en ambas
cromatografias, de capa fina y de papel
puede hacerse por el color que desarrollan
en el Vis o en el UV, apareciendo como
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manchas fluorescentes azules, rosadas,
naranjas, purpuras y otras, las cuales se
intensifican o cambian de color luego de su
exposicion a vapores de amoniaco (Lock,
1994).

3.3.1 Técnica de cromatografia de capa
fina

Markham (1982) report6 la relacion que
existe entre los colores y la posible estruc-
tura del flavonoide. En la fotografia de la
Figura 2 no se observé la elusion de los
estandares naringina con el ndmero 2,
neohesperidina con el nimero 5 y kaemp-
ferol con el nimero 7, por lo cual se utiliz6
como reveladores: luz UV a 366 nm y
vapores de amoniaco, lo cual se aprecia en
la Figura 3.

Figura 2. Fotografia. Andlisis cualitativo de
flavonoides por CCF unidimensional ascenden-
te. En UV a 366 nm.

Figura 3. Fotografia. Analisis cualitativo de
flavonoides por CCF unidimensional ascen-
dente. con reveladores UV a 366 nm y vapores
de amoniaco.

En Figura 3 se observo la elusion de todos
los estandares, ademas la presencia de
bandas coloreadas en cada muestra, lo cual
nos confirmd la presencia de flavonoides
(Markham, 1982). Asi mismo en esta placa
se observo claramente la elusion de los 7
estandares con la que se realiz6 el calculo
del valor Rf para cada estandar. Asi tene-
mos en la Tabla 3 el valor Rf de los
estandares.

Es de destacar la utilidad de la cromato-
grafia en capa fina como técnica de
andlisis previo de los extractos, ya que nos
da una idea, tanto de su composicion
(naturaleza de los principios activos):
flavonas, flavonoles y flavanonas, como de
la riqueza e identidad (por comparacion
con los Rf de patrones quimicamente

puros) de los compuestos flavonicos

presentes.

Tabla 3

Valor Rf de los estandares
Estandar Rf
Quercetina Q.P 0,92
Naringina Q.P 0,64
Rutina Q.P 0,55
Hesperidina Q.P. 0,62
Neohesperindina Q.P 0,62
Luteolina Q.P 0,95
Kaempferol Q.P 0,90

Asi, segun esta placa cromatografica
(Figura 3), de acuerdo a los valores de Rf
calculados para cada uno de los estandares,
tenemos para el caso de cada una de las
muestras:

8 = M3: extracto metandlico, a partir de 7,5
g de harina de cascara de naranja. Present6
6 bandas. La correspondencia de los valores
de Rf de los estandares con las bandas 3, 4
y 5, confirmé la presencia de naringina,
hesperidina, neohesperidina y rutina.

9 = M6: extracto éter etilico, a partir de 7,5
g de harina de cascara de naranja. Presentd
6 bandas. La correspondencia de los valores
de Rf de los estdndares con las bandas 1, 2,
3, 5y 6 confirmd la presencia de luteolina,
quercetina kaempferol naringina hesperi-
dina y neohesperidina.

10 = M9: extracto acetato de etilo, a partir
de 7,5 g de harina de cascara de naranja.
Present6 8 bandas. La correspondencia de
los valores de Rf de los estdndares con las
bandas 1, 2, 3,5 y 6 confirmo la presencia
de, luteolina, quercetina, kaempferol, narin-
gina, hesperidina neohesperidina.

11 = M12: extracto acuoso a partir de 7,5 g
de harina de céscara de naranja. Present6 9
bandas. La correspondencia de los valores
de Rf de los estdndares con las bandas 2, 3
y 4 confirmé la presencia de naringina,
hesperidina, neohesperidina y rutina.
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3.3.2 Técnica de cromatografia de papel
Cabe resaltar la utilidad de la croma-
tografia de papel como técnica de apoyo en
el andlisis de los extractos vegetales,
proporcionando una aproximacion bastante
exacta a su composicién real, asi se
confirmoé la presencia de flavonas, flavo-
noles, flavanonas en cada una de las
bandas en los extractos metandlico (70:30),
éter etilico, acetato de etilo y acuoso en
cada uno de los espectros de absorcion
UV- Vis. El espectro tipicamente consiste
de dos méaximos de absorcidn en los rangos
250-280 nm (Banda II, BIl) y 300-385
(Banda I, BI).

En la Figura 4 se aprecia el espectro de
absorcion UV-Vis de la banda 2 del
extracto acuoso, obtenidos en la cromato-
grafia de papel descendente donde hubo
mayor cambio en la intensidad del color
con el revelador vapor de amoniaco del
extracto acuoso, lo cual sirvi6 para analizar
el tipo de flavonoide como el modelo de
oxigenacion. Asi tenemos en el espectro de
absorcion UV- Vis de la banda 2, la Banda
I1: 250-280 nm (Amax: 257 sh, 274) y la
Banda I: 315-385 nm (Amax.: 340 nm) por
lo que, segin el modelo de espectro de
absorcion presentado por (Markham,
1982), se tiene la presencia en el extracto
acuoso de flavonas y flavonoles (3-OH
substituido) y flavonoles (3-OH libre). En
flavonas y flavonoles, la presencia de o-
hidroxilo en 3" y 4, generalmente se
evidencia por un segundo pico (sh)
(algunas veces un hombro) en la Banda II.

Tabla 4

0
08
07
: 0.8
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02
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z00 260 200 260 a00 480 800

Figura 4. Espectro de absorcion UV-Vis de la
banda 2 del extracto acuoso.

3.4 Analisis de flavonoides por HPLC
3.4.1 Identificacion de flavonoides

En la Tabla 4 se presentan los resultados
de los tiempos de retencién y la absorban-
cia a la que fueron detectados los estan-
dares y flavonoides en cada uno de los
extractos.

La separacion, identificacion y cuantifi-
cacion por HPLC se realiz6 utilizando
columnas llamadas de fase reversa RP, ya
gue la fase estacionaria es menos polar que
la fase movil, de esta forma los solutos
mas polares poseen tiempos de retencion
mas cortos que los solutos menos polares,
asi en la separacion de mezclas complejas
de flavonoides los glicésidos eludiran pri-
mero (hesperidina, neohesperidina, narin-
gina, rutina), seguido por las agliconas
(kaempferol, quercetina y luteolina) gene-
ralmente en orden de polaridad decreciente
(Lock, 1994), por lo que se utilizo:
columna Terra RP-C18 (150 mm x 4,6 mm
X 5 um Asi se confirmd finalmente la
presencia de Naringina, Hesperidina,
Neohesperidina, (flavanonas), Quercetina,
Rutina, Kaemp-ferol (flavanoles) vy
luteolina (flavona).

Tiempos de retencion (TR) de los estandares y flavonoides: naringina, hesperidina, neohespe-
ridina, rutina, quercetina, kaempferol, luteolina en cada uno de los extractos

TR

Flavonoides Deteccion Estandar Extracto Extracto Extracto Extracto

(nm) Flavonoide Metandlico Eter Etilico  Acetato de Etilo  Acuoso
Naringina 280 4,425 4,376 _ 4,370 4,381
Hesperidina 300 4,371 4,377 _ 4,371 4,384
Neohesperidina 300 4,377 4,377 _ 4,371 4,384
Rutina 350 6,526 6,525 6,523 6,522 6,522
Quercetina 350 5,583 5,527 5,529 5,524 5,529
Kaempferol 340 5,494 5,528 5,532 5,525 5,529
Luteolina 254 6,328 6,242 6,247 6,242 6,243
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3.4.2 Cuantificacion de flavonoides

En la Tabla 5 se presentan el contenido
total de flavonoides en cada uno de los
extractos analizados por HPLC. De la
cuantificacion de flavonoides podemos
decir que el flavonoide: naringina se
encuentra en mayor proporcion en la
cascara de naranja tangelo, ya que en el
extracto acuoso se encontré 81,1727 mg/g
y en el extracto metandlico se encontr6
49,9399 mg/g.

Después de la naringina se encontré en
segundo lugar el flavonoide hesperidina,
ya que en el extracto acuoso se cuantifico
13,5955 mg/g y en el extracto metandlico
10,7109 mg/g. El flavonoide quercetina se
encontrd en menor cantidad en cada uno de
los extractos.

Los niveles de naringina cuantificados en
los extractos acuoso y metanolico: 81,1727
mg/g y 49,9399 mg/g respectivamente en
la cascara de naranja tangelo (Citrus
reticulata x Citrus paradisi) (Tabla 5),
fueron superiores a los niveles publicados
de naringina en la cascara de ocho varie-
dades de frutas citricas (Citrus reticulata
Blanco, C. tankan Hayata, C. reticulate x
C. sinensis, C. grandis Osbeck, C. grandis
Osbeck CV, C. microcarpa, C. sinensis (L)
Osbeck, C. limon (L) Bur), que fueron de
0,21 mg/g a 29,8 mg/g (Yuan-Chuen et
al., 2008). Sin embargo, el contenido de
naringina de esta investigacion: 14,6049
mg/g en el extracto acetato de etilo es
inferior a las variedades citricas C. grandis
Osbeck y C. grandis Osbeck CV, por

presentar valores de 23,9 mg/g y 29,8 mg/g
respectivamente.

El nivel cuantificado de hesperidina en
naranjas tangelo (Citrus reticulata x Citrus
paradisi) es inferior a lo publicado en
cascaras de frutas citricas: Citrus
reticulata, mandarina Ponkan y mandarina
australiana: 89,68 mg/g; 154,41 mg/g y
167,98 mg/g respectivamente (Wan et al.,
2015).

Los niveles de naringina hesperidina y
neohesperidina de los extractos acuosos y
metandlicos de la cascara de naranja tan-
gelo (Citrus reticulata x Citrus paradisi)
(Tabla 5), son superiores a los niveles
publicados de naringina hesperidina vy
neohesperidina en las variedades de toron-
ja rosada y blanca secadas en estufa a 45
°C, que varian entre 45,92-59,41 mg/g
Dw, 0,21-0,51 mg/g DW y 0,30-0,79 mg/g
DW respectivamente (Castro-Vazquez et
al., 2016). Para el caso del flavonoide rutin
una extraccion por CO; supercritico a una
temperatura de 80 °C y una presion de 10
MPa en cascara de naranja es éptima, nos
da 9,06 + 0,12 g rutin/kg (M’hiri et al.,
2015), valor muy superior a lo cuantificado
en esta investigacién por extraccion por
solventes en los extractos metandlico,
acetato de etilo y acuoso.

El nivel de quercitina cuantificado en esta
investigacion es inferior al nivel publicado
de quercitina en muestras de cascara de
lima (Citrus limetta Risso) en extracto
metanolico que fue de 14,32 mg/g (Pérez-
Néajera et al., 2013).

Tabla b
Contenido total de flavonoides en cada uno de los extractos
Extracto

Flavonoides Metandlico Eter Etilico Acetato de Etilo ACuU0s0
(mg/g) (mg/ 9) (mg/ 9) (mg/ 9) (mg/ 9)
Naringina 49,9399+0,32 _ 14,6049+0,15 81,1727+0,54
Hesperidina 10,719040,11 _ 2,4584+0,03 13,5955+0,21
Neohesperidina 2,4540+0,04 _ 0,7477+0,003 4,9013+0,06
Rutina 0,8372+0,004 6,1963+0,08 0,0735+0,002 0,5576+0,02
Quercetina 0,0517+0,001 0,0775+0,002 0,0505+0.001 0,0465+0,001
Kaempferol 0,1624+0,002 0,3110+0,004 0,0816+0,002 0,0697+0,002
Luteolina 0,3067+0,003 2,9766+0,03 0,1637+0,003 0,0291+0,001
Total flavonoides 64,4709 9,5614 18,1803 100,3724

Los datos presentados con la desviacion estandar (m=3).
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Sin embargo, las flavanonas glucésido mas
abundantes en céscara de citricos son
naringina, hesperidina y neohesperidina
gue presumiblemente exhiben beneficios
para la salud tales como supresion de
carcinogénesis y deterioro en la prolife-
racion de células cancerigenas (Gates et
al., 2009; Meiyanto et al., 2012).

3.5 Capacidad antioxidante

Se determind la capacidad antioxidante por
el método del DPPH, medida por el
porcentaje de captacion de radicales libres,
para los diferentes extractos de flavo-
noides, a las concentraciones de 25 ug/ml,
50 ug/ml, 100 ug/ml, utilizado al &cido
ascorbico como estandar o patron de
comparacion.

La mayor capacidad antioxidante se
obtuvo en los extractos acuosos M10, M11
y M12, con una captacion de radicales
libres de: 98,01%; 98,43% y 98,45% para
100 ug/ml (Tabla 6).

Tabla 6
Capacidad antioxidante por el método del
DPPH a la concentracion de 100 ug/ml

Extractos de Porcentaje de captacion de

flavonoides radical libre (R.L.)
M1 92,17
M2 97,56
M3 97,74
M4 92,17
M5 93,91
M6 94,96
M7 96,52
M8 94,01
M9 94,78
M10 98,01
M11 98,43
M12 98,45

Acido Ascorbico 98,52

Alejandro-Espinosa et al. (2013) mencio-
nan que la capacidad antioxidante de una
planta se debe al efecto combinado de
diversos factores, como puede ser la
presencia de otro tipo de metabolitos
antioxidantes que podrian ser vitamina C,
carotenoides, entre otros. Lo cual queda
confirmado en esta investigacion, ya que
se utiliz6 una fruta citrica, ademas el
sreening o tamizaje fitoquimico, en cuanto
al contenido de carotenos resulté positivo

en los extractos metanolicos y acuosos. El
radical DPPH  (1,1-difenil-2-picrilhy-
drazyl) tiene un electron desapareado y es
de color azul- violeta, decolorandose hacia
amarillo péalido por reaccién con una
sustancia antioxidante (Figura 5).
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Figura 5. Fotografia de los 12 extractos de
flavonoides evaluado a 100 ug/ml, para deter-
minar la capacidad antioxidante.

3.6 Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de los extractos
acuosos M10, M11 y M12 que presentaron
mayor capacidad antioxidante, fue deter-
minada por el incremento del indice de
peroxido en el tiempo, siendo comparados
a un control al cual no le fue adicionado
extracto de flavonoide.

En las figuras 6, 7, y 8 se presentan la
variacién del indice de perdxido en funcion
del tiempo para el aceite sacha inchi
acondicionado con extracto acuoso de
flavonoides a concentraciones de 0,05%;
0,1%y 0,15% y el control.

Asi, se puede observar en las figuras 6, 7 'y
8 a las 384 h, tiempo final del ensayo, la
curva que representa al control, sobrepaso
marcadamente a los 100 meq Ox/kg vy las
curvas acondicionadas con 0,05% y 0,15%
llegaron a los 100 meq O/kg, valor
maximo establecido para el ensayo, lo cual
supone un completo deterioro como aceite
para consumo (AOM, Active Oxygen
Method; Badui-Dergal, 2006), mientras
que la curva que representa al 0,1% de
flavonoides aun no habia alcanzado este
valor méximo de peroxido. En las figuras
también se incluyeron los modelos mate-
maticos propuestos que describieron el
comportamiento de cada una de las curvas.
Ademas, con los datos experimentales el
programa estadistico Statgraphics Plus 4.0,
nos da una superficie de respuesta estima-
da, de ello se puede decir que la region
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donde se encontraron los indices de peré-
xido mas bajos corresponden a la concen-
tracion 0,1%, lo cual coincide con lo
representado en las figuras: 6, 7 y 8, en
donde observamos que la curva que
representa la concentraciéon 0,1% se alejé
mas del control, es decir tiene el menor
indice de perdxido.

Asi  mismo este programa estadistico
Statgraphics Plus 4.0, nos permitio hacer
un andlisis de comparaciones maltiples de
las pendientes de los modelos matematicos
de las curvas exponenciales obtenidas para
determinar las diferencias estadisticamente
significativas entre las pendientes de
diferentes concentraciones (0,05%; 0,1% y
0,15%) vy el control para cada uno de los
extractos M10, M1ly M12. De este ana-
lisis de comparaciones multiples de pen-
dientes podemos decir que la pendiente 3
que corresponde a la concentracion 0,1%
es la que mas se alejo del control, es decir,
tiene el menor indice de peroxido a las 384
horas.

3
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Figura 6. Efecto del extracto acuoso M10

sobre la estabilidad del aceite sacha inchi al
0,05%; 0,1% y 0,15% vy el control.
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Figura 7. Efecto del extracto acuoso M1l

sobre la estabilidad del aceite sacha inchi al

0,05%; 0,1% y 0,15% vy el control.
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Figura 8. Efecto del extracto acuoso M12
sobre la estabilidad del aceite sacha inchi al
0,05%; 0,1% y 0,15% y el control.

Entre las caracteristicas estructurales que
le confieren la actividad antioxidante a los
flavonoides, se encuentran: presencia del
grupo O-dihidroxi en el anillo B, que
confiere una mayor estabilidad a la forma
radical y participa en la deslocalizacion de
los electrones; doble enlace, en conjuncién
con la funcién 4-oxo del anillo C; grupos
3'y 5'0OH con funcién 4-oxo en los anillos
A 'y C necesarios para ejercer el maximo
potencial antioxidante (Pérez, 2003).

4. Conclusiones

Los extractos acuosos de flavonoides
obtenidos a partir de harina de cascara de
naranja tangelo presentaron la mayor
capacidad antioxidante, medida por el
porcentaje de captacion de radicales libres
a una concentracion del 100 ug/ml, los
cuales incorporados al aceite sacha inchi,
en una concentracién del 0,1% presentaron
mayor actividad antioxidante a las 384
horas con respecto a una muestra control
(sin acondicionamiento con extractos). Lo
cual establece que los metabolitos de
naturaleza polar extraidos con solventes
organicos pueden ser utilizados como
agentes antioxidantes naturales. Se con-
cluye que las cascaras de naranja tangelo
pueden ser utilizadas como materia prima
en la obtencién de extractos quimicos
naturales de naturaleza antioxidante, y que
pueden ser utilizados por la industria
aceitera, para la substitucion de los antioxi-
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dantes artificiales, que en alguno de los
casos no son beneficiosos para la salud del
consumidor. Por otro lado, permitira
aumentar el valor agregado a un desper-
dicio logrando el aprovechamiento integral
de la naranja. Los resultados obtenidos en
esta investigacion indican que los flavo-
noides presentes en la cascara de naranja
tangelo pueden ser utilizados como
extractos crudos sin necesidad de purifi-
caciones parciales o totales, para conseguir
aumentar la vida util del aceite sacha inchi.
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