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RESUMEN

TITULO: DETERMINACION POR HPLC DE NARINGINA, HESPERIDINA,
NARINGENINA Y HESPERETINA EN JUGOS CITRICOS Y APLICACION DE
NARINGINASA EN EL JUGO DE MANDARINA"

AUTOR: Rojas LLanes, Jennifer Pilar™”

PALABRAS CLAVES: HPLC, jugos citricos, flavanonas, naringinasa, sabor
amargo.

DESCRIPCION

Se caracterizaron los jugos de las variedades citricas mas representativas
cultivadas en el departamento de Santander: mandarina comun, arrayana,
clementina y onecco, naranja valencia campbell y valencia frost, toronja ica hatico
y star ruby, limén comun y lima tahiti, en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas,
y en cuanto a su concentracion de naringina, hesperidina, naringenina y
hesperetina. Ademas, se evalu6 el efecto de la naringinasa comercial soluble en
el sabor amargo del jugo de mandarina.

Para determinar la concentracion de flavanonas y evaluar el efecto de la enzima,
fue necesario estandarizar un método de analisis por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), que permitiera la determinacién simultanea de las cuatro
flavanonas, cumpliendo en todos los casos con lo establecido por las Buenas
Practicas de Laboratorio.

Se encontré que la concentracion de flavanonas varia entre los jugos citricos y
entre las variedades de un citrico en particular, pero en términos generales, las
mayores concentraciones de naringina, hesperidina y naringenina, se encontraron
en los jugos de toronja, mandarina y lima, respectivamente, y de manera
especifica en los jugos de toronja ica hatico, mandarina comuan y lima tahiti.

La naringinasa actué en el jugo de mandarina, hidrolizando la hesperidina para
producir hesperetina y aumentando la concentracion de naringenina, pero no
afectd el sabor amargo del jugo, segun se pudo establecer con los resultados del
andlisis organoléptico.

El jugo de mandarina en refrigeracion tiene un tiempo de vida atil muy corto, a las
24 horas después de su extraccion ya se detecta un amargor moderado.

“Trabajo de grado
'Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Aidé Perea Villamil



ABSTRACT

TITLE: DETERMINATION FOR HPLC OF NARINGIN, HESPERIDIN,
NARINGENIN AND HESPERETIN IN CITRIC JUICES AND APLICATION OF
NARINGINASE IN THE MANDARIN JUICE"

AUTHOR: Rojas Llanes, Jennifer Pilar™
KEYWORDS: HPLC, citric juices, flavanones, naringinase, bitterness.
DESCRIPTION

The juices of the citric varieties most representatives cultivated in the department
of Santander were characterized: mandarin common, arrayan, clementine and
onecco, orange valencia campbell and valencia frost, grapefruit ica hatico and star
ruby, lemon common and lime tahiti, with regard to your physicochemical
properties, and with regard to your concentration of naringin, hesperidin,
naringenin and hesperetin. Moreover, the effect of the commercial soluble
naringinase was evaluated on the bitterness the mandarin juice.

For to determinate the concentration of flavanones and to evaluate the effect of the
enzyme, was necessary to standardize a method of analysis for high performance
liquid chromatography (HPLC), that permit the simultaneous determination of the
four flavanones, carry out with the established for the Good Practices of the
Laboratory.

Found it that the concentration of flavanones changes between the citric juices and
between the varieties of a citric in particular, but in general terms, the greater
concentrations of naringin, hesperidin and naringenin, were found in the grapefruit,
mandarin and lime juices, respectively, and of specific manner in the grapefruit ica
hatico, mandarin common and lime tahiti juices.

The naringinase functioned on the mandarin juice, through the hydrolysis of
hesperidin for to produce hesperetin, moreover increased the concentration of
naringenin, but didn’t affect the bitterness of the juice, according to the results of
the sensorial analysis.

The mandarin juice in refrigeration has a time of useful life very short, 24 hours
after of its extraction is detected a moderate bitterness.

“Project degree
T Faculty of Sciences. School of Chemistry. Aidé Perea Villamil



INTRODUCCION

Los principales departamentos productores de naranja en Colombia son Tolima,
Antioquia, Cesar, Santander y Cauca, los cuales cubren el 97,9% de la
produccion de esta especie. Tolima, Atlantico y Santander son los principales
productores de limén, con una participacion del 96,2% en el total de la produccion;
mientras que el principal departamento productor de mandarina es Santander, con
un 85,5 % del total nacional segun la produccion acumulada en el periodo 2000-
2004. La produccion nacional de mandarina tuvo un gran periodo de expansion
entre 1992-2004 al pasar de 270 a 64.883 toneladas, con una tasa de crecimiento

promedio anual de 54,6% [1].

A pesar de las excelentes condiciones agroecologicas que presentan algunas
zonas del pais para el desarrollo citricola, éste se ve altamente limitado, pues se
estima que las pérdidas poscosecha estan entre 12% y 25%, debido a que los

citricos son productos perecederos [1].

Entre los citricos, las mandarinas presentan un tiempo de vida mas corto que las
naranjas, las toronjas y los limones; ellas son mucho méas sensibles a las
condiciones de estrés anaerbbico a las que son sometidas las frutas citricas

durante su manipulacion de poscosecha [2].

Por lo anterior, la necesidad de transformar los citricos, en especial la mandarina,
se hace evidente durante los picos de cosecha cuando la fruta satura los
mercados regionales, y su valor disminuye por debajo del nivel que asegura la

sostenibilidad del mismo [3].



Entre las alternativas de comercializacion se han desarrollado procesos para la
elaboracion de zumos. Sin embargo, algunas variedades citricas poseen un
amargor excesivo, representando un impacto econdmico significativamente
negativo sobre la industria de citricos, debido a que los jugos amargos tienen un

valor comercial mas bajo y normalmente son rechazados por los consumidores

[4].

Para resolver este problema en los jugos de naranja y toronja se han desarrollado
procedimientos con resinas neutras o de intercambio ionico y carbdn activado,
pero estas tecnologias remueven por completo otros flavonoides no amargos y
disminuyen el contenido de vitamina C hasta en un 33%. También se han
implementado tratamientos con la enzima naringinasa, la cual no remueve los
flavonoides sino que los transforma, y las condiciones de reaccion son mucho mas
suaves [5]. Sin embargo, en el caso de la mandarina este problema sigue latente,

limitando su aplicacion al consumo como fruta fresca.

Dentro de los compuestos que influyen en el sabor de los jugos citricos estan la
naringina, que confiere sabor amargo [5], y la hesperidina, cuya hidrélisis produce
un compuesto con propiedades edulcorantes [6]. Tanto la naringina como la
hesperidina son flavanonas glicosidicas que contienen enlaces ramnosa-glucosa
1,2 y 1,6 respectivamente, de manera que ambos flavonoides pueden ser
hidrolizados por accion de la enzima naringinasa [7], disminuyendo el amargor de

los jugos.

La concentracion de los compuestos mencionados depende de la variedad, por lo
gue resulta de gran importancia, en primera instancia caracterizar los citricos mas
representativos de la regién, y en segunda instancia evaluar la aplicacion de la
naringinasa en el tratamiento del jugo de mandarina, citrico que como se
menciond anteriormente, es el de mayor produccion en la regiéon y ha sido el

menos estudiado.
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Por lo anterior, en el presente proyecto se caracterizaron los jugos de las
variedades de mandarinas, naranjas, limones y toronjas mas representativas
cultivadas en el departamento de Santander, en lo referente a sus propiedades
fisicoquimicas, segun la Norma ICONTEC 404 y en cuanto a su contenido de
flavanonas (naringina, hesperidina, naringenina y hesperetina), en el ultimo caso,
empleando cromatografia liquida de alta eficiencia -HPLC-. Ademas, se evaluo el
efecto de la naringinasa comercial soluble en la concentracién de las flavanonas
presentes en el jugo de mandarina, correlacionando los resultados obtenidos con

el andlisis organoléptico del jugo.

El proyecto se realizé con el apoyo econdémico de la Universidad Industrial de
Santander, a través de la Vicerrectoria de Investigaciones, y se desarrolld
conjuntamente entre la Escuela de Quimica y la Escuela de Bacteriologia y

Laboratorio Clinico.

El presente documento se estructurd en cinco capitulos. En el primero de ellos se
describen los conceptos béasicos relacionados con las frutas citricas, el desarrollo
del sabor amargo en los jugos citricos, las enzimas y otros métodos utilizados en
la disminucion del amargor, y las generalidades del andlisis sensorial en la
industria de alimentos, ademas se incluyen los avances recientes a nivel mundial,
relacionados con la tecnologia aplicada a los jugos citricos. En el segundo
capitulo se describe el desarrollo experimental llevado a cabo para el logro de los
objetivos. En el tercer capitulo se presentan los resultados experimentales
obtenidos en esta investigacion y se hace un analisis critico de ellos. En el cuarto

capitulo se presentan las conclusiones y finalmente las recomendaciones.
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1. MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES DE LOS CITRICOS

Los citricos pertenecen a la clase Angiospermae, a la subclase Dicotiledénea, a la
orden Rutae, a la familia Rutacea y al género Citrus, y dentro de ellos se conocen
las siguientes especies: naranja (Citrus sinensis), mandarina (Citrus reticulata),
limén (Citrus aurantifolia), toronja (Citrus paradisi-Citrus reticulata). El origen del
género Citrus se sita en el sureste de Asia y el centro de China, Filipinas y el

archipiélago Indomalayo hasta Nueva Guinea [1].

1.1.1 Morfologia de los citricos.

« Limdn, Citrus aurantifolia

Fruto redondo u ovalado con 8 a 10 segmentos, corteza semidelgada, con
glandulas de aceite pronunciadas y de color amarillo al madurar; jugo abundante y
de color generalmente claro, de sabor acido, semillas pequefas, lisas y de

cotiledones blancos.

+« Naranja agria, Citrus aurantium

Fruto redondo, un poco alargado y con depresiones suaves en los extremos,
corteza gruesa, superficie rugosa, de color anaranjado rojizo al madurar, de 10 a
12 segmentos, compuestos por sacos alargados, delgados, con jugo de sabor
acido amargo, y semillas abundantes. Contiene los glucoésidos, isohesperidina,
aurantamarina y hesperidina, de los cuales sélo el ultimo se encuentra en la

naranja dulce y en mayor proporcion [8].
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+« Naranja dulce, Citrus sinensis
Frutos de forma variada: redondo, achatado, esférico o alargado, de corteza
delgada a semigruesa con 10-13 segmentos; numero de semillas variable, en

algunas variedades no existen.

Se caracteriza por contener un glucésido, la hesperidina, también presente en los
limones, que alcanzé interés a partir del descubrimiento de la vitamina P (Citrin) en
el jugo y la corteza del limon y la naranja por sus efectos positivos en los capilares

sanguineos previniendo la debilidad y la falta de plasma sanguineo.

% Mandarina, Citrus reticulata

Fruto redondo algo achatado, de piel delgada, con glandulas aceitosas
pronunciadas, que se desprenden facilmente de la pulpa, segmentos facilmente
separables, de color salmén rojizo cuando estd madura; semillas pequefas vy lisas,
redondas en un extremo y punteadas en el otro; cotiledones verde claro en el

interior.

« Mandarina agria, Citrus reticulata var austera

La fruta de esta variedad es mas pequefia que la de la mandarina dulce, y mas
acida; de forma globosa, un poco achatada, corteza suave, poco gruesa, de color
amarillo al madurar; jugo amarillo rojizo, amargo; contiene semillas en regular
cantidad. Esta variedad es muy usada como patrén en algunas regiones para la

propagacion por injerto de otras especies citricas.

Algunas de las mandarinas agrias que se cultivan en el pais posiblemente tienen
su origen en hibridaciones entre la mandarina dulce (Citrus reticulata) y otras
especies acidas, limon o naranja agria. La lima Rangpur, segun parece es una

forma de la mandarina agria en referencia, o un hibrido de esta [8].

21



s Toronja-Grapefruit, Citrus paradisi

El fruto es més grande que la naranja, de corteza delgada a media. El eje central
sélido o semisdlido, la pulpa suave y jugosa. EIl sabor es caracteristico y
agradable. Las membranas carpelares dificiles de separar. Los frutos son

usualmente nacidos en racimos.

La denominacion de grapefruit es citada por varios investigadores debido, segun
algunos, al parecido que tiene en su sabor a la uva (grape). Y segun otros, por las

formas de fructificacién en racimos muy similares a los de la vid (grape) [8].

En el presente trabajo se evaluaron las variedades de mandarina: comun,
arrayana, onecco y clementina; naranja: valencia campbell y valencia frost;

toronja: ICA hatico y star ruby; limén comun y lima tahiti.

1.1.2 Anatomia de los frutos citricos.

En los frutos citricos se distinguen dos partes: la piel o corteza y los segmentos o
cascos (Figura 1). La corteza a su vez estd formada por el epicarpio y el
mesocarpio (mesocarpio externo y mesocarpio interno) que forman la parte

coloreada de la corteza, la cual recibe el nombre de flavedo.

El mesocarpio interno es de color blanco, de alli el nombre de albedo. En algunas
variedades el mesocarpio interno esta coloreado de amarillo a rosa palido. El
endocarpio esta constituido por los cascos o segmentos. Los haces vasculares
conductores del agua y los nutrientes, que existen en la corteza y en el eje central
del fruto no penetran en el interior de los segmentos, excepto aquellos que
partiendo del eje central, alimentan en un principio a los rudimentos seminales y

después a las semillas [8].
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EPICARFPIC {Flavedo)

Pigmentos carotenoides
Vitaminas, Aceites esenciales

, % MESOCARPIO (Albedo)

| Celulosas, Carbohidratos
solubles, Protopectina,
Pectina, Flavonoides,

[ Aminoacidos, Vitaminas

Carbohidratos: Glucosa, b e Segmentos y sacos de jugo, membranas
fructosa, sacarosa, acido carpelares y vesiculos, celulosa, protpectina,
citrico-malico-tartarico, pectina, azdcares, minerales, flavonoides,
vitamina C, complejo de aminoacidos, vitamina C y otros nutrientes.
vitamina B.

Figura 1. Esquema del corte transversal de un citrico [8].

. Flavedo

Los pigmentos y aceites esenciales son las sustancias mas importantes

contenidas en el flavedo.

- Pigmentos: Los que le dan color amarillo o anaranjado a los citricos son los
carotenoides.

Los pigmentos carotenoides presentes en la corteza de los citricos son: caroteno,
xantofila y en menor cantidad criptoxantina. Las sustancias que colorean de rojo
la pulpa y corteza de las naranjas sanguineas son antocianos. Cualquier
circunstancia que como el frio, detenga o modere el proceso biolégico de la

maduracion, acelera la produccion de este tipo de pigmentos [8].
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- Aceites esenciales: La concentracion de esencias contenidas en la corteza de
los frutos y en las hojas de las plantas citricas es muy inconstante, dependiendo
de factores como la variedad, el estado del fruto, el grado de madurez, el tamafio,
la etapa vegetativa de las plantas, las condiciones de almacenamiento y los

métodos de extraccion.

La esencia de la naranja estd constituida por un terpeno, el limoneno, en
proporcion del 90 al 97%, por un conjunto de sustancias oxigenadas en proporcion
del 1 al 1,5% y trazas de antranilato de metilo. Asi mismo la esencia del limén, la
mandarina, el pomelo, la toronja, es fundamentalmente constituida por terpenos y

sesquiterpenos, siendo el mas importante el limoneno [8].

*  Albedo

En estado fresco contiene 75 a 80% de agua. La materia seca del mismo fruto a
la madurez esta compuesta por: 44% de azucares (glucosa, fructosa, sacarosa),
33% de celulosa, 20% de sustancias pécticas. Ademas contiene glucésidos y

acido ascorbico en cantidad apreciable.

La pectina tiene la particularidad de absorber agua y transportarla a las células

gue mas la necesitan cuando el fruto esta aun joven.

En las naranjas existen dos principios preamargos: La limonina en la naranja de
jugo y la isolimonina en las de ombligo; ambas presentes en el albedo en forma no
amarga, pero debido a su solubilidad en agua, se incorporan en el jugo al ser
extraido y en este que es un medio acido se hidrolizan formando un compuesto
amargo. El principio amargo de la toronja es el glucésido naringina presente en el
albedo [8].
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. Endocarpio

La pulpa de algunos citricos y por lo tanto el jugo, tienen color amarillo mas o
menos verdoso como en los limones, cidras, toronjas, limas; mientras que en las

naranjas y mandarinas el color varia de anaranjado a rojo.

El color de la pulpa y el jugo se debe fundamentalmente a los carotenoides. El
color rosado de algunas toronjas es debido al licopeno y el color asalmonado de

otras se debe al 3-caroteno [8].

Sdlidos disueltos: Estan compuestos principalmente por los azucares y los acidos
en cantidades que varian con los diferentes frutos. En los limones, los acidos
representan la mayor parte de los soélidos disueltos (alrededor de 7% de un total
de 9%), mientras que en la naranja los compuestos dominantes son los azlcares
(7,5% de un total de 11 a 12%). Ademas de los azlcares y acidos el jugo contiene
vitaminas, sales, glucésidos, pigmentos, sustancias nitrogenadas, flavonoides,

pectinas y enzimas.

- Acidos: El &cido citrico es el mas importante, existiendo ademas acidos malico,
oxalico y succinico. En la naranja los principales acidos son el citrico y el malico;

este Ultimo especialmente abundante en las limas dulces.

La acidez del jugo depende de muchos factores: especie, variedad, patrén, suelo,
clima, madurez del fruto, posicion del fruto en el arbol y practicas culturales (riego,
fertilizacion). Durante la maduracion disminuye el porcentaje de acidez en el jugo,
aunque el fruto continda aumentando de tamafio y por lo tanto la cantidad de jugo,
pero la cantidad de &cido citrico permanece constante, por tanto, su concentracion
en el jugo disminuye con la maduracion al aumentar la cantidad de éste y por

consiguiente la dilucion de las sustancias disueltas [8].
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- Flavonoides: Son los principales metabolitos del géneros Citrus. Son
compuestos de bajo peso molecular, se dividen de acuerdo a la presencia de un
oxigeno en la posicion cuatro, un doble enlace entre los carbonos dos y tres o un
grupo hidroxilo en la posicién tres del anillo central. Los flavonoides estan
presentes en casi todas las plantas, fundamentalmente en las partes aéreas, pero
varian cualitativamente de una planta a otra. Se han descubierto mas de 4.000 y
estan recibiendo gran atencion por parte de la comunidad cientifica, debido a que
se les atribuyen propiedades antiinflamatorias, antioxidante y protectores de vasos
sanguineos. Estas propiedades biolégicas los sefialan como posibles opciones
para el tratamiento de enfermedades vasculares.

Otros metabolitos importantes en los citricos son las cumarinas, que tienen un
amplio espectro de actividades biologicas, incluida la accion antiagregante
plaguetaria [9].

1.2 DESARROLLO DEL SABOR AMARGO EN JUGOS CITRICOS

El sabor amargo de las frutas citricas se debe a dos clases de compuestos: los

limonoides y los flavonoides [10].

1.2.1 Limonoides amargos en frutas citricas

Los limonoides son triterpenos altamente oxigenados presentes en las Rutaceas y
otras plantas como las Meliaceas. Se han aislado alrededor de 36 limonoides del

género Citrus, pero los predominantes y los que confieren sabor amargo son la

limonina y la nomilina, Figura 2.
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Nomilina Limonina

Figura 2. Estructura quimica de los limonoides amargos en los citricos [10].

Los limonoides amargos aparecen gradualmente después del procesamiento de

las frutas citricas, efecto conocido como “amargor retardado” [10].

La limonina es el principal representante amargo de los limonoides. Normalmente,
los tejidos de las frutas citricas intactas, contienen un precursor no amargo de la
limonina, la sal del acido limonoico anillo-A lactona (LARL). Soélo cuando las frutas
citricas se maceran, y cuando los jugos obtenidos a partir de ellas se almacenan,
la accion combinada de los acidos del jugo y de la enzima limonoide anillo-D
lactona hidrolasa (LDRLasa), transforma el limonoide no amargo, LARL, en

limonina, Figura 3 [11].

Igualmente, el sometimiento de los jugos citricos al proceso de pasteurizacion,

favorece la formacion de limonina con su respectivo sabor amargo [12].
Ademas del amargor, los limonoides tienen funciones biolégicas potenciales:

inhiben la carcinogénesis inducida quimicamente en ratones, hamster y en las

células mamarias, razén por la cual, los investigadores estan poniendo énfasis en
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rutas alternativas para remover el amargor sin afectar los niveles de limonoides o

sus metabolitos [13].

LDRLasa

Anillo-A Limonoato lactona (LARL) Limonina

Figura 3. Transformacion de LARL en Limonina por accién de la LDRLasa [11].

1.2.2 Flavonoides en frutas citricas

Los flavonoides en las frutas citricas incluyen flavanonas (naringina), flavonas
(nobiletina) y flavonoles (quercetina). Las flavonas polimetoxiladas (tangeretina y
nobiletina) se concentran en la piel de las frutas inmaduras y son los
constituyentes de los aceites amargos de los citricos. Los flavonoides amargos
actlan presentando una actividad bactericida y haciendo la planta desagradable al
gusto. Algunos flavonoides son muy amargos mientras que otros no lo son,
dependiendo del tipo de cadena glicosidica. La naringina, una flavanona
neohesperidésida y la neohesperidina son muy amargas, mientras que la
hesperidina es insipida. Por otro lado, la neohesperidina dihidrochalcona es

intensamente dulce [2]. En la Tabla 1. [9] se mencionan los flavonoides méas

abundantes en cada una de las frutas citricas.
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Tabla 1. Flavonoides predominantes en los citricos

Citrico Flavonoides

Hesperidina

Mandarina ) .
Diosmina

Naringina

Naranja amarga Neohesperidina

Hesperidina
Naranja dulce Narirutina

Didimina

Naringina
Toronja Narirutina

Hesperidina

Rutina
Limon Hesperidina

Diosmina

Naringina

Figura 4. Estructura quimica de la naringina, (4',5,7-trihidroxi-flavanona-7-

ramnoglucdsido)
La naringina (Figura 4) es una flavanona glicosidica que se extrae de la cascara

de algunos citricos (Citrus paradisi, Citrus aurantium) y es el principal responsable

de su sabor amargo. Esta presente también en la pulpa de los frutos, en hojas,
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flores y semillas de la planta [14]. Algunos estudios sugieren que la biosintesis de
naringina, como la de otras flavanonas, esté influenciada por factores ambientales
y genéticos, determinando variaciones en los niveles de concentracion de estos

compuestos [15].

La concentracién de naringina depende de la madurez de los citricos, siendo
abundante en las frutas inmaduras [14]. Su concentracion en el jugo de toronja
oscila entre 400 y 1200 ppm [3] y se estima que el rango de concentracion de la
naringina en el jugo de tangerina es de 0,5-1,2 ppm [16]. La piel del pomelo y de
la lima contienen mayor concentracion de naringina (3910 pg/g y 517,5 pug/g peso
fresco, respectivamente) que las pulpas de dichas frutas (200,0 pug/g y 98,4 ug/g

peso fresco, respectivamente), Figura 5 [16].

Lima Pomelo

Piel y membrana Piel y membrana

(517-2 pgrg) (3810-0ugig)
Semilla
(29-2pg/g)
Jugo
Jugo {220-0ug/g)
(98-4 pglg)

Figura 5. Distribucion de naringina en el pomelo y en la lima [16].
La naringina es el flavonoide que contribuye en mayor medida a dar sabor amargo

a los jugos comerciales de pomelo, toronja y naranja trifoliada, lo que ha dado

lugar a estudios tanto sobre la caracterizacion de éstos segun su concentracion de
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naringina, como sobre la posible neutralizacion de su sabor en dichos productos

alimenticios [14].

El amargo centro fibrovascular de los citricos, a pesar de representar una pequefa
parte de la fruta entera, contiene la mas alta concentracion de naringina. Ademas,
la pulpa de las frutas extrae rapidamente flavanonas de sus membranas. Razon
por la cual se concluye que las diferencias en el amargor de los jugos citricos se

relacionan con su método de extraccion [17].

El umbral de sabor de la naringina en agua es de aproximadamente 20 ppm, pero

pueden detectarse niveles de 1,5 ppm [5].

La naringina se usa en perfumeria y para dar sabor a golosinas, bebidas y
productos de panaderia, actualmente su estudio sigue vigente por su propiedad
antioxidante, como estabilizante de aceites, antimutagénico, y como precursor del
compuesto naringina dihidrochalcona por su importante capacidad endulzante
[15].

La naringenina (Figura 6) es la aglicona no amarga de la naringina. Esta presente
en el jugo de toronja en concentraciones muchos menores que su glucésido, se
forma en el intestino grueso por hidrélisis de la naringina después de su ingestion
oral [18], por accion de las enzimas (-glucosidasa y a-ramnosidasa, producidas
por bacterias gastrointestinales como las Bacteroides JY-6, Streptococcus faecium
VGH-1y el linaje FRP-17 de Streptococcus sp. y Escherichia coli HGH21 y HGH6
[19].

La naringenina presenta efectos benéficos en el organismo, actia como agente
guimiopreventivo de cancer, como inhibidor mutagénico y posee propiedades
hipocolesterolémicas, ya que reduce el nivel de colesterol de baja densidad en el

plasma [19].
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OH

HO (0]

OH (0]

Figura 6. Estructura quimica de la naringenina

Se ha demostrado la capacidad de la naringina, naringenina, hesperidina vy
hesperetina (Figuras 7- 8) de las cascaras de citricos para inhibir la agregacion
plaquetaria estimulada por colageno en el plasma humano rico en plaquetas.
Ademés, los flavonoides mencionados previenen la ocurrencia de cambios
ateroscleréticos como la aparicién de estrias gradas en las aortas, la expresion de

la molécula de adhesién vascular y de la proteina quimiotactica de monolitos [9].

H
e
0
OH OH
OH OCH,
y o)
0
H St N
OH O

Figura 7. Estructura quimica de la hesperidina

(3',5,7-trihidroxi-4-metoxi-flavanona-7-ramnoglucosido)
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Figura 8. Estructura quimica de la hesperetina

1.3 TECNICAS ANALITICAS EMPLEADAS EN LA DETERMINACI ON DE
FLAVANONAS EN LAS FRUTAS CITRICAS.

Debido a que el amargor es un obstaculo para el aprovechamiento comercial de
los derivados citricos, se han reportado varios procedimientos para la

determinacion de naringina:

Prueba de Davis: Es un método colorimétrico que usa dietilenglicol alcalino para
la determinacion de naringina y otras flavanonas presentes en los citricos. La
adicion de una solucion concentrada de hidroxido de sodio a la solucion de
flavanonas en dietilenglicol permite la formacion de un color amarillo estable, cuya
intensidad se relaciona con la concentracion de flavanonas [17] . Sin embargo, la
prueba de Davis no es especifica para la naringina, los valores que reporta reflejan

la deteccidn de varios compuestos [20].

Método cromatografico-fluorométrico: Procedimiento especifico y sensible para
la  determinacion  de  naringina, naringenina-7-rutinésido, poncirina,
isosacuranetina-7-rutinodsido, neohesperidina y hesperidina en el jugo de toronja.
Consta del aislamiento cuantitativo preliminar de las flavanonas glicosidicas del
jugo, utilizando una columna cromatografica de polivinilpirrolidina, de la separacion

y purificacion adicional de estos glicosidos por cromatografia de capa fina (TLC) y
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de la determinacién cuantitativa por analisis de fluorescencia de cada flavanona

glicosidica individual [21].

Método con el radical ABTS: Es un procedimiento colorimétrico para determinar
la naringina usando como sustrato de la peroxidasa el acido 2,2’-azino-bis-3-
etilbencentiazolin-6-sulfonico (ABTS). ElI método se basa en la reaccion de
acoplamiento de un cation radical ABTS con un producto de oxidacion de la
naringina formado por la peroxidasa. Esta reaccion de acoplamiento permite la
formacion de un compuesto parpura con un maximo de absorcion a 560 nm. La
menor cantidad de naringina que puede detectarse con este método es 1 nmol.
Sin embargo, no se ha reportado la cuantificacion de otros flavonoides por este

meétodo, ni su especificidad hacia la naringina [22].

Cromatografia de gases: Se han detectado algunos flavonoides en su forma
aglicona mediante cromatografia de gases acoplada a masas, lo cual es posible
mediante la preparacion de derivados metil y trimetilsili de los compuestos a
analizar. La derivatizacion es necesaria para incrementar la volatilidad de los
compuestos polifendlicos [23] pero tiene algunas desventajas, ya que incrementa
el tiempo de preparacion de la muestra e introduce un grado de error en cualquier

andlisis cuantitativo [24].

Cuantificacion por Cromatografia Liquida de Alta Ef iciencia (HPLC): En la
actualidad, la cromatografia liquida de alta eficiencia en fase reversa (RP-HPLC),
es el método analitico comunmente usado para la identificacion y cuantificacion de
flavonoides. Se han desarrollado varios métodos para el andlisis de flavonoides
glicosidicos en plantas, en productos alimenticios y en formulaciones
farmacéuticas; en dichos métodos se han usado dos tipos de columnas (C8 y
C18), asi como diferentes mezclas de solventes en la fase mévil, con deteccidn
UV-VIS a 280 nm [14, 16, 18, 20, 25-28, 40, 53-56].
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En la bibliografia se menciona un método exitosamente aplicado para el monitoreo
del proceso de desamargor de los jugos de toronja, mediante la determinacién
simultanea de naringina y naringenina. La preparacion de la muestra se llevo a
cabo modificando la polaridad con etanol anhidro, centrifugando y pasando por un
filtro de 0,45 um. La separacion de los compuestos se logroé usando una columna
en fase reversa C-18 y utilizando como fase movil una solucién acuosa de
acetonitrilo al 30%. EIl porcentaje de recuperacion fue del 88% vy el rango de

linealidad fue de 20-500 pg/mL para las flavanonas analizadas [28].

1.4 ENZIMAS EMPLEADAS EN LA REMOCION DEL AMARGOR EN LOS
JUGOS CITRICOS

La aplicacion de enzimas en el procesamiento de jugos de frutas citricas se ha
convertido en una herramienta eficaz para solucionar las dificultades en relacion al
desarrollo de sabores amargos que afectan su aceptacion entre los consumidores.
Las enzimas naringinasas y otras enzimas como las pectinasas o los complejos
pectinasa/celulasa, se usan en el procesamiento de frutas citricas para el
mejoramiento en el lavado de pulpas, aumento de recuperacion de aceites

esenciales, remocion de amargor y clarificacion de jugos [5].

1.4.1 Naringinasa.

La naringinasa se ha producido a partir de varios microorganismos (Tabla 2),

mediante cultivo sumergido y por fermentacion en estado solido [4].
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Tabla 2. Microorganismos usados en la produccion de naringinasa.

Microorganismo Referencias

Aspergillus niger, A. oryzae, A. usamii Bram y Solomons, 1965; Kishi, 955

Cochiobolus miyabeanus Ito y Takiguchi, 1970
Coniothyrium diplodiella Nomura, 1965
Penicillium decumbens Fukumoto y Okado, 1973
Phanopis citri Ito y Takiguchi, 1970
Rhizotonia solani Ito y Takiguchi, 1970
Rhizopus nigricans Shanmugam y Yadav, 1995

Se ha caracterizado en algun detalle la naringinasa de varias fuentes. La enzima
aislada de Penicillium sp. es una glicoproteina que posee ambas actividades: a-L-
ramnosidasa y B-D-glucosidasa. El pH éptimo para las dos actividades fue 4,5 y
3,0 respectivamente. Usando filtracion en gel, electroforesis e inmovilizacion,
Schalkhammer y Pittner determinaron la haloenzima y la estructura de la
subunidad para esta enzima, también determinaron la existencia de dos sitios

cataliticos.

La naringinasa comercialmente disponible de Aspergillus niger también tiene
ambas actividades: a-L-ramnosidasa y B-D-glucosidasa. La proporcién de estas
actividades varia con la concentracion de proteina y el pH. La actividad
ramnosidasa es casi independiente del pH en el rango de 3-7, mientras que la
actividad glucosidasa muestra una distincién éptima que varia entre los pHs 4-6,
dependiendo del pretratamiento usado. El complejo enzimatico puede separarse
en varios oligobmeros por filtracion en gel. La naringinasa de A. niger parece ser

una enzima con dos sitios activos, una para cada actividad [5].
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Mecanismo de accién de la naringinasa

La informacién disponible no permite elucidar el mecanismo molecular de la accion
enzimatica. La naringinasa es un complejo enzimatico que contiene las
actividades a-L-ramnosidasa y 3-D-glucosidasa actuando en forma secuencial. La
naringinasa convierte la naringina en naringenina en un proceso de dos pasos. El
sustrato naringina (4’-5-7’-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucosido) es hidrolizado por
la actividad a-L-ramnosidasa para producir prunina (4’-5-7’-trihidroxiflavanona-7-
glucosido) y ramnosa. La prunina es posteriormente convertida por la actividad [3-

D-glucosidasa en naringenina (4’-5-7'-trihidroxiflavanona) y glucosa, Figura 9. [5].
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Figura 9. Secuencia del proceso de hidrdlisis de naringina por accién de la naringinasa [5].
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La naringenina tiene solo un tercio del amargor de la naringina; sin embargo, la
prunina es menos amarga que la naringenina y solo la primera actividad hidrolitica

de la naringinasa es esencial para remover el amargor [5].

La naringinasa también puede actuar sobre la hesperidina para producir el aglicon

hesperetina, que posee propiedades edulcorantes, Figura 10.

Naringinasa HO\

Hesperidina Hesperetina

Figura 10. Accion de la naringinasa sobre la hesperidina

1.4.2 Limonoide glucosiltransferasa (LGTasa)

La limonoide glucosiltransferasa aislada y purificada del albedo del pomelo y del
albedo de la naranja Navel, es una enzima que cataliza la transferencia de una
unidad de glucosa a los limonoides, convirtiéndolos en compuestos no amargos
[13].
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1.4.3 Limonoato deshidrogenasa (LDasa)

La limonoato deshidrogenasa es una enzima detectada en diferentes especies de
microorganismos, puede prevenir la produccion de limonina catalizando la
oxidacion del limonoato anillo A lactona (LARL), el precursor no amargo de la
limonina, a su correspondiente 17-dehidrolimonoato, un derivado no amargo que
no puede ser convertido en limonina (Figura 11). Esta enzima se ha aislado de

Arthrobacter globiformis, Pseudomonas sp. y Rhodococcus fascians [29].

Limonina

< U

LDasa

Anillo-A Limonoato lactona (LARL) 17-DeshidroLARL

Figura 11. Produccion de 17-deshidrolimonoato anillo A lactona [29].

40



1.5 OTROS METODOS EMPLEADOS EN LA ELIMINACION DEL A MARGOR
DE LOS JUGOS CITRICOS.

En la industria de citricos de diversas partes del mundo se han desarrollado varios
métodos poscosecha para minimizar el problema de amargor causado por la
limonina y por la naringina con el fin de remover, hidrolizar o convertir los

componentes amargos en sus derivados no amargos [4].

Para hidrolizar la limonina se ha aislado la enzima limonoato deshidrogenasa
(LDasa) a partir de cultivos de Rhodococcus fascians [29], y para convertir la
limonina en su glucésido no amargo, se ha aislado y purificado la limonoide
glucosiltransferasa (LGTasa) del albedo del pomelo y de la naranja Navel [13]. Se
han investigado las propiedades de estas enzimas tanto en sus formas solubles
como inmovilizadas ibnicamente sobre DEAE y covalentemente sobre chitosan
enlazado con glutiraldehido y sobre carbonato de celulosa [30]. Sin embargo, el
pH optimo de la LDasa (8,0 6 9,0) dificulta el uso de la enzima en los procesos de
desamargor, debido al pH acido de los jugos citricos, razon por la cual se han
utiizado directamente microorganismos como Corynebacterium fascians y
Arthrobacter globiformis, inmovilizados sobre geles de acrilamida, pero este
soporte no es aceptado en el tratamiento de alimentos. Igualmente, se han
inmovilizado células de Rhodococcus fascians en espumas de poliuretano y se
han utilizado células de Acinetobacter calcoaceticus directamente en jugos de
naranja recién preparados, ésta Ultima reaccion si se pudo llevar a cabo en el pH
original del jugo y consiste en la conversion de limonina en un compuesto no

amargo: el acido deoxilimonoico [31].

El nivel de naringina en jugos de toronja ha podido reducirse mediante diferentes

tecnologias, como desamargor adsortivo, métodos quimicos, tratamientos con
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resinas de polidivinilbenceno (PDVB) y tratamientos con [(3-ciclodextrinas. Estas

tecnologias tienen las siguientes limitaciones inherentes [5]:

1. El jugo debe ser previamente desaceitado y despulpado y, después del
desamargor los aceites y las pulpas extraidas se mezclan con el jugo clarificado.

2. Las columnas de adsorcion son usualmente regeneradas con soluciones
alcalinas diluidas y esto afecta las propiedades organolépticas y la calidad final del
jugo.

3. Los métodos quimicos pueden alterar la composicion del jugo por
reacciones quimicas o por remocién de nutrientes, sabores, colores, etc.

4, Los métodos con resinas y con [-ciclodextrinas no son especificos,
remueven por completo otros flavonoides no amargos como la narirutina y la
hesperidina. Ademas, el contenido de vitamina C disminuye hasta en un 33%, y
se observa una ligera diferencia en el color del jugo antes y después del
desamargor, el jugo es mas palido al final del procedimiento [32].

5. Los métodos de extraccion afectan el rendimiento, calidad y caracteristicas

de los jugos citricos producidos.

Similarmente, bajo condiciones controladas de pH y temperatura, el carbon
activado puede remover casi por completo la naringina de una solucion, pero a su

vez, se remueven muchos de los componentes deseables para el sabor [5].

Se ha descrito un proceso de flujo cromatografico radial para el desamargor de
jugos de frutas. En comparacion con la cromatografia convencional, los sistemas
de flujo radial son mas rapidos y operan a presiones mas bajas. La resina
cromatogréafica en este proceso patentado, captura la naringina a medida que el
jugo pasa a través de ella. El jugo procesado tiene los requisitos de consistencia y

sabor, y no es amargo, pero este proceso no ha ganado aceptacion comercial [5].
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Debido a los diversos inconvenientes, la capacidad de las tecnologias no
enzimaticas para el desamargor es limitada, y el uso de enzimas esta aumentando
rapidamente. Ademas, los procesos enzimaticos minimizan la contaminacion

durante las reacciones [5].

Se ha usado la naringinasa de Aspergillus niger inmovilizada sobre soportes de
taninaminohexilcelulosa y quitina con glutaraldehido y borohidruro de sodio y

sobre copolimeros de estireno y anhidrido maléico [33].

La naringinasa de Penicillium decumbens se ha enlazado covalentemente a la
glicofase unida a un vidrio poroso, se ha inmovilizado en fibras de triacetato de
celulosa para hidrolizar la naringina y para degradar simultaneamente la limonina
[5]. Puri et al. (1996) trabajo sobre el uso de naringinasa de Penicillium sp.
inmovilizada en alginato para el desamargor del jugo kinnow, encontrandose como
optima la que contenia 2% de alginato de sodio. Una preparacion con 30

unidades de naringinasa, hidrolizo el 82% de la naringina inicial en 3 horas [34].

Igualmente, la naringinasa de Penicillium decumbens se ha inmovilizado en
peliculas de acetato de celulosa, usadas como capas internas en el empaque de
los jugos para reducir la concentracion de naringina durante el transporte y

almacenamiento de los mismos [35].

También se ha utilizado la naringinasa de Penicillium sp. en su forma nativa. Para
ello se llevé a cabo un disefio factorial completo, usando como variables la
concentracion de enzima (0,25; 0,5y 1,0 g/L), la temperatura (25, 30 y 40 °C) y el
tiempo de incubacion (1, 2 y 4 h). Concluyendo que se requiere una
concentracion de 1 g/L de naringinasa a 40 °C durante 4 horas para lograr la

hidrélisis de naringina en un 75% [36].
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1.6 ANALISIS SENSORIAL EN LA INDUSTRIA DE ALIMENTOS .

La evaluacion sensorial es un instrumento de analisis fiable. Permite medir la
calidad de los alimentos en funcién de un conjunto de atributos y cumple una
funcion tanto preventiva como complementaria de los analisis fisico-quimicos. El
objetivo de la evaluacién sensorial presentada como sistema de analisis, es el de
cuantificar la intensidad y la forma de un estimulo sirviéndose de los sentidos
como instrumentos de medida. Los sentidos perciben las propiedades del
alimento examinado y esta percepcibn es comparada a continuacion con
elementos de referencia ya conocidos que seran utilizados para la evaluacion de
la intensidad [37].

Los cinco sabores basicos son acidez, dulzor, salinidad, amargor y umami. En
este caso nos interesan el dulzor y el amargor. Los receptores para el sabor dulce
estan localizados hacia la punta de la lengua, los del sabor amago en su parte
posterior, los del gusto salado en los lados hacia la zona externa y los del gusto

acido hacia el centro en la zona interna [37].

Uno de los métodos para llevar a cabo el analisis sensorial de un producto es el
estudio de las diferencias menores entre muestras. En €l los catadores deben ser
capaces de discernir, describir y cuantificar diferencias minimas entre las
muestras. Para ello, el analista prepara una seleccion de muestras que presenten
entre ellas débiles variaciones, por ejemplo, modificando un Unico ingrediente en
la composicion, las cuales se presentan sin identificar a los jueces; éstos, deben

degustar individualmente las muestras y anotar sus sensaciones [37]
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El objetivo general de la presente investigacion fue caracterizar los jugos de las
variedades citricas mas representativas del departamento de Santander, en
cuanto a sus propiedades fisicoquimicas y contenido de naringina, hesperidina,
naringenina y hesperetina, ademas, se buscaba evaluar el efecto de la naringinasa
comercial soluble sobre el sabor del jugo de mandarina. Por lo anterior, fue
necesario estandarizar un método analitico empleando la técnica de cromatografia
liguida de alta eficiencia —HPLC-, asi como la correlacién de los resultados

obtenidos en el tratamiento enziméatico con el analisis organoléptico del jugo.
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 REACTIVOS, MATERIALES Y EQUIPOS

En el desarrollo experimental se emplearon los reactivos, materiales y equipos,

gue se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Reactivos, materiales y equipos utilizados

PRODUCTO ESPECIFICACIONES
Reactivos:
Naringina Pureza: 90%; Ref. N 1376. Sigma-Aldrich Cor.
St. Louis, MO, USA.
Hesperidina Pureza: 90%; Ref. 52040. BioChemika, Fluka.
Buch, Switzerland.
Naringenina Pureza: 95%; Ref. 5893. Sigma-Aldrich Cor. St.

Hesperetina
Naringinasa de
Penicillium decumbens
Etanol anhidro

Agua HPLC

Metanol

Acido acético glacial

Hidréxido de sodio

Louis, MO, USA.

Pureza: = 95%; Ref H. Sigma-Aldrich Cor. St.
Louis, MO, USA.

Ref. N 1385. Sigma-Aldrich Cor. St. Louis, MO,
USA.

Pureza: 99.8%; Lote V5N955116A. Carlo Erba

Reagenti.
Pureza: 99.9%; Mallinckrodt Baker S.A.
México.
Pureza: 99.9%; Merck 64271. Darmstadt,
Germany.

Pureza: 99.7%; Lote J21478. J.T. Baker
México.
Pureza 85%. Cod. 472057. Carlo Erba, Italy.
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Fenolftaleina

Material de laboratorio:

Filtros de jeringa

Viales

Tapones de rosca

Balones aforados
Vasos de precipitados

Micropipetas

Bureta
Tubos de centrifuga

Exprimidor de naranjas industrial

Equipos de laboratorio:
Balanza analitica
Centrifuga

pH-metro

Andlisis instrumental:
Espectrofotometro UV-VIS
HPLC

Cdd. HS 2932 29 10. Merck, Germany

De 2.5 cm de diametro, membrana de acetato
de celulosa de 0.45um. Ref. 54134-U Supelco.
Viales de cabeza de rosca, boca ancha,
transparentes, de 2 mL. Ref. 5182-0714.
Agilent Technologies.

Rojo, septa de PTFE/goma de silicona roja.
Ref. 5182-0719. Agilent Technologies.

5, 10 y 25 mL; Schott.

25y 50 mL; Schott.

2-20; 10-100 y 100-1000 pL. Brand. Wertheim,
Germany.

De 25 mL

2 mL.

Metter Toledo ABZ04-S. Switzerland
Hettich, Rotoxi-32. Germany.
Schott. United Kingdom.

Perkin-Elmer, modelo Lambda 4B.

Cromatdgrafo liquido de alta eficiencia, Agilent
serie 1100, compuesto por: Bomba cuaternaria
con desgasificador, con precision de flujo
<0.3% RSD, pulsaciones <1%, rango de flujo
programable en incrementos de 0.001 mL/min,

presién de operacion de 0-40 MPa. Horno
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Columnas HPLC

Precolumna HPLC

para las columnas basado en el efecto Peltier.
Detector UV-Vis de arreglo de diodos DAD
para un rango de longitud de onda de 190-950
nm, con anchos de rendija de 1 a 16 nm y
exactitud en la longitud de onda de 1 nm o
mejor. Muestreador automatico con capacidad
para 100 muestras.

ZORBAX Eclipse XDB-C18 (150 mm x 4,6
mm X 5 um). Tamarfio de poro 80 A. Area
especifica 180 m?g. Limite de temperatura
60°C. Rango de pH 2,0-9,0. Carga de carbono
10%. Doblemente desactivada. Ref. 993967-
902 del catdlogo de Agilent. USA.
SUPELCOSIL LC-8 (250 mm x 4,6 mm x 5
Um) Tamario de poro 120 A. Area superficial
170 m%g. Carga de carbono 6,0%. Ref. 58297
del catdlogo de Supelco. USA.

SUPELCOSIL LC-8 Supelguard Cartridge. Ref.
59552 del catdlogo de Supelco. USA.
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2.2 DESARROLLO DEL METODO POR HPLC PARA LA DETERMI NACION
DE NARINGINA, NARINGENINA, HESPERIDINA Y HESPERET INA EN JUGOS
CITRICOS.

Para la determinacién simultdnea de las flavanonas naringina, hesperidina,
naringenina y hesperetina, se probaron diferentes condiciones que incluyeron dos

columnas, distintos tipos y proporciones de fase movil, dos temperaturas y

diferentes flujos.

2.2.1 Pruebas preliminares:

X Seleccion de la longitud de onda : Se tomaron espectros ultravioleta-
visible de la naringina, naringenina, hesperidina y hesperetina, de 190 a 450 nm,
con el fin de establecer las longitudes de onda de méaxima absorcién para estos

compuestos.
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X Seleccion de la columna : Se evaluaron los dos tipos de columnas
mencionados en la Tabla 6.

7

<> Seleccion de la fase movil : Se evaluaron las siguientes mezclas de
solventes:

v Acetonitrilo: Agua (20:80) [14]

v Acetonitrilo: Agua (30:70) [28]

v Acetonitrilo: Agua (25:75) [33]

v ACN:H,O

Tiempo | 0.0 | 3.0 | 5.0 6.0 | 10
(min)
%ACN | 20 | 20 | 90 | 20 | 20
(mL)

v ACN:H,0 el mismo gradiente anterior, pero se adicionaron al agua 0,15 mL
de H,SO, concentrado, por litro de agua [38].

Metanol: Agua (35:65) [39].

Metanol: Agua (40:60) [40].

Tetrahidrofurano: Agua: Acido acético (21:77:2 v/v) [16].

A: Acetonitrilo  B: Agua: Acido acético (96:4) [25].

AR NN

Tiempo | O | 12 {43 |44 |49 |50 |60
(min)
%ACN| O | 8 |[34|70(70| 0| O
(mL)

ACN:H;0:CH3COOH 20:76.8:3.2
ACN:H;0:CH3;COOH 25:72:3
CH30H:H,0:CH3;COOH 35:62.4:2.6
CH30H:H>O:CH3COOH 38:59.5:2.5
CH30H:H,0:CH3;COOH 38:61:1

NN
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<> Seleccion de la temperatura de la fase mévil : Debido a la relativamente
alta viscosidad de las fases movil utilizadas, la eficiencia puede incrementarse con
el uso de temperaturas en el rango de 40-60 °C; sin embargo, el mejor tiempo de
vida de la columna se logra cuando se opera a una temperatura < 40 °C [41]. Por

esta razon solo se probaron dos temperaturas: 25 °C y 35 °C.

Se seleccionaron las condiciones en las cuales se pudieron determinar
simultdneamente la naringina, naringenina, hesperidina, y hesperetina, teniendo
en cuenta el tiempo total de analisis, el factor de retencién (k), el factor de
separacion (a) y la resolucion (R) de los picos cromatogréaficos, dichos parametros

se determinaron segun las siguientes expresiones [42]:

o R go ke R = 118(ts- ta)
to Ka (W1r2a + Waszs)

Donde:

tr  =Tiempo de retencion del pico de interés;
to, = Tiempo muerto de la columna,;

W3, = Ancho del pico en la mitad de la altura;

Ay B = Picos adyacentes.

Para determinar el tiempo muerto de la columna se prepar6 una solucidon de
tiourea de 0,5 ppm y se inyectd en el cromatografo con y sin columna y
precolumna. EIl tiempo muerto se calculé como la diferencia entre el tiempo que

tarda la tiourea en llegar al detector con y sin columna y precolumna [43].
2.2.2 Determinacion de las figuras analiticas de m  érito.
Se determinaron figuras analiticas de mérito, tales como: precision (expresada

como repetibilidad), exactitud (reportada como porcentaje de recuperacion),

limite de deteccion (LOD), limite de cuantificacién (LOQ), linealidad y sensibilidad,
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segun lo recomendado por la Conferencia Internacional sobre Armonizacion de

requerimientos técnicos para registro de farmacos para uso humano (ICH) [44].

Para la determinacion de estos parametros se realizaron curvas de calibracion por

los métodos del estandar interno y externo.

Solucion stock: Se prepararon soluciones stock de 200 ppm de naringina,

hesperidina, naringenina y hesperetina en etanol/agua (50:50).

Soluciones de trabajo: Las soluciones de trabajo se prepararon a partir de las

soluciones stock.

2.2.2.1 Evaluacion de la repetibilidad del método  para tiempos de retencion,
tiempos de retencion relativos, areas y areas relat ivas. Se determinaron los
tiempos de retencion relativos (tgrr) Yy las éreas relativas (Agr) mediante las

siguientes ecuaciones [45]:

_ tro) Ai
tras) Ais

trRr

Donde:

trgy: Tiempo de retencion del pico de intereés;

tras): Tiempo de retencion del pico del estandar interno (naringina, 70 ppm);

Ai: Area del pico de interés;

Ass : Area del estandar interno (naringina, 70 ppm).

El estudio de la repetibilidad de los tg, l0s trg, las A y las Ag de las flavanonas se
llevd a cabo utilizando los datos obtenidos durante la estandarizacion interna y
externa; cada una de las soluciones de calibracion fueron preparadas e inyectadas

por duplicado al cromatografo liquido.
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Para el tratamiento estadistico de los datos se calcularon parametros de calidad, a

saber: promedio (x), desviacion estandar (s) y coeficiente de variacion (CV, %).

La repetibilidad, medida como CV, se calculé con base en la siguiente relacion
[46]:
r=tx2xS,
Donde:
r = Repetibilidad, %;
t = 2.26 (t de Student para un nivel de confianza de 95%) [46];

S, = Desviacion estandar de la repetibilidad.

2.2.2.2 Evaluacion de la eficiencia del método. La eficiencia del método
desarrollado se evaludé con base en el porcentaje de recuperacion, tanto para la
cuantificacion por estandar interno, como para la cuantificacion por estandar
externo. Para tal fin, 2mL de jugo de lima tahiti se enriquecieron con 10, 30, 15y
3 ppm de naringina, hesperidina, naringenina y hesperetina, respectivamente; y
2mL de jugo de mandarina comudn se enriquecieron con 50, 2 y 2 ppm de
hesperidina, naringenina y hesperetina, respectivamente; las flavanonas se
extrajeron utilizando el procedimiento descrito en 2.4. Los experimentos se

realizaron por triplicado.

El porcentaje de recuperacion se calculé con base en la ecuacion [46]:

Ce-Cne
= 2" x

% Re cuperacion = 100

SE
Donde:

Ce = Concentracion de flavanona en la muestra enriquecida;

Cne = Concentracion de flavanona en la muestra no enriquecida;
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Cse = Concentracion de la solucién enriquecedora.

2.2.2.3 Evaluacion de la linealidad y de la sensib ilidad del método. La
linealidad y la sensibilidad del método se evaluaron mediante las curvas de
calibracion realizadas con 10 niveles de concentracion, el doble de lo minimo
recomendado (5 concentraciones) por ICH [44]. Las curvas de calibracién por
estandar externo se obtuvieron en los intervalos de 2,5-130ppm; 2,5-70ppm; 0,5-
20ppm y 0,5-15ppm para la naringina, hesperidina, naringenina y hesperetina,
respectivamente. Las curvas para la calibracion por estandar interno se
obtuvieron en los intervalos de 2,5-120 ppm para la naringenina y de 2,5-130ppm
para la hesperidina y la hesperetina. La linealidad del método se reporté como el
cuadrado del coeficiente de correlacion, y la sensibilidad como el coeficiente
angular o la pendiente de la curva de calibracion a un limite de confianza

determinado, de acuerdo con la siguiente expresion:

b+tSy

Donde:

t =2,31 (t de Student para un nivel de confianza del 95%) [46];

Sp = Desviacion estandar de la pendiente de la linea de regresion, representa la
precision de la curva de calibracién, se calculdé utilizando el software de
estadistica, STATGRAPHICS 4.0.

2.2.2.4 Determinacion de los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion
(LOQ) para las flavanonas analizadas.  Se determinaron los limites de deteccion
y de cuantificacion segun lo propuesto por la US Environmental Protection Agency
(US EPA) [47].
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Limite de deteccion:

- Se determiné la relacion sefal a ruido (S/N) para soluciones diluidas de cada
flavanona, hasta obtener una relacion igual a 5; dicha relaciébn se obtuvo para
concentraciones de 0,18; 0,19; 0,18 y 0,20 ppm para la naringina, hesperidina,
naringenina y hesperetina, respectivamente.
- Se realizé una curva de calibracién con soluciones de 0,02; 0,10; 0,20; 0,30 y
0,40 ppm para la naringina, hesperidina y naringenina; y de 0,10; 0,20; 0,30; 0,40
y 0,50 ppm para la hesperetina.
- Se calculé por regresion lineal la pendiente de la recta (b), el intercepto (a) y el
coeficiente de correlacion (r), para las curvas de calibracion.
- Con base en los valores de la pendiente y del intercepto, se calcul6 la respuesta
predicha (y) para cada estandar.
- Se calculé el error asociado con cada medida ly; — yI.
- Se calculd el cuadrado de los errores para cada estandar y la suma de los
cuadrados de los errores (2E?) para los 5 puntos.
- La raiz principal de los errores al cuadrado (RMSE) se calculd segun la
expresion:

n

2 Ei°

RMSE =| &
n-2

- Larespuesta predicha en el limite de deteccion (y.) se calculé como:
yL=a+ (3 [RMSE)
- La concentracion en el limite de deteccion (c.) se calculd usando la relacién:

_3*RMSE
b

CL
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Limite de cuantificacion:

La concentracién en el limite de cuantificacion LOQ, se definié como el doble de la

concentracion en el limite de deteccion LOD (LOQ =2 LOD).

Cq=2CL

2.3 MUESTREO

Las variedades de citricos analizadas: mandarina arrayana, onecco, clementina y
comun; naranja valencia campbell y valencia frost; toronja ica hatico y star ruby,
limén coman y lima tahiti (Figura 12), se recolectaron en la finca La Sabana,

ubicada en la vereda Pefias del municipio de Giron, Santander.

Se cogieron directamente de los é&rboles 24 frutas de cada variedad, se
transportaron al laboratorio, se lavaron con una solucién de hipoclorito de sodio de

200 ppm, se secaron y se almacenaron a 10 °C hasta su procesamiento.
Las frutas escogidas tenian textura firme, color uniforme y no presentaban signos

de deterioro. Ademas, se les midieron los grados Brix y el pH para controlar que

las variedades de cada citrico tuvieran el mismo grado de madurez.
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Figura 12. Variedades de citricos analizadas.

Naranja valencia campbell

Naranja valencia frost
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Mandarina arrayana

Mandarina clementina
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Toronja star ruby
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2.4 PREPARACION DE MUESTRAS

Con cada variedad de las frutas recolectadas se hizo un cuarteo, y se

seleccionaron al azar 5 frutas por triplicado, para su procesamiento y analisis.

Las frutas se partieron en dos y se exprimieron, para la caracterizacion
fisicoquimica se tomaran 20 mL de cada jugo Yy se sigui6 el protocolo de las

normas referenciadas.

Para la determinacion de flavanonas se tomo una alicuota de 2 mL de cada jugo y
se le adicionaron 2 mL de etanol anhidro, la solucion resultante se centrifug6 a
4000 rpm durante 20 min, el sobrenadante se paso por un filtro de acetato de

celulosa de 0,45 pm y se tomo6 1 mL del filtrado para el analisis por HPLC.

2.5 CARACTERIZACION DE JUGOS CITRICOS

Las muestras de jugos se caracterizaron en cuanto a Su composicion
fisicoquimica, segun los pardmetros establecidos en la NORMA ICONTEC 404, de

la siguiente manera [48]:

* pH, por potenciometria, utilizando como referencia la norma AOAC 10.041/84.

» Sdlidos solubles, en grados Brix por refractometria, usando la técnica descrita
en la norma AOAC 22.024/84, 932.12/90.

» Acidez por volumetria, expresada como porcentaje de acido citrico, segun la
norma AOAC 31.231/84, 942.15/90.

El contenido de naringina, naringenina, hesperidina y hesperetina se determino

por HPLC segun el método que se evalud y estandarizé usando la metodologia

descrita en la Seccién 2.2.
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2.6 ANALISIS DE JUGOS CITRICOS POR HPLC.

2.6.1 Anadlisis cualitativo.

Se obtuvieron cromatogramas de los jugos citricos con el fin de determinar las
flavanonas presentes en cada uno de ellos, y de esa manera establecer el método
de cuantificacion.

2.6.2 Andlisis cuantitativo.

La cuantificacién de naringina, hesperidina, naringenina y hesperetina en los jugos
analizados, se hizo por el método del estandar externo, y la cuantificacion en el
jugo de mandarina sometido al tratamiento enzimético, se hizo por el método del
estandar interno, las mediciones se hicieron por triplicado.

La cuantificacion por estandar externo se hizo de la siguiente manera:

Para una ecuacién de la recta de la forma: Y = bx + a

Donde:

X = Concentracion de flavanona en la muestra;
Y = Respuesta del detector;

a = Ordenada en el origen;

b = Pendiente de la recta de regresion.

El resultado se report6é con su respectiva desviacion estandar

X+ Sx
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La cuantificacion por estandar interno se realizé utilizando la siguiente ecuacion
[49]:

Ci=ﬂXC|s

IS
Donde:
Ci: Concentracion del analito de interes;
A;: Area del analito de interés;
Cis: Concentracion del estandar interno (naringina 70 ppm);

As: Area del estandar interno.

2.7 EVALUACION DEL EFECTO DE LA NARINGINASA EN EL JUGO DE
MANDARINA.

Teniendo en cuenta que a nivel industrial los procesos sin control de temperatura
son mucho méas econdmicos que aquellos en los que se eleva la temperatura, se
hizo una prueba por triplicado realizando el tratamiento enzimatico a 40C, segun
lo reportado en la bibliografia, pero se obtuvo el mismo resultado que al realizar el
tratamiento sin control de temperatura, por esta razon se decidio realizar todo el

proceso de analisis del efecto enzimatico a temperatura ambiente.

El jugo de mandarina comun recién exprimido, se traté con una solucion de

naringinasa de acuerdo al procedimiento descrito a continuacion:

A. Se prepar6 una solucién de naringinasa de 10 mg/mL en buffer de acetato de
sodio, 0,1 My pH 4.0 [49].

B. Se agregaron 20 pL de soluciéon enzimatica a 2 mL de jugo de mandarina, la
enzima se dej6 actuar durante, 15, 30, 45,60, 120 y 180 min.

D. Al cabo de los tiempos establecidos, se detuvo la reaccién, agregando 2 mL de

etanol anhidro al sistema de reaccion.
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C. Se centrifugd a 4000 rpm durante 20 minutos y el sobrenadante se pasé por un
filtro de acetato de celulosa de 0,45 um [49].

D. Se pasaron 650 pL del sobrenadante filtrado a un vial, y se les agregaron 350
pL de una solucion de naringina (estdndar interno) de 200 ppm, la solucion
resultante se analiz6é por HPLC.

E. Paralelamente se analiz6 un blanco de jugo.

La conversion, medida como la desaparicion de sustrato, se calculé con base en la
ecuacion [50]:

_ So -Sf
So

X %100

Donde:

X = Porcentaje de conversion;

So = Concentracion inicial de hesperidina;
Sf = Concentracion final de hesperidina.

Determinacion de la actividad especifica de laenzi  ma.

Con los resultados obtenidos para la conversion de sustrato, se realizo la gréfica
de concentracion de hesperidina vs. tiempo, y con la pendiente de la parte lineal

de la curva se calculo la actividad volumétrica de la naringinasa [50]:

S
txv

AV =

<|C

Donde,

AV = Actividad volumétrica, pmol/min*mL;
U = Actividad enzimética, pmol/min;

S = Sustrato transformado, pmol;

t = Tiempo de reaccion, min;

v = Volumen, mL.
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La actividad especifica se definib como la actividad volumétrica por la
concentracion de proteina, de acuerdo a la ecuacion [51]:

A:ﬂ
P

Donde:
A = Actividad especifica, pmol/min*mg proteina;
AV = Actividad volumétrica, pmol/min*mL;

P = Concentracion de proteina, mg/mL.

La proteina se determiné por el método colorimétrico de Bradford [52].

2.8 ANALISIS SENSORIAL

Reconocimiento de los sabores basicos.

Esta prueba se desarroll6 siguiendo los métodos ASTM (1981) [37]. Para Los
sabores primarios se presentaron a los catadores soluciones de: sacarosa (2%),
acido citrico (0,07%), cloruro sodico (0,2%) y cafeina (0,07%). La cantidad a
presentar en cada muestra fue de 25 mL. Al final de la prueba, el analista
identificd las soluciones y los catadores se invitaron a probar las soluciones de

nuevo, con el fin de que se familiarizaran con los sabores.

Discriminacion entre los diversos niveles de una pr opiedad.

Se presentaron a los catadores 4 muestras de cafeina y de sacarosa que variaron
en concentracion en un orden aleatorio. La tarea del catador consistio en

clasificarlas por orden creciente de intensidad. Se utilizaron soluciones de cafeina

y de sacarosa en concentraciones de 0,1, 0,15, 0,22 y 0,34 g/L [37].
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Determinacion de la precision sensorial de los suje tos.

Se utilizaron soluciones acuosas diluidas de cafeina y de sacarosa para establecer
las diferencias de umbral de los sujetos, por ejemplo, los umbrales de deteccion,
de reconocimiento y de diferenciacion. Las soluciones se presentaron por orden

de concentracion creciente, separadas por un factor constante [37].

Los catadores tomaron cada uno de los recipientes que contenian 15 mL de la
solucion, probaron el contenido y anotaron inmediatamente en un formulario, bien
la ausencia de sensacion, o bien las sensaciones gustativas percibidas, de la
manera siguiente: 0 para la ausencia de percepcion, X percepcion de sabor, XX
reconocimiento del sabor (debe indicar el nombre del sabor) y XXX apreciacion de
la diferencia de concentraciébn. A continuacion, se esper6 1 minuto para la
degustacion de la solucién siguiente, de modo que la persistencia del sabor en la
boca hubiera desaparecido. Por la misma razon, debieron enjuagarse la boca con

agua.

Las concentraciones para la cafeina en (g/100mL) fueron: 0,0000, 0,0030, 0,0060,
0,0090, 0,0120, 0,0150, 0,0180. Las concentraciones para la sacarosa en
(9/200mL) fueron: 0,00, 0,10, 0,20, 0,30, 0,40, 0,50, 0,60 [37].

Estudio de las diferencias menores entre muestras.

Se presentd una gama de sabores de mandarina: zumo recién exprimido y zumos
de mandarina de diferentes marcas. Estos jugos se presentaron sin identificar a
los catadores, éstos debieron degustar individualmente las muestras y anotar sus
sensaciones. Una discusion de grupo siguio a la degustacion, al mismo tiempo
gue se revelo la identidad de las muestras. Las referencias ayudaron a los
catadores a asimilar el concepto de sabor de mandarina. Después de este

ejercicio, los catadores debieron adquirir la capacidad de diferenciar los zumos de
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mandarina recién exprimidos y los zumos preparados industrialmente con

anterioridad.

Estudio orientado del amargor en el jugo de mandari  na.

Los catadores recibieron las muestras de jugo de mandarina antes y después del
tratamiento enzimatico, asi como jugos de mandarina recién exprimidos y a ciertos
intervalos de tiempo después de exprimirlos. Se les pidié que asignaran a todas
las muestras un valor correspondiente a la intensidad de amargor, de la siguiente
manera:

0: ausencia

1: apenas perceptible

2: ligero

3: moderado

4: elevado

5: extremo

Los resultados obtenidos fueron tabulados y relacionados con los de HPLC.
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3. RESULTADOS

3.1 DESARROLLO DEL METODO POR HPLC PARA LA DETERM INACION
DE NARINGINA, NARINGENINA, HESPERIDINA Y HESPERETI NA EN JUGOS
CITRICOS.

3.1.1 Pruebas preliminares:

Seleccion de la longitud de onda : De los espectros ultravioleta-visible tomados
en el rango de 190 a 450 nm a soluciones de 5 ppm de cada flavanona, se
establecieron las longitudes de onda de maxima absorcién (Tabla 4), fijandose
entonces, dos longitudes de onda, 282,4nm y 290,4nm, donde los 4nm
representan la anchura de absorcion, es decir, el detector de arreglo de diodos
podra mostrar todo lo que absorba de 280-284nm y de 288-292nm.

Tabla 4. Longitud de onda de maxima absorcién para cada flavanona.

FLAVANONA LONGITUD DE ONDA DE
MAXIMA ABSORCION (nm).

Naringina 281
Hesperidina 282
Naringenina 290
Hesperetina 289

Igualmente, se tomo el espectro al solvente de las flavanonas (etanol 50%) para

garantizar que no absorbia en esas longitudes de onda.
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X Seleccion de la columna : Se evaluaron las columnas ZORBAX Eclipse
XDB-C18 (150 mm x 4,6 mm x 5 um) y SUPELCOSIL LC-8 (250 mm x 4,6 mm x 5
pum) bajo los mismos pardmetros cromatograficos, obteniendo mejor resolucion
con la columna C-18 (Anexo 1), ademas, la mayor longitud de la columna C-8

aumenta el tiempo de andlisis y el volumen de solventes utilizados.

<> Seleccion de la fase movil : Los resultados obtenidos con los diferentes
tipos y proporciones de fase moévil se mencionan en la Tabla A del Anexo 1. La
fase movil escogida fue MeOH:H,O : CH3;COOH 35:62,4:2,6; v/Vviv.

X Seleccion de la temperatura de la fase movil y del  flujo : De acuerdo con
los resultados obtenidos, se establecié una temperatura de 35C, y un flujo de 1.3

mL/min para la corrida cromatografica.

En la Tabla B del Anexo 1, se muestran los valores de los factores de retencion
(k), factores de separacion (a) y resolucion (R), para las condiciones
cromatogréaficas con las cuales se obtuvo la separacion de las flavanonas en

menos de 20 minutos. El tiempo muerto de la columna fue de 1,15 min (Anexol).

Con base en lo anterior, el método de trabajo seleccionado por presentar los

mejores parametros cromatograficos fue:

Columna: ZORBAX Eclipse XDB-C18 (15 pm x 4,6 mm x 5 pum).
Fase mévil: MeOH:H,0:CH3;COOH 35:62,4:2,6; v/Iviv.
Temperatura de la fase movil: 35°C

Flujo: 1,3 mL/min.
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3.1.2 Determinacion de las figuras analiticas de  mérito.

3.1.2.1 Repetibilidad del método para tiempos de re tencion, tiempos de

retencion relativos, areas y areas relativas de las flavanonas. Los valores
correspondientes a los tiempos de retencion (tr), tiempos de retencion relativos
(trr), areas (A), y areas relativas (Ar), Y la repetibilidad alcanzada en su medicién,

se reportan en las Tablas 5 - 12.

Los resultados demuestran la precision del método segun Buenas Practicas de
Laboratorio (GLP), que establece repetibilidades de un valor maximo permisible de
2% para los tiempos de retencion, y de 10% para las areas. Por lo tanto, se
confirma la idoneidad del sistema analitico para el método desarrollado, dada la

buena repetibilidad de los tg, trg, A Y A
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Tabla 5. Evaluacion de la repetibilidad del tiempo de retencién de la naringina.

Concentracion Tiempo de retencién, min
ppm trR X S CV, %
2,5 4,15 415  2,12x1073 0,06
4,15
5 4,15 415  1,41x10° 0,04
4,16
10 4,16 4,16 2,12x10°3 0,06
4,16
20 4,17 4,17 3,54x10°3 0,10
4,17
40 4,17 417  2,12x1073 0,06
4,18
60 4,18 4,18 1,41x10° 0,04
4,18
80 4,19 4,19 3,54x10°3 0,10
4,20
100 4,20 4,20 2,83x10° 0,08
4,20
120 4,21 4,21 1,41x10° 0,04
4,21
130 4,22 4,22 2,12x10°3 0,06
4,22
Repetibilidad, % Sr=0,02
r=0,07
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Tabla 6. Evaluacion de la repetibilidad del area de la naringina.

Concentracion Area, mAU*s
ppm Area X S CV, %
2,5 1,34x10*  1,35x10'  2,90x102 0,21
1,35x10*
5 2,72x10'  2,72x10'  5,16x102 0,19
2,73x10"
10 5,58x10* 5,57x101  1,13x10% 0,20
5,57x10*
20 1,13x10? 1,14x10*>  9,66x107? 0,09
1,14x10?
40 2,24x10°  2,24x10°  7,41x102 0,03
2,24x10°
60 3,40x10? 3,40x10%2  4,51x107? 0,01
3,40x10?
80 4,59x10°  4,59x10°  8,99x107 0,02
4,59x10°
100 5,78x10°  5,78x10°  2,46x102 0,00
5,78x10°
120 6,95x102 6,95x102  4,52x107? 0,01
6,95x10?
130 7,50x10? 7,50x10°  6,90x107 0,01
7,50x102
Repetibilidad, % Sr=0,99

r=20,29
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Tabla 7. Evaluacion de la repetibilidad de los tiempos de retencién y de los tiempos de retencion relativos de la

hesperidina.
Concentracion  Tiempo de retencién, min Promedio, min Desviacion estandar, min CV, %

ppm tRH trIS trRR tRH trRR tRH tRR tRH tRR

2,5 4,80 4,17 1,15 4,80 1,15 2,12x10° 4,20x10° 0,04 0,37
4,80 4,19 1,15

5 480 4,18 1,15 4,79 1,16  4,95x10° 1,14x10? 0,10 0,99
4,79 4,12 1,16

10 4,78 4,11 1,16 4,82 1,17 5,37x102 3,23x10°3 1,12 0,28
4,86 4,16 1,17

20 484 416 1,16 4,82 1,16  2,69x107 1,73x10° 0,56 0,15
4,80 4,14 1,16

40 4,80 4,14 1,16 4,84 1,16 5,02x102 4,95x10° 1,04 0,43
4,88 4,18 1,17

60 4,86 4,20 1,16 4,84 1,15 2,90x102 5,35x107 0,60 0,46
4,82 4,19 1,15

80 4,84 4,18 1,16 4,83 1,16 8,49x10° 4,38x10° 0,18 0,38
4,83 4,19 1,15

100 4,80 4,18 1,15 4,80 1,15 2,83x10° 4,54x10° 0,06 0,40
4,80 4,20 1,14

120 4,80 4,18 1,15 4,80 1,15  4,95x10° 3,11x10° 0,10 0,27
4,80 4,16 1,15

130 4,79 4,19 1,14 4,79 1,15 1,20x10? 5,20x10° 0,25 0,45
4,80 4,17 1,15

Repetibilidad, % Sr=0,41 Sr=0,22

r=1,29 r=0,71
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Tabla 8. Evaluacion de la repetibilidad de las areas y de las areas relativas de la hesperidina.

Area Promedio Desviacion
Concentracion mAU*s mAU*s estandar, mAU*s CV, %

ppm AH Als AR AH AR AH AR AH AR

2,5 1,69x10* 4,07x10° 4,16x10°  1,65x10' 4,07x10°  5,72x10*  1,31x10° 3,5 3,23
1,61x10* 4,05x10° 3,97x1072

5 3,33x10" 4,07x10° 8,18x10%  3,33x10" 8,18x10%  4,59x10°  1,82x10° 0,14 0,02
3,34x10" 4,08x10° 8,18x1072

10 6,21x10" 4,06x10° 1,53x10*  6,20x10* 1,53x10%  1,19x10"  3,86x10™ 0,19 0,25
6,20x10" 4,06x10° 1,53x10*

20 1,24x10? 4,07x10° 3,04x10"  1,24x10° 3,05x10"  7,41x10%  1,12x10* 0,06 0,04
1,24x10? 4,07x10° 3,05x10™

40 2,47x10° 4,13x10° 597x10"  2,47x10° 5,99x10"  7,13x10°  2,34x10° 0,03 0,39
2,47x10° 4,11x10° 6,01x10™

60 3,61x10° 4,07x10° 8,88x10"  3,61x10° 8,86x10"  4,19x10°  2,66x10° 0,01 0,30
3,61x10° 4,08x10° 8,84x10™

80 5,00x10° 4,11x10° 1,22x10°  5,00x10° 1,22x10°  9,21x10%  2,27x10° 0,02 0,19
5,00x10° 4,10x10° 1,22x10°

100 6,02x10° 4,06x10° 1,48x10°  6,02x10° 1,48x10°  1,35x10°  2,26x10™ 0,00 0,02
6,02x10? 4,06x10° 1,48x10°

120 7,46x10° 4,17x10° 1,79x10°  7,46x10° 1,79x10°  6,86x10°  1,32x10° 0,01 0,07
7,46x10° 4,16x10° 1,79x10°

130 7,71x10° 3,95x10° 1,95x10°  7,71x10* 1,95x10°  1,07x10"  3,49x10° 0,01 0,18
7,70x10° 3,96x10° 1,95x10°

Repetibilidad, % Sr=1,08 Sr=0,98

r=3,45 r= 3,12
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Tabla 9. Evaluacidn de la repetibilidad de los tiempos de retencidén y de los tiempos de retencion relativos de la

Concentracion
ppm
2,5
5
10
20
40
60
80
100

110

120

Repetibilidad, %

Tiempo de retencién, min

tRn
14,55
14,47
14,39
14,44
14,25
14,32
14,26
14,24
14,26
14,32
14,25
14,39
14,21
14,27
14,14
14,29
14,25
14,25
14,21
14,21

trIS
4,19
4,16
4,15
4,13
4,11
4,13
4,14
4,11
4,10
4,13
4,11
4,10
4,10
4,10
4,10
4,10
4,10
4,09
4,10
4,10

tRR
3,47
3,48
3,47
3,49
3,47
3,47
3,44
3,46
3,48
3,47
3,47
3,51
3,47
3,48
3,45
3,48
3,48
3,48
3,47
3,47

naringenina.

Promedio, min

tRn
14,51

14,41

14,29

14,25

14,29

14,32

14,24

14,21

14,25

14,21

tRR
3,48

3,48

3,47

3,45

3,47

3,49

3,47

3,47

3,48

3,47
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Desviacion estandar, min

tRn
5,37x107

3,68x10%
4,53x10°
1,63x10
4,24x10°
9,90x10°
3,96x107?
1,01x10™
2,12x10°°

2,83x10°

tRR
4,21x10°3

1,54x10
8,60x10™
1,38x10”
4,01x10®
2,71x10%
7,86x10°
2,23x10%
2,49x10°

1,29x10°

CV, %
tRn tRR
0,37 0,12
0,26 0,44
0,32 0,02
0,11 0,40
0,30 0,12
0,69 0,78
0,28 0,23
0,71 0,64
0,01 0,07
0,02 0,04
Sr=0,24 Sr=0,27
r=0,77 r=0,85



Tabla 10. Evaluacion de la repetibilidad de las areas y de las areas relativas de la naringenina.

Area Promedio Desviacion estandar

Concentracién mAU*s mAU*s mAU*s CV, %

ppm An Als AR An AR AH AR An AR

2,5 3,16x10" 3,73x10°  8,47x10%  3,21x10 8,50x10%  7,75x10%  1,74x10° 2,4 2,03
3,27x10" 3,75x10°  8,71x1072

5 6,40x10" 3,75x10°  1,71x10"  6,43x10 1,71x10"  4,71x10"  4,23x10™ 0,73 0,25
6,46x10" 3,78x10°  1,71x10*

10 1,30x10? 3,82x10°  3,39x10"  1,29x10? 3,37x10"  1,86x10%  3,33x10° 0,14 0,99
1,29x10? 3,87x10°  3,34x10*

20 2,61x10° 3,76x10°  6,94x10"  2,63x10? 6,98x10"  3,45x10° 5,15x10° 1,31 0,74
2,66x10° 3,79x10°  7,01x10*

40 5,35x10° 3,82x10°  1,40x10°  5,34x10° 1,38x10°  1,27x10° 2,08x107 0,24 1,50
5,34x10° 3,80x10°  1,37x10°

60 7,93x10° 3,83x10°  2,07x10°  7,97x10? 2,05x10°  5,43x10° 1,93x10% 0,68 0,94
8,01x10° 3,92x10°  2,04x10°

80 1,06x10° 3,90x10°  2,72x10°  1,06x10° 2,71x10°  4,02x10"  1,43x107? 0,04 0,53
1,06x10° 3,92x10°  2,70x10°

100 1,33x10° 3,94x10°  3,38x10°  1,34x10° 3,36x10°  3,57x10° 2,13x107 0,27 0,63
1,34x10° 3,99x10°  3,35x10°

110 1,49x10° 4,08x10°  3,65x10°  1,49x10° 3,67x10° 3,19x10"  3,06x107? 0,02 0,83
1,49x10° 4,03x10°  3,69x10°

120 1,62x10° 3,97x10°  4,08x10°  1,63x10° 4,18x10°  8,73x10° 1,37x10™ 0,54 3,28
1,63x10° 3,82x10°  4,27x10°

Repetibilidad, % Sr=0,74 Sr=0,90

r=236 r= 2,87
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Tabla 11. Evaluacion de la repetibilidad de los tiempos de retencidn y de los tiempos de retencion relativos de la

hesperetina.

Concentracion Tiempo de retenciéon, min Promedio, min Desviacion estandar, min CV, %

ppm tRh tRrRIS tRR tRh tRR tRh tRR tRh tRR

2,5 18,93 4,21 4,50 18,90 4,51 4,38x10? 1,54x102 0,23 0,34
18,87 4,17 4,52

5 18,78 4,11 4,57 18,76 4,53 1,91x102 5,56x1072 0,10 1,23
18,75 4,18 4,49

10 18,72 4,19 4,47 18,75 4,49 3,89x107 2,15x10 0,21 0,48
18,77 4,17 4,50

20 18,81 4,18 4,50 18,83 4,50 2,69x10 4,22x10°° 0,14 0,09
18,85 4,19 4,50

40 18,86 4,18 4,51 18,85 4,51 1,91x102 6,09x10 0,10 0,14
18,83 4,18 4,50

60 18,81 4,16 4,52 18,81 4,53 4,95x10°® 8,89x107 0,03 0,20
18,81 4,15 4,53

80 18,75 4,17 4,50 18,74 4,50 1,63x10 2,97x10° 0,09 0,07
18,73 4,16 4,50

100 18,78 4,16 4,51 18,78 4,51 3,54x107 6,84x10™ 0,02 0,02
18,78 4,16 4,51

120 18,79 4,17 4,51 18,79 4,51 4,95x107 7,32x10° 0,03 0,16
18,79 4,16 4,52

130 18,88 4,19 4,51 18,83 4,49 7,07x10 2,22x10 0,38 0,49
18,78 4,20 4,48

Repetibilidad, % Sr=0,11 Sr=0,36

r=036 r=1,15
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Tabla

Concentracion

ppm
2,5

10
20
40
60
80

100

120

130

Repetibilidad, %

12. Evaluacion de la repetibilidad de las areas y de las areas relativas de la hesperetina.

Area Promedio Desviacion estandar

mAU*s mAU*s mAU*s
An Ais AR Anh AR An AR
3,29x10"  3,70x10°  8,90x10°  3,29x10"  8,89x10° 6,23x10°  1,62x10™
3,28x10"  3,69x10°  8,88x107
5,11x10"  3,70x10° 1,38x10"  5,11x10" 1,38x10"  7,55x10°  2,30x10™
5,12z10"  3,70x10*>  1,38x10*
1,23x10°  3,80x10°  3,23x10"  1,23x10*>  3,23x10" 5,01x10%  2,43x10™
1,23x10°  3,79x10°  3,24x10™
2,73x10°  3,74x10°  7,29x10"  2,73x10°  7,30x10" 3,98x10%  4,99x10™
2,73x10°  3,74x10*>  7,30x10*
5,25x10°  3,81x10? 1,38x10°  5,25x10° 1,38x10° 3,37x10%  1,25x107
5,25x10°  3,82x10° 1,37x10°
7,69x10°  3,88x10° 1,98x10°  7,69x10° 1,98x10° 2,57x10%  4,39x10°
7,69x10°  3,89x10° 1,98x10°
1,07x10°  3,91x10° 2,74x10°  1,07x10° 2,74x10°  4,54x102  1,05x10°
1,07x10°  3,91x10° 2,74x10°
1,34x10°  3,87x10° 3,47x10°  1,34x10° 3,47x10° 3,63x102  9,77x10™
1,34x10°  3,87x10° 3,47x10°
1,63x10°  3,86x10° 4,23x10°  1,63x10° 4,24x10°  3,13x10°  4,85x10°
1,63x10°  3,85x10° 4,24x10°
1,78x10°  3,79x10° 4,69x10°  1,78x10° 4,68x10°  4,74x10°  5,21x10°

1,78x10°  3,80x10? 4,68x10°
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CV, %
Ah AR
0,2 0,18
0,15 0,17
0,04 0,07
0,01 0,07
0,01 0,09
0,00 0,22
0,00 0,04
0,00 0,03
0,00 0,11
0,00 0,11
Sr=0,07 Sr=0,06
r=0,22 r=0,20



3.1.2.2 Evaluacion de la eficiencia del método. Los resultados obtenidos de
la evaluacion de la eficiencia del método, expresada como porcentaje de
recuperacion de cada flavanona en los jugos enriquecidos de lima tahiti y
mandarina comun, para las calibraciones por estandar externo e interno,

respectivamente, se muestran en la Tabla 13.

Los porcentajes de recuperacion demuestran la exactitud de la extraccion de las
flavanonas, segun lo recomendado por la literatura, donde se aceptan porcentajes
de recuperacion en el rango 70-120%.

Tabla 13. Evaluacion de la eficiencia del método.

A. Calibracion por estandar interno.

FLAVANONA Ce* Cne™  Cse™ R, % x S CQV,
(PPm) (ppm)  (ppm) %
1,94 N.D. 20 97
NARINGINA 1,90 N.D. 20 95 95 15 16
1,88 N.D. 20 94

250,97 159,97 100 91
HESPERIDINA 249,01 161,01 100 88 92 40 44
256,38 160,38 100 96

4,35 2,51 2,0 92

NARINGENINA 4,54 2,58 2,0 98 9% 31 32
4,48 2,60 2,0 94
1,72 N.D. 2,0 86

HESPERETINA 1,76 N.D. 2,0 88 90 59 65
1,94 N.D. 2,0 97
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B. Calibracién por estandar externo.

FLAVANONA Ce* Cne™  Cee™ R % x S CV,
(ppm) (ppm)  (ppm) %
17,51 7,81 10 97
NARINGINA 16,99 7,69 10 93 96 26 28
17,53 7,73 10 98

59,49 32,49 30 90
HESPERIDINA 63,26 34,16 30 97 93 36 39
62,50 34,90 30 92

31,24 17,59 15 91

NARINGENINA 31,48 17,38 15 94 93 2,1 22
32,52 18,27 15 95
1,78 N.D. 2,0 89

HESPERETINA 1,74 N.D. 2,0 87 89 25 28
1,84 N.D. 2,0 92

* Cg = Concentracion de flavanona en la muestra enriquecida;
** Cye = Concentracién de flavanona en la muestra no enriquecida,;

***Cgg = Concentracion de la solucién enriquecedora.

3.1.2.3 Evaluacion de la linealidad y de la sensibi  lidad del método. Los
resultados obtenidos para la evaluacion de la linealidad y la sensibilidad del
método, mediante las curvas de calibracion por estdndar interno y externo (Anexo

2), se muestran en la Tabla 14.
Los coeficientes de determinacién (R?) son aceptados seg(n la guia de validacién

de métodos analiticos, y demuestran la linealidad del método bajo los rangos de

concentracion evaluados (Seccion 2.2.2.3 del Desarrollo Experimental).
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Las pendientes indican una alta sensibilidad del método, y sus desviaciones
demuestran la precision de la curva de calibracién. Ello permite concluir que el
método es aplicable bajo los intervalos de concentracion analizados.

Tabla 14. Evaluacion de la linealidad y sensibilidad del método.

A. Calibracion por estandar interno.

Flavanona Hesperedina Naringenina Hesperetina
Ecuacion y = 1,04x+ 0,0043  y=2,38x + 4,48x10° y = 2,49%— 3,97x10”
R? 0.9998 0,9987 0,9988
Pendiente (b) 1,04 2,38 2,49
Sp 3,31x10° 2,00x10 2,07x10”

b % tsp 1,04 +7,65x10° 2,38 + 4,63x10° 2,49 + 4,79x10°

B. Calibracién por estandar externo.

Flavanona Naringina Hesperedina Naringenina Hesperetina
Ecuacion y=580x—3,28 y=6,42x+231x10" y=1563x—-6,90 y=1530x—7,12x10"
R? 0,9999 0.9995 0,9970 0,9996
Pendiente (b) 5,80 6,42 15,63 15,30
Sb 1,27x10? 3,42x10° 2,02x10™" 7,4x10°
b % ts, 5,80 +2,93x10° 6,42 + 7,85x107 15,63 + 4,67x10" 15,30 + 1,71x10™

3.1.2.4 Determinacion de los limites de deteccion ( LOD) y de
cuantificacion (LOQ) para las flavanonas analizadas . Los criterios utilizados

para la determinacion de los LOD y de los LOQ se describieron en la Seccion
2.2.2.4 del Desarrollo Experimental. Los limites de deteccion y de cuantificacion
estimados se reportan en la Tabla 15.
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Estudios reportados anteriormente [14, 16, 18, 20, 25-28, 40, 53-56] habian
permitido desarrollar métodos para la cuantificacion por HPLC de naringenina y
hesperidina; de naringina, hesperidina y naringenina; de naringenina y
hesperetina; de naringina y naringenina; y de hesperidina, hesperetina y
naringenina. El método desarrollado en este trabajo permitié el analisis de las
cuatro flavanonas (naringina, hesperidina, naringenina y hesperetina) en forma
simultanea, con mejores limites de deteccion y cuantificacion y en un tiempo de
corrida cromatografica menor que los reportados. Se contribuye de estd manera
con la caracterizacion de jugos citricos, en cuanto a la determinacién de

compuestos importantes como las flavanonas.
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FLAVANONA

NARINGINA

HESPERIDINA

NARINGENINA

HESPERETINA

Conc.
(ppm)

0,02
0,10
0,20
0,30
0.40
0,02
0,10
0,20
0,30
0,40
0,02
0,10
0,20
0,30
0,40
0,10
0,20
0,30
0,40
0,50

Tabla 15. Limites de deteccién y de cuantificacion para cada flavanona

Area
(mAU*s)

3,85x10*
9,33x10*
1,42x10°
1,78x10°
2,55x10°
2,15x10*
8,19x10*
1,49x10°
1,85x10°
3,00x10°
3,66x10*
1,50x10°
2,40x10°
3,71x10°
5,40x10°
1,57x10°
2,66x10°
3,92x10°
5,04x10°
6,74x10°

0,9929

0,9869

0,9947

0,9940

5,38

6,87

12,78

12,71

0,32

0,07

0,07

0,13

82

Area
Tebrica
(mAU*s)
4,24x10*"
8,54x10*

1,39x10°

1,93x10°
2,47x10°
2,11x10*
7,60x10*
1,45x10°
2,13x10°
2,82x10°
3,22x10*
1,34x10°
2,62x10°
3,90x10°
5,18x10°
1,40x10°
2,67x10°
3,94x10°
5,21x10°
6,48x10°

Area
Residual
(mAU*s)
3,83x10°
7,93x10°°
2,91x10°
1,51x10*
8,05x10
4,17x10°®
5,93x10°
4,50x10?
2,84x10*
1,75x10*
4,41x10°°
1,58x10*
2,23x10*
1,95x10*
2,16x10*
1,77x10*
5,36x10°°
2,60x10*
1,71x10*
2,59x10*

RMSE

1,12x10*

1,97x10*

2,32x10™"

2,55x10*

CL

(Ppm)

0,06

0,09

0,05

0,06

Cq
(ppm)
0,13
0,17

0,11

0,12



3.2 ANALISIS FISICOQUIMICO DE JUGOS CITRICOS.

Los resultados obtenidos en cuanto a la determinacion de pH, °Brix, indice de
acidez como porcentaje de &cido citrico y vitamina C, se muestran en la Tabla 16.
Los resultados obtenidos se corresponden con lo reportado para las diferentes
especies analizadas. En el caso de las variedades de mandarina se establece

gue no hay diferencias significativas en cuanto a estos parametros.

Tabla 16. Andlisis fisicoquimico de jugos citricos.

VARIEDAD pH °Brix indice de

Acidez, %*
Lima tahiti 2,26x0,04 8,6+0,4 8,31+0,14
Limén comun 2,15+0,01 8,710,5 7,83+0,09
Naranja valencia campbell 3,56+0,28 8,4+0,4 2,74+0,05
Naranja valencia frost 3,52+0,02 8,6+0,2 2,78+0,10
Toronja ica hético 2,90+0,04 11,0+0,3 4,39+0,11
Toronja star ruby 2,94+0,02 11,140,1 4,37+0,08
Mandarina comun 3,21+0,05 9,3+0,3 2,34+0,07
Mandarina clementina 3,55+0,03 9,0+0,2 2,30+0,09
Mandarina arrayana 3,50+0,00 8,7+0,7 2,27+0,08
Mandarina onecco 3,26+0,02 9,2+0,2 2,17+0,03

*Expresada como gramos de &cido citrico anhidro por 100 mL de jugo.

83



3.3 ANALISIS DE JUGOS CITRICOS POR HPLC.

3.3.1 Andlisis cualitativo.

La Tabla 17 muestra las flavanonas presentes en los jugos citricos analizados.

Tabla 17. Andlisis cualitativo de flavanonas en jugos citricos.

JUGO NARINGINA [HESPERIDINA | NARINGENINA | HESPERETINA
MANDARINA N.D. _ N.D.
NARANJA N.D.
TORONJA N.D.

LIMON N.D.

LIMA N.D.

N.D. No detectada.

Los jugos de naranja, toronja, limén y lima contienen naringina, hesperidina y

naringenina.

En el caso de la mandarina,

se detecta la presencia de hesperidina en todas las

variedades analizadas. La naringenina esta presente en los jugos de mandarina

comun, onecco y arrayana, pero en el jugo de mandarina clementina no se

detect6.

Ninguno de los jugos citricos de las variedades evaluadas presentd hesperitina.

En la Figura 13 se presentan los cromatogramas obtenidos para los jugos de

mandarina de cada una de las variedades analizadas.
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Figura 13. Cromatogramas de jugos de mandarina.
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DAD1 A, Sig=252 4 Ref=360,100 (09-26-2006-21F LAVAMOMNAZ00012.0)
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3.3.2 Analisis cuantitativo.

Los resultados obtenidos para la cuantificacion de las flavanonas en las muestras

analizadas (Tabla 18) permiten hacer las siguientes observaciones:

X La toronja ica hatico es el citrico cuyo jugo present6 la mayor concentracion
de naringina, seguida por la toronja star ruby, la lima tahiti, el limén comuan, la

naranja valencia campbell y la naranja valencia frost.

« La hesperidina se presenté en mayor concentracion en el jugo de mandarina
comun, seguido por los jugos de mandarina arrayana, clementina y onecco; limén
comun, naranja valencia frost, naranja valencia campbell, lima tahiti, toronja ica

héatico y toronja star ruby.

« El jugo de lima tahiti present6 la mayor concentracion de naringenina,
seguido por los jugos de limén comun, toronja ica hatico, toronja star ruby,
mandarina arrayana, naranja valencia frost, naranja valencia campbell y
mandarina onecco. En el jugo de mandarina clementina no se detectd la

naringenina.
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< Enninguno de los jugos analizados se detecto la hesperetina.

Las anteriores observaciones permiten establecer que la concentracion de
flavanonas varia entre las frutas citricas, y entre las variedades de un citrico en
particular. Pero en términos generales, se puede concluir que los jugos de toronja
presentan la mayor concentracion de naringina, los de mandarina poseen la mayor

concentracion de hesperidina y los de lima la mayor concentracién de naringenina.

En la Tabla 19 se resumen las concentraciones reportadas en la bibliografia para

las flavanonas analizadas en jugos citricos.
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Tabla 18. Andlisis cuantitativo de flavanonas en jugos citricos.

JUGO NARINGINA HESPERIDINA NARINGENINA HESPERETINA
(ppm) (ppm) (ppm) (Pppm)
Toronja ica hético 192,17 £ 5,25 4,44 + 0,17 4,97 £ 0,02 ND.
Toronja star ruby 179,31 + 1,97 3,43 +£0,09 2,77 £ 0,07 ND.
Naranja valencia campbell 3,40 £ 0,09 44,89 + 1,38 2,44 + 0,10 ND.
Naranja valencia frost 3,28+0,14 50,13 £ 0,58 2,58 + 0,09 ND.
Limén comdn 5,79 £0,15 59,30 + 0,78 7,95+ 0,22 ND.
Lima tahiti 7,74 +£0,18 33,85+1,23 17,75 £ 0,47 ND.
Mandarina comuan ND. 159,71 + 1,08 2,36 + 0,09 ND.
Mandarina arrayana ND. 122,69 + 3,36 2,74 +0,24 ND.
Mandarina clementina ND. 105,78 + 3,85 ND. ND.
Mandarina onecco ND. 84,26 + 2,50 2,17 £ 0,10 ND.

ND. No detectada.
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Tabla 19. Resultados reportados en la bibliografia para el andlisis de flavanonas

Referencia Flavanona | Mandarina Naranja Toronja Limén Lima
(Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm) (Ppm)
Peterson, et al. 2006 [53]. Naringina 0,00 0,00-17,3 NA NA NA
Hesperidina | 43,1-470,8 | 25,6-392,6
Belajova and Suhaj.; 2004 [26]. Naringina NA 2,0 2110 NA NA
Hesperidina 92,7 15,4
Kanaze, etal. 2003 [16]. Naringina 0,5-1,2 N.D. 351,3-584,7 N.D. NA.
Hesperidina | 45,9-237,7 | 53,8-735,3 43,9-164,0 15,9-47,2
Ho, et al. 2000 [18]. Naringina NA. NA. 350; 141; 371; 257. NA. NA.
Naringenina ND. ND. ND.
Drewnowski, and Gomez, 2000 [4]. | Naringina NA. NA. 300-750 NA. NA.
Mouly, Gaydou, and Auffray, 1998 | Naringina NA. ND. 428 NA. NA.
[25]. Hesperidina 475 5,8
Nogata, Y. et al. 1994 [54]. Naringina ND. NA. NA. NA. NA.
Hesperidina 87
Yusof, Ghazali, and King, 1990 [14]. | Naringina NA. NA. NA. NA. 98,4
Rouseff, R.; Martin, S.F. and | Naringina NA ND. 73 Star ruby NA. NA.
Youtsey, C.O. 1987 [55]. Hesperidina 151 16
Fisher, J.F. 1978 [56]. Naringina NA ND NA NA NA
Hesperidina 98, 107, 120

NA: No analizado

ND: No detectado.
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Para los jugos de toronja se reporta la presencia de naringina y de hesperidina en
concentraciones variables, como es el caso de los trabajos reportados por HO, et
al (2000) y KANAZE, et al (2003), quienes analizaron diferentes variedades. En la
presente investigacion se obtuvieron concentraciones de 192,17 ppm y 4,44 ppm
de naringina y hesperidina para la toronja ica hatico y de 179,31 ppm y 3,44 ppm

de naringina y hesperidina para la toronja star ruby.

En el caso de la naranja, todos los estudios muestran la presencia de la
hesperidina en concentraciones entre 25 a 735 ppm, mientras que sélo algunos
muestran la presencia de naringina en concentraciones que oscilan entre 2,0 a 18
ppm. En los jugos de las variedades de citricos analizadas en este trabajo se
obtuvieron valores de 44,89 ppm de hesperidina y 3,40 ppm de naringina para la
naranja valencia campbell y de 50,13 ppm de hesperidina y 3,28 ppm de naringina

para la naranja valencia frost.

En cuanto a la mandarina, los tres estudios encontrados reportan la presencia de
hesperidina en concentraciones que oscilan entre 43 y 470 ppm. Solamente
KANASE, et al (2003), sefala la presencia de naringina en concentraciones de
0,5-1,2 ppm. En el presente trabajo las mandarinas analizadas mostraron valores
de hesperidina que oscilaron entre 84,26 (mandarina onecco) y 159,71 ppm

(mandarina comun) y ninguna variedad presento naringina.

No se encuentran reportes sobre el contenido de naringenina y hesperetina en los
jugos de las variedades evaluadas. Sin embargo, en este trabajo se observo la
presencia de naringenina en todos los jugos (excepto en el jugo de mandarina

clementina), y la ausencia de hesperetina.
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3.4 EFECTO DE LA NARINGINASA COMERCIAL SOLUBLE EN EL JUGO DE
MANDARINA.

A pesar de que en el jugo de mandarina no se detectd la presencia de naringina,
se procedid a evaluar el efecto de la naringinasa, enzima que como se menciond
anteriormente, ha sido empleada para disminuir el sabor amargo de los jugos de
toronja. La naringinasa ademas de actuar sobre la naringina, actia sobre la
hesperidina, al ser los dos compuestos de naturaleza quimica similar, y se ha
reportado que uno de los productos de hidrdlisis de la hesperidina (la hesperetina-

glucdsido) tiene propiedades edulcorantes [6].

Para este estudio se escogié la mandarina comun teniendo en cuenta que es la

variedad de mayor cultivo en la region.

En la Tabla 20, se reportan las concentraciones de los compuestos presentes en
el jugo de mandarina comudn recién exprimido y después de ciertos intervalos de
tiempo, tanto en el jugo tratado con la enzima, como en el jugo blanco (jugo sin
adicionar enzima). En esta tabla se sefialan unos compuestos identificados con
sus tiempos de retencion, cuyos nombres no se conocen porgue no se contaba
con los patrones, pero que se consideran porque presentan variaciones

importantes (excepto el compuesto en 3,37 min) al ser tratados con la enzima.
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Tabla 20.

Compuesto

1. NI

2. NI

3. N.L
4.Hesperidina

5. NL

6. NI.
7.Naringenina

8. N.L

9.Hesperetina

Efecto de la naringinasa comercial soluble en el jugo de mandarina.

t=15 t=30 t=45

tr t=0 Blanco T.E. Blanco T.E. Blanco T.E.
(ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)  (ppm)

3,15+0,02 ND. ND. 2,17 ND. 2,21 ND. 2,28
3,37+0,03 4,20 4,27 4,16 4,25 4,12 4,21 4,19
3,72+0,04 11,39 11,37 3,45 11,38 2,27 11,31 2,11
4,71+0,06 160,45 156,31 74,44 150,10 18,22 142,41 11,05
5,42+0,07 1,20 1,35 73,36 1,49 123,7 1,93 129,01
6,00+0,03 0,8 2,74 1,38 8,78 2,47 16,07 2,91
14,21+0,20 2,56 2,57 2,55 2,52 5,76 2,59 5,80
16,41+0,09 ND. 1,97 3,16 1,95 5,24 1,99 5,68
18,89+0,09 ND. ND. 10,58 ND. 16,48 ND. 17,52

NI.: No Identificado. ND. No detectado.
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Continuacion, Tabla 20.

Compuesto

1. N.L

2. N.I.
3. N.L

4. Hesperidina
5. N.L.
6. N.I

7. Naringenina
8. N.I

9. Hesperetina

t=60

tr Blanco T.E.
(ppm)  (ppm)

3,15+0,02 ND. 2,34
3,37+0,03 4,23 4,15
3,72+0,04 11,34 2,05
4,81+0,06 137,89 10,86
5,42+0,07 2,04 127,15
6,00+0,03 20,21 3,38
14,21+0,20 2,62 5,82
16,41+0,09 2,00 5,70
18,887+0,09 ND. 19,21
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t=120
Blanco T.E.
(pPm)  (ppm)
ND. 2,35
4,26 4,22
11,30 2,02
130,51 10,77
2,07 127,34
27,83 3,99
2,70 5,83
1,97 5,71
ND. 19,25

t=180
Blanco T.E.
(pPm)  (ppm)
ND. 2,35
4,27 4,14
11,29 2,01
123,11 10,15
2,10 127,69
35,01 4,01
2,66 5,83
2,01 5,69
ND. 19,28



El andlisis de la Tabla 20 permite hacer las siguientes observaciones:

<> Después de trascurridos 15 min del tratamiento enzimatico, aparecié un
compuesto cuyo tiempo de retencion es 3,15 min, y su concentracidon aumento
levemente durante las 3 horas del tratamiento. Este compuesto no se detectd en
el jugo recién exprimido ni en los blancos, lo cual sugiere que se trata de uno de
los productos de hidrdlisis enzimatica.

X La concentracion del compuesto que presentd un tiempo de retencién de
3,37 min permanecio constante durante las 3 horas, tanto en el blanco como en el
jugo tratado con la enzima.

X La concentracién del compuesto en 3,72 min, no presenté cambios en el
jugo al cual no se le agrego enzima, pero disminuyé a medida que transcurrio el
tiempo con el tratamiento enzimatico; lo anterior indica que ese compuesto es un
sustrato de la naringinasa, que debe presentar un enlace ramnosa-glucosa 1,2 y/0
1,6.

Adicionalmente, la concentracion de la naringenina permanecié constante en el
jugo blanco y aumenté con el tratamiento enzimatico; esta flavanona es el
producto de hidrdlisis de la naringina y de la narirutina, pero teniendo en cuenta
gue la naringina no se encuentra presente en el jugo de mandarina, se podria
suponer que el compuesto con tr de 3,72 min sea la narirutina. La narirutina es
un isémero insipido de la naringina, y se diferencian entre si por el enlace
ramnosa-glucosa, 1,6 en el primer caso y 1,2 en el segundo. Sin embargo, para
determinar exactamente que se trata de la narirutina, es necesario hacer el
analisis por HPLC—Masas o buscar el patron que para este trabajo no se

consiguio.

La variacion de estos compuestos con el tiempo se muestra en la Figura 14.
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X La hesperidina disminuye tanto en el jugo blanco como en el jugo sometido
al tratamiento enzimatico, pero la velocidad y la proporcion de disminucién es
mucho mayor en el segundo caso. En el jugo tratado con la enzima se observa la
aparicion de la hesperetina, y el aumento de su concentracién con el transcurrir
del tiempo (Figura 15), de igual manera se aprecia el aumento significativo de la
concentracion de un compuesto cuyo tiempo de retencion es 5,42 min. La
hesperetina no se observa en ninguno de los jugos blanco, mientras que el
compuesto en 5,42 min se detecta en todos, y su concentracion aumenta

levemente con el tiempo.

La hesperetina es el aglicon de la hesperidina, y por lo tanto, el Unico producto de
hidrolisis enzimética esperado (Figura 9), teniendo en cuenta que la naringinasa
de Penicilium decumbens utilizada en esta investigacion, segun las
especificaciones del proveedor, solo posee actividad glucosidasa. Sin embargo, la
aparicion de dos productos de hidrdlisis de la hesperidina muestra que la enzima
utiizada presenta en realidad dos actividades, ramnosidasa y glucosidasa,
actuando como se ilustra en la Figura 9, y que el pico en 5,42 min podria ser la

hesperetina-glucadsido.

X A un tiempo de retencion de 6,00 min aparece un producto que aumenta
tanto en el jugo blanco como en el jugo tratado con la enzima, pero los cambios

son mas representativos en los blancos.

X La concentracion del compuesto que aparece en 16,41 min permanece
constante durante las 3 horas en el jugo blanco, pero aumenta gradualmente en el

jugo sometido al tratamiento enzimatico.
De lo anterior se establece que la naringinasa no actla solo sobre la naringina,

también lo hace sobre la hesperidina y podria hacerlo sobre la narirutina, es decir,

la naringinasa hidroliza los enlaces ramnosa-glucosa 1,2 y 1,6 de las flavanonas.
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Figura 14. Variacion en la concentracién del compuesto en 3,72 miny de la

naringenina en jugo sin tratar y en jugo tratado con enzima.
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Con los datos de la Tabla 20 se calculé el porcentaje de conversion de la

hesperidina y se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 21

Tabla 21. Porcentajes de Conversion de la hesperidina

Tiempo, min Conversion, %

15 53,61
30 88,64
45 93,11
60 93,23
120 93,29
180 93,67

Se observan aumentos significativos en el porcentaje de conversion de la
hesperidina hasta los 45 min, después de ese tiempo la actividad catalitica de la

naringinasa permanece constante en las condiciones de reaccion utilizadas.

La actividad especifica de la naringinasa, calculada como se explica en la

Seccion 2.7 fue de 1,123 U/mg proteina.

3.5 ANALISIS SENSORIAL

Los resultados reportados por los catadores en el estudio orientado del amargor

en el jugo de mandarina se observan en la Tabla 22.

Los resultados sugieren que el amargor en el jugo de mandarina se va
presentando a medida que transcurre el tiempo, siendo apenas perceptible en el
jugo recién exprimido, este fenOmeno se conoce como “amargor retardado”,
producido por la formacién de limonina en el jugo, tal como se explica en la

Seccién 1.2.1 del Marco Tebrico.
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Tabla 22.

Tiempo
(min)*
Intensidad
de amargor
A
Intensidad
de amargor
B.

Estudio orientado del amargor en el jugo de mandarina comun.

0 15 30 45 60 120

Ausencia Apenas Apenas

perceptible  perceptible  -/9€"©  Ligero Moderado

Ausencia Apenas Apenas

perceptible  perceptible  -/9€"©  Ligero Moderado

* Durante estas pruebas el jugo se mantuvo a temperatura ambiente

A. Jugo blanco. B. Jugo tratado con enzima.

Los resultados del analisis sensorial también indican que la naringinasa no tiene

ningun efecto en el amargor del jugo, es decir, la hidrélisis de la hesperidina no

afecta el amargor retardado que se va presentando en el jugo de mandarina.

En la Tabla 23 se observan las diferencias en el sabor del jugo de mandarina
recién exprimido y después de uno, dos y tres dias de su extraccion. Este jugo se

almaceno refrigerado a 10 °C porque

completamente, al cabo de un dia, si se almacena a temperatura ambiente.

Tabla 23. Sabor del jugo de mandarina dias después de su extraccion.

Dia 0 1 2 3
Intensidad de Apenas  Moderado  Elevado Extremo
amargor. perceptible
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Con un dia de procesamiento el jugo presenta un sabor amargo moderado, y
después de dos dias las caracteristicas organolépticas del jugo refrigerado se

deterioran por completo.
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4. CONCLUSIONES

. El método por HPLC estandarizado en este trabajo, permitié el analisis de
las flavanonas naringina, hesperidina, naringenina y hesperetina en forma
simultanea, cumpliendo en todos los casos con los requisitos establecidos por las

GLP en cuanto a desarrollo y validacion de métodos.

. La concentracion de flavanonas varia entre las frutas citricas, y entre las
variedades de un citrico en particular. Pero en términos generales, se puede
concluir que los jugos de toronja presentan la mayor concentracion de naringina,
los de mandarina poseen la mayor concentracion de hesperidina, y los de lima la

mayor concentracion de naringenina.

. La toronja ica hatico, la mandarina comun y la lima tahiti, son las variedades
de citricos que presentaron la mayor concentracion de naringina, hesperidina y

naringenina, respectivamente.
. La naringinasa hidroliza la hesperidina presente en el jugo de mandarina,
dando lugar a la formacién de hesperetina y de un compuesto con tiempo de

retencion de 5,47 min.

. La naringinasa da lugar al aumento de la concentracidon de naringenina en el

jugo de mandarina.

. El analisis sensorial permitio establecer que la naringinasa no ejerce efecto

sobre el sabor amargo del jugo de mandarina.
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5. RECOMENDACIONES

. Debido a las propiedades funcionales de las flavanonas analizadas, se
recomienda determinar su concentracién en los jugos citricos extraidos durante
diferentes periodos de maduracion de las frutas, para establecer en que etapa de

madurez es mas saludable ingerir estos zumos.

. Adquirir los patrones de diosmina, neohesperidina, narirutina, quercetina y
rutina, para hacer una caracterizacion completa de los citricos en cuanto su

concentracion de flavonoides.

. Determinar la concentracion de flavonoides en la semilla, el albedo y la
cascara de los citricos regionales, con el fin de establecer la distribucion de estos

compuestos en las frutas citricas.

. Determinar la concentracién de flavonoides en jugos comerciales de
diversas marcas, con el fin de evidenciar las diferencias nutricionales entre los

jugos naturales y los jugo procesados.

. Adquirir el patron de narirutina, el isémero no amargo de la naringina, para
confirmar que ese compuesto es el sustrato de la naringinasa cuyo producto de

hidrdlisis es la naringenina.

. Con el fin de esclarecer el mecanismo de accion de la naringinasa sobre la
hesperidina, se recomienda adquirir el patron de la hesperetina-glucosido,
compuesto posiblemente producido durante la hidrélisis enzimatica y cuyo tiempo

de retencién es 5,42 + 0,07 min.

. Estandarizar un método por HPLC para la cuantificacion de limonina en
jugos citricos recién exprimidos y a ciertos intervalos de tiempo después de su

extraccion.
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ANEXO 1. SELECCION DE LAS CONDICIONES DEL METODO
CROMATOGRAFICO.

1.1 SELECCION DE LA COLUMNA.

Fase mévil: ACN:30 H,0:70
Flujo: 0,8 mL/min

Modo isocrético
Temperatura no controlada
Columna C-18

DADT B, Sig=2804 Ref=360,100 (0421 20060 ARIM GIM AQ00001 D)

mal ] o
] e

140—:
120—:
100—:
su—:
au—:

40

NARIMGIMNA

. i

a 2 4

min|

DADT A Sig=2304 Ref=360,100 (05-19-2006°ET ANCLOOOO03.0)

mall P
160
140
120
100 4
80
80

40

20

HESFERIDINA

min|
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Fase movil: ACN:30 H,0O:70
Flujo: 0,8 MI/min

Modo isocrético
Temperatura no controlada

Columna C-8

DADT A, Sig=25304 Ref=360100 (05-24-2008 W ARIMGIM A000003 D)

mall
500

400
300
200

100 H

210311

NARIMN GIMNA

DALY A, Sig=2804 Ref=360,100 (05-22-2006-2"HESPERIDINAOOOE D)
mal
100 —
S0
B0

40 -

20

227

HESPERIDIMNA
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1.2 SELECCION

DE LA FASE MOVIL.

Tabla A. Tipos, proporciones y observaciones de las fases movil probadas a

ImL/min.

FASE MOVIL

OBSERVACIONES

ACN:H,0 (30:70)

Coeluyen la naringina y la hesperidina.

ACN:H,0O
Tiempo
(min)
% ACN
(mL)

00(3.0|50|6.0]|10

20 | 20 | 90 | 20 | 20

Coeluyen la naringina y la hesperidina.

ACN:H,0O
El mismo

adicionaron al agua 0,15 mL H,SO, conc./L
H,0.

gradiente anterior, pero se

Coeluyen la naringina y la hesperidina.
Después del pico de interés, sale una
banda anda y asimétrica.

Tetrahidrofurano: Agua: Acido acético 21:77:2

La naringina y la hesperidina se separan,
pero la naringenina sale a 55 minutos.

ACN:H,0; 4%CH3;COOH en el agua.

Tiempo | O | 12 [ 43|44 |49 |50 | 60
(min)
%ACN [0.0|80[34|70|70| 0 | O
(mL)

Separa la naringina y la hesperidina pero
sus tiempos de retencion son 19,595 y
21,175 min, respectivamente, el pico de
la naringenina sale a 28,240 min y es

muy asimétrico.

ACN:H,O (20:80)

Separa la naringina y la hesperidina pero

el pico de la naringenina es muy

asimétrico y de poca intensidad.
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ACN:H,0 (25:75)

Poca resolucion en los picos de la
naringina y la hesperidina. El pico de la
naringenina es asimétrico.

Metanol:Agua 35:65

Separa los picos de la naringina y la
hesperidina, y el pico de la naringenina
tiene buena simetria, pero sale a los
30,828 min de la corrida cromatografica.

Metanol:Agua 40:60

Separa los picos de la naringina y la
hesperidina, el pico de la naringenina
tiene buena simetria, y la corrida
cromatografica tarda 20  minutos.
Cuando se pasa el jugo, los picos de
interés tienen poca sensibilidad, mientras
que los picos que salen en un tiempo
préximo al tiempo muerto de la columna
tienen gran sensibilidad, por eso se

descart6 esta proporcion de fase movil.

ACN:H,0:CH;COOH 20:76.8:3.2

Buena resolucion de los picos de
naringina y hesperidina, el pico de la
naringenina es simétrico y se observa a
los 23,802 min.

ACN:H,0:CH;COOH 25:72:3

Poca resolucion entre los picos de la
naringina y la hesperidina.

CH3;OH:H,0:CH;COOH 35:62.4:2.6

Buena resolucion de los picos de
naringina y hesperidina, buena
sensibilidad hacia la naringenina, el
tiempo de retencion de la naringenina es
19,025 min.
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CH30H:H,0:CH;COOH 38:59.5:2.5

Buena resolucion de los picos de
naringina y hesperidina, buena
sensibilidad hacia la naringenina, el
tiempo de retencion de la naringenina es
14,436 min.

CH3;0OH:H,0:CH;COOH 38:61:1

Buena resolucion de los picos de
naringina y hesperidina, buena
sensibilidad hacia la naringenina, el

tiempo de la naringenina es 18,135 min.
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Cromatogramas de las fases movil mencionadas en la Tabla Al.
Columna C-18, Flujo 1mL/min, 35°C.

ACN:H,0 30:70

DEDT &, Sig-260,8 Ref=360,100 (05112006 W AR 1000007 D )
mal | 2

1 MNARINGINA,
1200

1000 —
800
600

400 —

200 5

DADT & Sig=2804 Ref=3680,100 (05-19-2008°ET AN COLOOOODS D)
maL o

160
140—:
120
] HESFPERIDIMNA

100

801

B0

40

20
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ACN:H20

Tiempo (min) 0.0 | 3.0

5.0

6.0

10

%ACN 20 20

90

20

20

mall
mu—f
BDD—E
500 ]
400

300

100

DADT B, Sig=280,4 Ref=360,100 (06-01-2006W ARIMNGIMN AQO0006 O

NARIMNGINA

42

min|

mal 4

100

a0

DADT B, Sig=2580,4 Ref=360,100 (06-01-2006'HE 5P ERID INADOOS D)

HESPERIDINA

0785

min|
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ACN:H,0 EI mismo gradiente anterior, pero se adicionaron 0,15 mL H,SO,4 conc./L
H,O0.

DADT B, Sig=280 4 Ref=360,100 (06-07-2006W ARIMNGIN 2000070 )
mal

994

120 4
‘100—_
NARINGINA

a0

60

7.339

40

20

LADT B, Sig=250 4 Ref=360100 (06-07-2006'HE SPERIC IR ADOT 1.0
mal 7

126

70
80

50 HESPERIDINA

40

7.353

30

20
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Fase movil: THF:H,O:CH;COOH 21:77:2

DADT A Sig=2804 Ref=360,100 ([06-07-2006"WARHE SMARIOOOO4.0)
mal 7

50
50
40

30

T

53587 =

20

3.980

25052 =

T
50 min|

Fase movil: ACN:H,O;  4%CH3COOH en el [ Tiempo
(min)

12

43

44

49

50

60

agua. % ACN

(mL)

0.0

8.0

34

70

70

DADT &, Sig=2804 Ref=360,100 (06-03-2006 W ARHE SHNARIODO0Z D)

3
=
[
£35

21175

282 =

25

min
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ACN:H,O (20:80)

DEDT &, Sig=254 8 Ref=360,100 (06-22-2006 AR HE SHARIOO005 0
mal ] &
NF
10
8 -
o
=1
-
H
B -
4 -
il
2 -
o
o
g =
& =
n ]
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- ——— S = - ——— -
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25T.

1.3 EFECTO DE LA TEMPERATURA

Columna C-18
Fase movil: CH ;OH:H,0:CH;COOH 38:59.5:2.5
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1.4 EFECTO DEL FLUJO
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1.5 DETERMINACION DEL TIEMPO MUERTO DE LA COLUMNA

TIEMPO DE RETENCION DE LA TIOUREA SIN COLUMNA NI PR ECOLUMNA
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Tabla B. PARAMETROS CROMATOGRAFICOS PARA LAS DIFER ENTES CONDICIONES DEL METODO

ANALIZADAS.
Fase movil, Temperatura, Flujo, Flavanona K, a R

viviv, mL °C mL/min min

1. N.L.* 2,69
MeOH:H,0:CH;COOH 35 1,2 Naringina 3,16 1,18 1,87
35,0:62,4:2,6 Hesperidina 3,80 1,20 2,14
Naringenina 12,48 3,29 21,22

N.I. 2,40
MeOH:H,0:CH;COOH 35 1.3 Naringina 2,84 1,19 1,87
35,0:62,4:2,6 Hesperidina 3,43 1,21 2,19
Naringenina 11,46 3,35 20,68

N.I. 2,52
MeOH:H,0:CH;COOH 35 1.2 Naringina 2,95 1,17 1,75
38,0:61,0:1,0 Hesperidina 3,46 1,17 1,87
Naringenina 12,04 3,48 21,73

N.I. 2,59
MeOH:H,0:CH;COOH 35 1 Naringina 2,98 1,15 1,56
38,0:59,5:2,5 Hesperidina 3,46 1,16 1,77
Naringenina 11,90 3,44 21,23

* Impureza de la hesperidina presente en los jugos, por eso fue importante tener en cuenta su factor de separacion con la
naringina.

Las condiciones de la fila sombreada presentan los mejores factores de separacion y la mejor resolucién entre el compuesto 1
y la naringina y entre la naringina y la hesperidina, en el menor tiempo de corrida cromatografica.
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ANEXO 2. CURVAS DE CALIBRACION PARA LAS FLAVANONAS

ANALIZADAS.

POR ESTANDAR EXTERNO.
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POR ESTANDAR INTERNO.
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