7))
Q
©
e
-
(b)
£
O
Q.
X
LL]
0p)
©
o
-
Q@
O
D
[®)
©
Qv
i
D
o
qu
LL

UNIVERSIDAD DE JAEN
Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Caracterizacion de
compuestos fenolicos en
extractos de origen
vegetal

Alumno/a; Esther Robles Solano

Junio,2021



‘o®
o 9®
s
, Facultad de
UNIVERSIDAD DE JAEN Ciencias Experimentales

Facultad de Ciencias Experimentales

Trabajo Fin de Grado

Caracterizacion de
compuestos fenolicos en
citricos

/'/I 3 //”()gS

Esther Robles Solano

Jaén, Junio, 2021



INDICE

RESUMEN/ABSTRA CT ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaas 1
1. INTRODUCCION: ... .oiiiieiteeieetece et ee ettt ste et eteeteeteeteeaeeteeeesaenens 2
0 R O o o 1 2
1.2. Caracteristicas botanicas de [0S CitriCOS .......coooviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 3
1.1.1. Naranjo amargo (C. AUrantium) ...........ueiiiieeeerieeiiiie e e e e e eeean e e e eeeeeanns 3
1.2.2. Citrus myrtifolia Raf: (Chnotto, Naranjo moruno, naranja mirtifolia) ........... 4
1.2.3. Citrus sinensis (Naranja dulCe) ............cooiiiiiiiiiiiiiiii e 5
1.2.4. Citrus madurensis Lour (Naranja china)..........ccccccceeeiiiieeiiiveiiciiee e, 7
1.2.5. Citrus excelsa Wester (Royal |emMon) ..........ccoovviiiiiiiiiiiicceeeeiei e 8
1.2.6. Citrus limon (LIMONEI0) ........uuiiiiiiiieeee et 8
1.2.7. Citrus pyriformis (LImON PONAEroSa) .........uuueeeiieeeriiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiiieeeeeens 9
1.2.8. Citrus paradisi (POMEIO).......ccoeeeiiiiiiiiiie e e 9
2.COMPOSICION QUIMICA DE LOS CITRICOS ......coieeeeieeeece e 10
2.1. Hidratos de CarbONO ........uuuiiiiiiiiiiiiiii e 11
2.2. ACIAOS OFQANICOS ...vvieeee et 11
2.3. COMPUESLOS NItFOGENAAOS .. .uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 12
2.3.1. AMINOACIAOS ... 12
2.3.2. AMINAS ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e ataa e e e e aeeeannes 12
2.3.3. ProteINaAS....ccco e 12
yZR Y =Yg 1] = TR 13
2.3.5. MINEIAIES ... 13
2.3.6. LIPIAOS ...eeeeeeieeieeie ettt 14
P =T o T =] o 0 1 TP 14
2.4.1. CaroteNOIES.....ccoeeeee e 14
2.4.2. ACEItES ESENCIAIES ... 14
P2 T I 14T T [0 [ 1 RSP 14

3. COMPUESTOS FENOLICOS ...t 15
3.1. Principales familias de flavonoides en CitriCOS .........ccoevvvvvevviiiiiiieeeeeeenans 16
TNt Nt R e - AV 0 - SRR 17

Tt B o F- V7= g o] F= 1 SRR 18
3.1.3. ISOflAVONAS ......ccc e 18

I I = =AY o] (0] [ TP 19



I IR T A\ 0 (o Yot = 11 4 = L= T 19

3.1.6. FIavanOoIEs........coooiiiiiii 20
3.2. Nomenclatura y estructura de los flavonoides............ccccvveiviiiiiiii e, 20
4. METODOS PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL DE
COMPUESTOS FLAVONOIDES ..ottt e e 22
4.1. Determinacion del contenido total de compuestos flavonoides y ensayos
de capacidad antioXidante ........ccooeeiiiiiiiiiiii e 23
4.1.1. MecanismOS d€ rEACCION........cceeeeee e 23

4.1.2. Determinacion del contenido total de compuestos flavonoides (Ensayo de

(o) [T T O o o= (== LU ) 24
4.1.3. Determinacion del contenido total de flavonoides..........ccccccooviiiiiiiieennnn. 25
4.1.4. ENSAY0 DPPH ... 26
4.1.5. ENSAYO0 AB T S .. i 27
4.1.6. ENSAYO FRAP ..o 28
5. SEPARACION Y CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES........ccccooveeeeeeevenene, 28
5.1. Técnicas cromatograficas utilizadas en separacién, analisis cualitativo y
cuantitativo de flaVONOIAES .......uiiii e eaeees 28
5.1.1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)...........ccccoeeveeeiiviiiinnnnnnn. 28
5.1.2. Espectrometria 0 MASAS ......cooviiuuiiiiiiiieeee et e e e e e e e e 31
5.1.3. Otras técnicas cromatografiCas..........ccccceeeiiiiiiiiiiiiiiiee e 40
5.2. Otros métodos de separacion y cuantificacién de flavonoides............... 41
5.2.1. Electroforesis capilar (CE) .........uuuiiiiiieeiieieeeie e 41
6. CONCLUSIONES.......oiiiiiieeeiiiiiiit ettt e e e e e e e et e e e e e e e s s nanabreeeeeaeeeeannns 42

7. REFERENCIAS ... eennns 43



RESUMEN

Los flavonoides son metabolitos secundarios de los vegetales encargados de proteger
al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, tales como sustancias
guimicas presentes en alimentos, contaminacion, entre otros, por lo que presenta un
amplio campo de aplicacion en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica.

En este trabajo de fin de grado, se ha llevado a cabo una revision bibliogréfica de los
principales métodos para la identificacion y cuantificacion de los principales
flavonoides presentes en citricos. Se han incluido tanto los métodos utilizados para la
determinacion del contenido total de flavonoides como los ensayos de capacidad
antioxidante. Estos Ultimos estdn basados en medidas de absorcibn molecular
mientras que la separacion, elucidacion estructural y cuantificacion de los flavonoides
sencillos y conjugados se suele llevar a cabo mediante la cromatografia de liquidos

de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS).

Palabras clave: Citrus Rutaceae, flavonoides, compuestos fendlicos, cromatografia.

ABSTRACT

Flavonoids are secondary metabolites of plants responsible for protecting the body
from damage caused by oxidizing agents, such as chemical substances present in
food, pollution, among others, so it has a wide field of application in the food, cosmetic
and pharmaceutical industries. In this work, a literature review of the main methods for
the identification and quantification of flavonoids present in citrus fruits has been
carried out. It covers the methods used to determine the total content of flavonoids, as
well as antioxidant capacity assays. The latter are based on molecular absorption
measurements while the separation, structural elucidation and quantification of simple
and conjugated flavonoids is usually carried out by means of high-performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS).

Keywords: Citrus Rutaceae, flavonoids, phenolic compounds, chromatography.



1. INTRODUCCION:
1.1. Citricos

Los citricos, cultivados desde hace 4000 afios, constituyen una de las especies mas
consumidas a nivel mundial. Segun datos de la Organizacién de las Naciones Unidas
para la Agricultura y Alimentacion, la superficie ocupada para la cosecha de citricos a
nivel mundial es de 7,72 millones de hectareas, produciéndose al afio 75 millones de
toneladas de naranjas, entre 30 y 42 millones de toneladas de limones y entre 16 y 25
millones de toneladas de pomelos. El 30% de esta masa posee cantidades
relativamente altas de flavonoides, los compuestos bioactivos que son objeto de
estudio en este trabajo.

Los citricos pertenecen a la familia Rutaceae del género Citrus, género con
origen en las zonas del sur y sudeste de Asia, en particular en zonas templadas de
China, Australia e Islas del Pacifico sudoccidental. (Scora,1975). Se caracterizan por
la agradable fragancia que presentan debido a la flor de azahar y por el aporte
adecuado de vitamina C (acido ascoérbico) con respecto a la cantidad diaria
recomendada. (Milind S. Ladaniya,2008). Este acido ascérbico, contribuye al sabor
acido que percibimos al consumirlos. Ademas, estan constituidos por compuestos
bioquimicos entre los que destacan los compuestos fendlicos, siendo el grupo
principal los flavonoides, objeto de estudio de esta memoria. Ademas, contienen
complejos de vitamina B y nutrientes que desempefian funciones en el organismo
como los nutracéuticos. (Zhang W, Zhou C, Chen K,2007)

Desde hace unas décadas hasta la actualidad, los flavonoides presentes en los
citricos poseen una gran importancia por los beneficios que aportan para la salud
(Figura 1). Se han llevado a cabo estudios que demuestran que el consumo de
flavonoides reduce el riesgo de sufrir algunos tipos de céncer, enfermedades
cardiovasculares y dafios neuronales debido al estrés oxidativo y a la presencia de
radicales libres (Rajadurai M, Stanely Mainzen, 2006).

El estrés oxidativo se puede entender como un desequilibrio celular que ocurre
debido al aumento de radicales libres, hecho que conlleva una disminucion de
antioxidantes, produciéndose dafios celulares que pueden desencadenar distintas

enfermedades.
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Figura 1. Algunas propiedades bioactivas de los citricos flavonoides (Watson et al., 2019).

\ antioxidantes / \ /

1.2. Caracteristicas botanicas de los citricos
Las rutaceas son una familia constituida por 160 géneros y 1600 especies, poseyendo
la mayoria de ellas una notable importancia econémica a nivel mundial. Las plantas
gue constituyen esta familia se caracterizan por ser angiospermas, lefiosas y
raramente herbaceas. Los citricos son plantas que se desarrollan en climas
templados-célidos, resistentes a temperaturas en torno a 38-42°C, en condiciones en
las que la tierra de cultivo se encuentre himeda ya que son arboles no resistentes a
la sequia

Grosso modo, los citricos estan constituidos por el tronco y ramas principales
qgue contienen diversas ramificaciones en las que se encuentran tanto hojas como
flores y frutos. Los &rboles pueden alcanzar una altura de 3 a 15 metros. La
clasificacion del género Citrus es muy compleja debido a que se llevan a cabo
procesos de hibridacion y de apoximis (Xiang y Roose,1988; Garcia et al.,1999). Con
respecto a los citricos que van a ser objeto de estudio, podemos distinguir distintos

tipos de especies que se describen a continuacion.

1.1.1. Naranjo amargo (C. Aurantium)
Especie con origen en las zonas limite de China y Birmania. Es un hibrido entre

zamboa y mandarino. Los arabes llevaron a cabo su introduccioén en Europa, con fines




medicinales y como planta ornamental de jardin. Fue el primer citrico que lleg6 al
continente americano gracias a los espafoles.

Es un arbol de tamafio mediano, rustico y resistente en el que se pueden
apreciar espinas y hojas elipticas (Figura 2 (izquierda)). Contiene flores con pétalos
blancos y anteras amarillas, las cuales desprenden un aroma muy agradable debido
a la presencia de aceites esenciales, siendo el aceite de neroli el mas destacado. Los
frutos se caracterizan por ser esféricos, aunque también se pueden encontrar frutos
achatados. Este fruto presenta una corteza de intensa tonalidad naranja, con un
grosor caracteristico y aspero al tacto. Su pulpa es de tonalidad naranja palido
teniendo en cuenta que las caracteristicas principales son su acidez y su sabor
amargo.

En relacion a sus usos y aprovechamientos, se puede destacar la obtencion de
aceites esenciales procedentes tanto de las flores como de las hojas, la elaboracion
de mermelada de naranja amarga por parte de la cultura anglosajona. El uso mas
importante a tener en cuenta desde el punto de vista citricola es la calidad que

presenta al ser usado como patron portainjertos.

1.2.2. Citrus myrtifolia Raf: (Chnotto, Naranjo moruno, naranja mirtifolia)

Esta especie presenta su origen en la zona suroriental de China. Hay estudios que
han considerado esta especie una variedad de naranja amarga (Citrus Aurantium),
pero como no presentan muchas similitudes entre si, hoy dia se considera una especie
totalmente independiente.

Es un arbol pequefio con crecimiento lento, poco robusto y con carencia de
espinas. La copa del arbol es muy densa debido a que presenta ramas cortas, por lo
gue las hojas se encuentran muy proximas. Estas hojas son de tonalidad verde oscuro,
son de tamafio pequefio y textura similar a la del cuero (Figura 2 (derecha)). Las
flores, al igual que en la naranja amarga tiene pétalos blancos y anteras amarillas, con
la diferencia de que son flores solitarias. El fruto es esférico y pequefio, cuya corteza
es rugosa y de tonalidad naranja intensa. La pulpa es jugosa y de tonalidad naranja,
destacando como caracteristicas principales su sabor acido y amargo. En relacién a
Sus usos y aprovechamientos, su zumo se usa como aromatizante esencial en ltalia
en un aperitivo muy conocido denominado Campari. Como los frutos son demasiado

amargos, se suelen consumir confitados.



Figura 2 (izquierda). Arbol, hoja y fruto de Citrus Aurantium (Ancillo et al., 2014).

Figura 2 (derecha). Arbol, hoja y fruto de Citrus myrtifolia Raf. (Ancillo et al., 2014).

1.2.3. Citrus sinensis (Naranja dulce)

Es uno de los arboles mas cultivados del mundo (Osbeck, 2018). Su zona de origen

es el sur de China y la zona nordeste de India. Es una especie hibrida entre zamboa

y mandarina.

Sus arboles son grandes y vigorosos en los que se pueden apreciar espinas en
mayor o menor cantidad en relacion a la variedad existente de este grupo. Contiene
hojas elipticas y grandes. Destaca por presentar como flor la flor de azahar, que
presenta pétalos blancos y anteras amarillas, y desprende un olor muy agradable. Sus
frutos son de tamarfo grande y redondeados, constituidos por una corteza naranja lisa
al tacto y una pulpa jugosa y tierna, cuya tonalidad es una escala cromatica entre
naranja palido y rojo sangre. Se caracterizan por contener gran cantidad de zumo y
por su sabor dulce y &cido simultaneamente. En relaciobn a sus usos Yy
aprovechamientos, su principal uso es su consumo natural o en forma de zumo. A la
hora de exprimir se obtienen la pulpa y la corteza, los cuales se pueden usar en la
elaboracion de piensos. Dentro del &mbito industrial, durante el periodo de floracion
se obtiene miel de azahar, ademas de la obtencion de perfume de azahar.

Dentro de esta especie de naranjos, podemos destacar cuatro grupos:

e Naranjas blancas. Se incluyen aquellas que presentan pigmentacion roja y
escasa acidez (Figura 3 (izquierda)). Su cultivo se ha reducido mucho debido a
las naranjas navelinas, naranjas de mejor calidad desde el punto de vista
organoléptico. Su uso principal es la elaboracion de zumo industrial. Las

variedades a destacar de este tipo de naranjas son: valenciana, pera y salustiana.



Figura 3 (izquierda). Hoja y fruto de naranja de Valencia (Ancillo et al., 2014).

Figura 3 (derecha). Hoja y fruto de naranja navelina (Ancillo et al., 2014).

Naranjas navelinas. Se caracterizan por tener las anteras de las flores de color
amarillo y por carecer de semillas (Figura 3 (derecha)). Desde el punto de vista
organoléptico, son las naranjas de mejor calidad por lo que se consumen
directamente. No son adecuadas para la elaboracién de zumo ya que contienen
una elevada cantidad de limonina, compuesto organico de la familia de las
furanolactonas que le proporciona a la naranja un elevado amargor. Las
variedades a destacar de este tipo de naranjas son: navelina, Washington navel y
lanelate.

Naranjas del grupo sangre. Presentan similitudes con las naranjas blancas,
diferenciandose entre ambas por la presencia de pigmentos rojos denominados
antocianos en la corteza, pulpa y zumo (Figura 4 (izquierda)). Su uso principal es
la obtencién de zumo rojizo, con una gran importancia en Italia. La variedad méa
destacable dentro de este grupo es la naranja sanguinelli.

Naranjas sucrefias. Son las naranjas de peor calidad por lo que no presentan
importancia comercial (Figura 4 (derecha)). Se diferencian de las naranjas
blancas ya que el contenido de &cido de poseen es casi nulo. La variedad mas

destacable dentro de este grupo es la naranja sucrefia o imperial.



Figura 4 (izquierda). Hoja y fruto de naranja sanguinelli. (Ancillo et al., 2014)

Figura 4 (derecha). Flor y fruto de naranja sucrefia (Ancillo et al., 2014).

1.2.4. Citrus madurensis Lour (Naranja china)

Originario de China con réapida expansioén en Indonesia y Filipinas. Sus arboles son
medianos y densamente ramificados con escasas espinas, muy resistentes a bajas
temperaturas y con una gran productividad. Posee hojas pequefias, ovaladas y con
un aroma caracteristico (Figura 5). Sus flores contienen pétalos blancos y anteras
amarillas. Su fruto es pequefo, achatado, de tonalidad naranja intenso, cuya pulpa es
tierna y jugosa. Su corteza esté caracterizada por ser muy fina y contener glandulas
de aceite esencial. Este citrico se considera el mas acido. Con respecto a sus usos y
aprovechamientos, se destaca su zumo para la elaboracion de bebidas refrescantes
y condimentos para pescado. Presenta diversos usos medicinales como
antiinflamatorio natural y remedio para la tos. Es un excelente acondicionador del

cabello y destacable desodorante corporal.

Figura 5. Hoja y fruto Citrus madurensis Lour. (Ancillo et al., 2014)



1.2.5. Citrus excelsa Wester (Royal lemon)

Especie cultivada en Filipinas que debe su nombre al alto standing del que goza el
pais. Arbol de tamafio medio, con ramas entrecruzadas constituido por espinas finas
y rectas. Hojas elipticas y flores caracterizadas por presentar trazas purpuras en sus
pétalos y anteras amarillas. Fruto de tamafio medio cuya tonalidad depende de su
grado de madurez comprendida en una escala cromatica verdosa-amarillenta (Figura
6 (izquieda)). Corteza lisa y fina y pulpa amarilla en la que se pueden apreciar gran

cantidad de semillas. Caracterizado por presentar un sabor muy acido.

1.2.6. Citrus limoén (Limonero)

Su origen es desconocido, pero se puede localizar en el noroeste de la India, norte de
Birmania y China (Burm, 2018). Arbol de gran tamafio caracterizado por la presencia
de abundantes espinas pequeiias en las ramas. Presenta hojas grandes de tonalidad
verde, que desprenden un aroma muy agradable a limén cuando son morteradas. Con
respecto a sus flores, son flores grandes con pétalos de color purpura que se pueden
encontrar en distintas estaciones del afio si las condiciones climatolégicas son las
adecuadas. Su fruto esté caracterizado por presentar una corteza lisa y algo aspera
de tonalidad amarilla al igual que la pulpa, caracterizada por ser jugosa y ser muy
acida (Figura 6 (derecha)).

En relacion a los usos y aprovechamientos cabe destacar que los principales
son la elaboracion de zumo y aceites esenciales. El jugo de limén se caracteriza por
ser diurético, astringente y febrifugo. La madera de este tipo de arbol es muy compacta
y facil de trabajar por lo que hay paises como México en los que se talla para la

elaboracibn de piezas de ajedrez, juguetes y cucharas de cocina.

.

Figura 6 (izquierda). Hoja y fruto Citrus excelsa Wester (Ancillo et al., 2014).

Figura 6 (derecha). Hoja y fruto Citrus limon (Ancillo et al., 2014).



1.2.7. Citrus pyriformis (Limon ponderosa)

Variedad originaria en 1887 en Hagerstown, cuya introduccién comercial se llevo a
cabo en 1900 (Hassk, 2015). Es un arbol pequefio, de crecimiento lento con presencia
de escasas espinas cortas. Se pueden destacar sus hojas grandes e intensas de una
tonalidad verde clarito. Ademas, sus flores son blancas con pétalos blancos y con
anteras amarillas. Su fruto es grande, variando su tonalidad amarilla en funcion del
grado de madurez, cuya pulpa es muy jugosa y amarilla caracterizada por la gran
cantidad semillas y sabor acido que presentan, por lo que se considera el fruto citrico
mas acido dentro de la variedad de los limones (Figura 7). Este fruto no se
comercializa como tal, pero se usa como sustituto del limoén tradicional debido a su

sabor similar. Su uso principal es ser una planta doméstica.

Figura 7. Hoja y fruto Citrus pyridormis (Ancillo et al., 2014).

1.2.8. Citrus paradisi (Pomelo)

Es el citrico més tardio en conocerse procedente de la Isla de los Barbados. Es un
arbol grande con la peculiaridad de no presentar espinas, con la necesidad de ser
sometido a altas temperaturas para proporcionar frutos de calidad, los cuales
presentan una corteza lisa de tonalidad amarilla y rojiza, mientras que la pulpa es
amarillenta caracterizada por presentar mucho zumo con un sabor caracteristico
debido a la presencia del flavonoide naringina y no presenta semillas (Figura 8).
Contiene hojas grandes y elipticas de tonalidad verde oscuro, destacando también
sus grandes flores con pétalos blancos y anteras amarillas.

El pomelo es considerado un fruto tipico en el desayuno, tanto en zumo como
en fresco debido a su alto contenido en vitamina C y en pectina, por lo que, en los
afios sesenta se consumia con el objetivo de perder peso. Sus flores se aprovechan
para extraer esencias que ayudan a combatir el insomnio y para tratar dolores

estomacales.



Figura 8. Fruto Citrus paradisi (Ancillo et al., 2014).

2.COMPOSICION QUIMICA DE LOS CITRICOS

Los citricos son alimentos con una gran aceptaciéon a nivel mundial debido a su sabor
y a la cantidad de nutrientes esenciales que presentan, ademas de la baja cantidad
de calorias que aportan, por lo que su consumo diario es recomendado por la
Organizacion Mundial de la Salud. En su composicién, se encuentran diversas
vitaminas, fibras y muchos compuestos obtenidos del metabolismo secundario
(Figura 9).

Composicion quimica de los citricos

o Agua(B85%) | Azucares (9%) = C. Nitrogenados (1,1,%)
Acidos {0,7%) m Lipidos (0,3%) m Minerales (0,4%)

W Otros {4.5%)

Figura 9. Grafico resumen de la composicién de los citricos (Elaboracién propia).

Los componentes de los citricos, a su vez se clasifican en:
e Componentes nutricionales. Son esenciales para el ser humano. Se destacan:

hidratos de carbono, aminoacidos, vitaminas, lipidos y minerales.
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e Componentes no nutricionales. Son no esenciales, pero presentan beneficios

para la salud. Pueden ser nutracéuticos o fitonutrientes.

2.1. Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono contenidos en citricos constituyen un 9 % del peso en seco y

se pueden clasificar en:

e Monosacaridos. Constituyen las unidades mondmeras de los hidratos de
carbono. En los citricos destacan las hexosas D-Glucosa y D-Fructosa, ya que son
los azucares reductores mayoritarias. En las naranjas se destacan la manosa
mientras que en la lima y el pomelo se destaca la arabinosa.

e Oligosacaridos. Surgen de la union de 2 a 9 monosacaridos ciclicos mediante
enlaces covalentes, siendo la sacarosa el oligosacarido mas abundante en los
citricos.

Tabla 1. Contenido en azlcares reductores y no reductores (g/100ml) (Chacén, 2014).

Especie | AzGcares reductores | AzUcares no reductores | Azlicares totales
Naranja 4,99 4,73 9,72
Pomelo 4,13 2,19 6,74
Limén 1,67 0,18 1,90

o Polisacaridos. Polimeros constituidos por la secuencia de monosacaridos
unidos entre si mediante enlaces glucosidicos. En los citricos destaca la presencia de
la celulosa, hemicelulosa. En términos de fibra, cuyo contenido se encuentra entre el
1,1y el 2,2%, destaca la pectina, cuya funcién es actuar como espesante natural

cuando se lleva a cabo la unién de los acidos de la fruta.

2.2. Acidos orgéanicos

Dentro de este grupo, el &cido mas destacable es el acido citrico, responsable de mas
del 80% de la acidez total del fruto. Como caracteristica principal se puede destacar
gue es un buen antioxidante natural. Otro acido destacado es el &cido malico, que se
emplea como aditivo alimentario. Ambos acidos se encuentran tanto en la pulpa como

en la corteza del fruto, encontrandose en la corteza en menor proporcion.
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2.3. Compuestos nitrogenados

Al igual que los hidratos de carbono, son de especial importancia tanto por su
actuacion como componentes estructurales como por su funcion en el metabolismo
de los frutos. Constituyen el 1,1% del peso seco en los frutos citricos. Este subgrupo

se divide a su vez en:

2.3.1. Aminoacidos
Son los compuestos mas abundantes de los compuestos nitrogenados. Hay que
destacar que su concentracion en zumo es minima al igual que su valor biolégico. Se

caracterizan por su gran importancia en el crecimiento y desarrollo de los frutos.

2.3.2. Aminas
En los zumos citricos se encuentran aminas como:

* Octapamina. Es una amina que ofrece propiedades para reducir la obesidad.
Se encuentra en el limén ponderosa en una concentracion de 4 mg/L.

* Sineferina. Amina estimulante del sistema nervioso central cuya funcién es la
ruptura de las células de grasa. Se encuentra en la naranja navelina en una
concentracion entre 50 y 280 mg/L.

* Tiramina. Amina encargada de regular la presion arterial. Se encuentra en el
limén ponderosa en una concentracion de 25 mg/L.

e Putrescina de ferulolilo. Diamina causante del olor desagradable generado
cuando se da la putrefaccion de un alimento o fruto (Janne, 2016). Este
compuesto se encuentra en los pomelos en una concentracion de entre 15y
41 mgl/L.

2.3.3. Proteinas

Los frutos citricos no son considerados una fuente importante de proteinas. A pesar
de este hecho, el fruto citrico que contiene mayor contenido de proteinas es la naranja
de Valencia, cuya concentracion en la pulpa es menor que en la corteza (60 mg/100g
frente a 125mg/100g) y aun menor que el contenido de la semilla en la que se

encuentra el 18% de proteinas sobre peso seco.
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2.3.4. Vitaminas

Los citricos contienen altas cantidades de vitaminas, siendo la mas importante la
vitamina C o acido ascérbico, vitamina que presenta una gran capacidad antioxidante
y una gran cantidad de beneficios que ayudan a mejorar la salud cardiovascular por
lo que, la Organizacion Mundial de la Salud recomienda consumir diariamente entre
65-90 mg hasta una cantidad limite de 2000 mg. Se ha demostrado que un consumo
en exceso no produce problemas de salud, pero si se consume de manera desorbitada
puede generar diarrea. Otros tipos de vitaminas presentes en los frutos citricos son
las vitaminas del grupo B y la vitamina A o retinol, que se encarga del mantenimiento

de los dientes ademas de tejidos blandos y 6seos.

Tabla 2. Contenido de vitaminas mas significantes en los frutos citricos (mg o pg/100g de porcién
comestible (Chacén, 2014).

Vitaminas Naranja de Valencia | Limén Ponderosa | Pomelo
Acido Ascorbico (mg) 44 44 40
Acido nicotinico (ug) 376 71 --

Acido pantoténico (ug) 207 104 290
Piridoxina (ug) 57 51 --
Riboflavina (ug 91 12 20-100

Tiamina (ug) 100 31 40-100

2.3.5. Minerales
Los minerales representan el 0,4% del contenido total en peso seco. Los minerales
contenidos en los frutos criticos proceden del terreno fértil en el que se desarrollan

llegando asi al organismo cuando se consumen.

Tabla 3. Contenido en minerales en los frutos citricos de estudio -expresado en mg/100g o 100 ml de
zumo- (Chacédn, 2014).

Fruto K Ca Mg Fe Cu P S Cl Na

Naranja | 179- | 54- | 73- | 0,2- [ 005 [ 17-| 4 [ 21- | .,
(100ml) | 320 | 156 | 153 | 04 | 0,06 | 21 | 46| 56 |
Pomelo 78- | 10- | 7,9- | 006- | 0,06- |, o951 | 06 | 08
(100ml) 224 | 121 | 15 01 | 007 6 | 0,7 | 2,6

Limén 94- 4.5-
(100g) 193 | 104 1-6,6 | 0,16-1| 0,13 |3-14| 1-2 | 1-2,6 | 1-2,9
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2.3.6. Lipidos

Los frutos citricos estan caracterizados por contener un bajo contenido en lipidos
(0.3% en peso en seco) con un 50% de estos presentes en forma de fosfolipidos
(Conesa, 2010). La mayor parte de la concentracion se encuentra en las semillas en
forma de &cidos grasos como el acido palmitico (16:0), estearico (18:0), oleico (18:1),
linoleico (18:2) y linolénico (18:3).

2.4. Terpenos

2.4.1. Carotenoides

Los carotenoides son pigmentos de gran importancia que intervienen en la fotosintesis
de las plantas, ya que se encargan de protegerlas frente al dafio foto-oxidativo
ayudando a atrapar la luz (Goodwin,1980). Su importancia es debida a las
insaturaciones que presentan, ya que atrapan radicales libres por lo que le confieren
propiedades antioxidantes. Los carotenoides son esenciales en la dieta humana ya
que son precursores de la vitamina A. Ademas, sirven para la prevencion de
enfermedades cancerigenas (Olson,1989). La cantidad de carotenoides que
contienen los frutos citricos dependen de la zona geografica de la que provengan y de

la variedad de citrico de la que se trate (Goodlier et al, 2001).

2.4.2. Aceites esenciales

El aceite esencial estd constituido por compuestos volatiles procedentes del
metabolismo secundario de las plantas. Se localizan en las glandulas de aceite y se
encargan del aroma caracteristico de los frutos citricos. El D-limoneno, monoterpeno
hidrocarbonado representa el 80-95% en peso del conjunto de aceites esenciales

presentes en los frutos citricos

2.4.3. Limonoides

Triterpenos constituidos por 26 atomos de carbono, responsables del amargor
presente en los zumos y en las semillas. El limonoide mas relevante en los citricos es
la limonina, la cual se encuentran en forma de acido limomoico, seguido de la nomilina
y la obacumona. El contenido de limonoides decrece conforme avanza la maduracion

del fruto.
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3. COMPUESTOS FENOLICOS
Los compuestos fendlicos constituyen los compuestos bioactivos mas importantes
presentes en la dieta humana ya que presentan actividad biolégica dentro del
organismo, desencadenando asi mudltiples beneficios: actividad anticancerigena,
antiinflamatoria y antioxidante, entre otras. (Creus, 2004) En los alimentos se suelen
encontrar en forma de glucésidos (Mufioz, el al., 2007).
Los compuestos fendlicos surgen de la sintesis de metabolitos secundarios de
los vegetales como consecuencia de su desarrollo normal y al estar sometidos a
situaciones estresantes como contaminacion y temperaturas extremas, entre otras.
Estan caracterizados por presentar en su estructura un anillo aromatico con un grupo
hidroxilo como radical (De la Rosa et al., 2018). El contenido de polifenoles disponible
en vegetales depende de la variedad de la especie de la que se trate, la maduracion
del fruto y las condiciones de procesado del fruto. Un dato importante a destacar es
que la distribucion de los polifenoles en una especie vegetal no es uniforme ya que:
o Las capas externas contienen una concentracion de polifenoles superior a
la de las capas internas
o Los compuestos fenolicos insolubles se encuentran en las paredes
celulares con la finalidad de aportarle resistencia mecanica. En relacion a
los compuestos fendlicos solubles, cabe destacar que se encuentran en las

vacuolas.

Los compuestos fendlicos son responsables de la mayoria de caracteristicas
organolépticas de los productos alimentarios obtenidos de las plantas,
proporcionandole asi su color (presencia de pigmentos en tonalidades apreciables en
escalas cromaticas amarillo-naranja y azul-rojo), su sabor, su olor y estabilidad ante
la oxidacion.

Distintos autores utilizan el término compuesto fendlico y polifenol de manera
indistinguible, mientras que otros autores dictaminan que el término polifenol sélo
debe usarse en casos en los que las moléculas estén constituidas por al menos dos
anillos fendlicos (Cheynier,2012), recalcando asi que el uso indistinto de ambos
términos surge como resultado de la gran mayoria de compuestos que son polifenoles
(Creus, 2004).
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Las pautas que se siguen para clasificar este tipo de compuestos no se encuentran
definidas notoriamente. Teniendo en cuenta la complejidad quimica que presenta este
grupo de compuestos se pueden clasificar en (Sanchez, Paniagua, 2009):

e Fenoles simples

e Acidos fendlicos

e Acetofenonas y acidos fenil acéticos
e Curaminas

e Benzofenonas y estilbenos

e Xantonas

e Flavonoides

Los compuestos fendlicos més relevantes en la dieta son los flavonoides que
constituyen el 60% (Gémez, 2010), por lo que seran los compuestos objeto de estudio

en esta memoria.

3.1. Principales familias de flavonoides en citricos

Los flavonoides son compuestos naturales presentes en las distintas partes de una
planta: hojas, semillas, cortezas, flores y fruto. Se encargan de proteger a la planta de
la luz UV, parésitos y patégenos que le generen dafios celulares oxidativos, siendo
también responsables del color que presentan ciertas verduras, frutas y vinos (Cartaya
y Reynaldo,2018). Ademas, presentan actividad antioxidante, debido a la habilidad
que los caracteriza para quelar metales con el objetivo de captar radicales libres,
hecho que le confiere un papel protector de enfermedades como el céancer,
alteraciones del ADN, diabetes y envejecimiento, entre otras (Sanchez-Paniagua,
2008). Debido a todos los beneficios mencionados anteriormente, los flavonoides
estan siendo objeto de estudio por diversos cientificos.

Los flavonoides estan constituidos por un esqueleto carbonado de 15 atomos
de carbono cuya estructura es Cs-C3-Cs, donde Cs son anillos aromaticos que se
encuentran unidos por tres atomos de carbono para formar un tercer anillo pirano
heterociclico (Daglia, 2012). Las diferentes clases de flavonoides se distinguen en
funcién del nimero y la posicion de los grupos hidroxilo y en relacion a los distintos
grupos funcionales que puedan presentar. Los principales subgrupos de compuestos

flavonoides son los siguientes (Marin-Rangel, 2012).
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Figura 10. Estructura quimica de las diferentes clases de flavonoides (Marin-Rangel, 2012).

3.1.1. Flavonas

Caracterizadas por poseer un grupo ceto en el carbono 4 y una insaturacion entre los

carbonos 2 y 3. Son el tipo de flavonoides menos abundantes en los citricos y se

encuentran en los frutos citricos en forma de compuestos de C-glucosilflavonas como

pueden ser: diosmetina, diosmina y luteolina.

Tabla 4. Principales flavonas identificadas en citricos (Ledesma Escobar et al., 2012).

v v
v
v
v
v v
v
v
v
v
v
v
v
v
v
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3.1.2. Flavanonas

Surgen de la glucosilacion que se lleva a cabo cuando se une un disacarido en el

carbono siete de la estructura del flavonoide. Se encuentran en gran parte de los

citricos localizadas sobre todo en el albedo de la fruta (parte blanca), hecho que influye

en la baja concentracion de flavononas presente en los zumos de citricos. Las

flavononas presentes en los citricos se encuentran en distintas formas:

e Agliconas. Constituidas por naringenina y hesperetina. Se encargan de aportarle
al fruto poder terapéutico (Xu et al., 2007)

e Glucésidos. Constituidos por neohesperidosido (unién de naringeniruna y
neohesperidina) y rutindsido (unidon de narirutina y hesperidina) (Tripoli et. al.
2007). Se emplean como medicamentos que tratan las insuficiencias cardiacas.

Tabla 5. Principales flavanonas identificadas en citricos (Ledesma Escobar et al., 2012).

N ESINEENINENIN BN ENEN

3.1.3. Isoflavonas

Las isoflavonas estan constituidas por la posicion en el carbono 3 de un anillo
bencénico. Ademas, poseen grupos hidroxilos en los carbonos C7 y C'4. Las
isoflavonas se presentan en forma de agliconas conjugadas con glucosa debido a que
puede llevarse a cabo su hidrélisis cuando son sometidas a procesamientos
industriales y durante su conservacion. Se suelen encontrar en plantas como la soja
en mayor cantidad, pero también se encuentran en citricos como las naranjas.

(Quifiones, 2012). Hay estudios que demuestran que las isoflavonas se encuentran
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en los alimentos en cuatro formas: aglicona, 7-O-glucosido, 6 "acetyl-7-Oglucosido y
6" -O-malonyl-7-O-glucosido (De la Rosa et al.,2018).

3.1.4. Flavonoles

Se caracterizan por presentar en el carbono 4 un grupo ceto y una instauracion entre
los carbonos 2 y 3, en el cual se percibe la presencia de un grupo hidroxilo. Los
flavonoles son el grupo mas destacable dentro de los polifenoles. Los flavonoles
surgen por biosintesis en el proceso de fotosintesis, hecho que determina su
localizacion sobre todo en el tejido exterior y el resto de la planta. Un hecho muy
importante a destacar es que la concentracion de flavonoles de la planta dependera
del grado de exposicidn que tenga ésta al sol (Quifiones, 2012). Dentro de la familia
de los citricos, los flavonoles con mayor presencia son la rutina y la miricitina, ambas
presentes en el jugo de limoén, mientras que la quercetina y kaempferol se encuentran

a suvez en el jugo y en las cascaras (Gonzalez-Molina el al., 2010).

Tabla 6. Principales flavonoles identificados en citricos (Ledesma Escobar et al., 2012).

v
v
v v
v
v
v v
v

3.1.5. Antocianinas

Estan constituidas por una molécula de antocianidina, especialmente una aglicona
gue se encuentra unida con un azucar mediante un enlace glucosidico. La estructura
basica de la aglicona es un ion flavilio, constituido por un benzopirilio y un anillo
fendlico. Son compuestos hidrosolubles que constituyen un grupo muy importante de

pigmentos vegetales (Collado, 2011). Las antocianidinas se pueden encontrar en
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cereales, vino y sobre todo en vegetales, apareciendo en su mayoria en frutas citricas
(De la Rosa., 2010).

3.1.6. Flavanoles

Se caracterizan por contener un anillo saturado y un grupo hidroxilo en la posicion del
carbono 3. Se pueden encontrar como monoémeros o como polimeros dependiendo
del grado de polimerizacion. Los flavanoles mas caracteristicos en los alimentos son
de tipo flavan-3-ol (Daglia, 2012), clasificandose en mondmeros (catequinas) y en
forma de oligébmeros (procianidinas). En literatura se destaca que la catequina y la

epicatequina son los compuestos mayoritarios en las frutas.

Tabla 7. Efectos que aportan en la salud los compuestos flavonoides (Manchén, 2015).

Compuesto Efectos en la salud
fenolico
Flavanoles e Presentan efecto antioxidante y cardioprotector
e Evitan padecer enfermedades cognitivas
e Proporcionan menores indices de masa corporal
Flavonas e Efectos antiobesidad
e Beneficios sobre enfermedades cardiovasculares debido a la
mejora dela funcién endotelial
e Presentan propiedades antihistaminicas y antioxidantes.
Flavonoles e Intervienen en la mejora de la salud cardiovascular y
neurolégica.
e Efecto protector de cancer de mama
Isoflavonas e Efecto protector de enfermedades neurodegenerativas
e Alivio ante los sintomas de la menopausia
e Refuerzan el sistema cardiovascular
Antocianinas | « Potente efecto antioxidante
e Ayudan a combatir resfriados, infecciones y alergias
e Presentan propiedades anticancerigenas
Flavanoles e Efectos antioxidante y cardioprotector

3.2. Nomenclatura y estructura de los flavonoides
Como se ha mencionado anteriormente, dependiendo de la ciclacién y grado de
insaturacién del segmento de 3 &tomos de carbono, se puede llevar a cabo una
clasificacion de los flavonoides en distintas familias. En las plantas, los flavonoides se
pueden encontrar en una diversidad de formas modificadas debido a procesos de
hidroxilacion, metilacién y glucosilacién adicional, siendo este ultimo la modificacién
mas importante (Wiley et al, 2004).
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Comunmente, los flavonoides se presentan como flavonoides O-glucésidos,

caracterizados por la unién de uno o varios grupos hidroxilo de la aglicona a un aztcar
mediante un enlace O-C glucosidico. Este hecho aumenta la solubilidad del flavonoide
y reduce su reactividad, por lo que se considera un mecanismo de proteccion de las
plantas contra dafos citoplasméticos ya que se almacenan de forma segura en la
vacuola celular (Harborne et al.,1982). Por lo general, cualquiera del grupo hidroxilo
presente se puede encontrar glucosilado, favoreciéndose posiciones como el grupo 7-
hidroxilo en las flavonas, flavanonas e isoflavonas; los 3 y 7-hidroxilos en flavonoles,
entre otros. Los glucésidos no suelen ser frecuentes en compuestos con grupos
carbonilo en la posicion 4, ya que el grupo 5-hidroxilo participa en el enlace de
hidrogeno con el grupo 4-carbonilo adyacente (Wiley et al, 2004). El azicar mas
comun para el proceso de glucosilacion es la glucosa, siendo muy poco frecuentes
otros azucares como la galactosa y la xilosa (Markham,1982).
Aparte de los flavonoides O-glucosidicos, podemos encontrar flavonoides C-
glucosidicos en donde la glucosilacion también se lleva a cabo mediante la union
directa del aztcar al nucleo béasico del flavonoide debido a la formacion de un enlace
C-C.

flavanona flavonol antocianidina

Figura 11. Estructuras bésicas de las principales clases de flavonoides, con indicaciones de las

posiciones glucosidicas mediante flechas (Cuykens y Clays, 2004).

Los iones procedentes como producto de los glicoconjugados se interpretan mediante
la nomenclatura de Dormon y Costello (Dormon y Costello, 1988). En esta
nomenclatura, los iones que contienen la aglicona se encuentran etiquetados como
X;Yjy Z., siendo j el numero de enlaces interglucosidico roto contando desde la
aglicona, mientras que los superindices k y | la zona de corte dentro de los anillos
carbohidratados. El enlace glucosidico que une el glucano con la aglicona se numera

con el nimero 0. Cuando la carga se sitia en el residuo de carbohidrato, los
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fragmentos obtenidos son nombrados como k, A ,Bi y C;, donde | (I>1) representa el

namero de enlaces glucosidicos rotos, contando desde el extremo no reductor.

02 X1

Figura 16. Nomenclatura de iones utilizada para los derivados glucosidos flavonoides. llustracién de

la apigenina 7-0O rutinésido (Cuykens y Clays, 2004).

4. METODOS PARA LA DETERMINACION DEL CONTENIDO TOTAL DE
COMPUESTOS FLAVONOIDES

Con la determinacién del contenido total de compuestos flavonoides no se puede
llevar a cabo directamente la medida de la capacidad antioxidante, pero si se puede
en el caso en el que el método se combine con métodos para determinar la actividad
antioxidante (Aldana Pérez, 2014). Se puede considerar que la espectrofotometria
UV-VIS es la técnica idonea para llevar a cabo la medida de los fenoles totales debido
a su bajo coste y a su simplicidad (Ignat el al., 2011).

Un aspecto a tener en cuenta es que la actividad antioxidante no se puede
determinar con el empleo de un Unico método, por lo que se necesita la
estandarizacion del método analitico evaluador de la capacidad antioxidante con
mucha meticulosidad (Alam et al., 2013). Los requisitos que necesita cumplir un
meétodo estandarizado cuya finalidad es evaluar la capacidad antioxidante son los
siguientes (Prior et al., 2015):

e Ser un método sencillo
e Presentar una asequible reproducibilidad
e Aceptar distintas fuentes radicales

e Flexible en los ensayos de antioxidantes hidrofilicos y lipofilicos
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Poseer instrumentacion con facilidad de disponibilidad
Método bien definido con la presencia de punto final

Factible para la realizacion de andlisis rutinarios a gran escala

Seguidamente, se describen algunos de los métodos mas utilizados para la

determinacion total del contenido de fenoles, flavonoides y actividad antioxidante.

4.1. Determinacion del contenido total de compuestos flavonoides y ensayos

de capacidad antioxidante

4.1.1. Mecanismos de reaccién

Los antioxidantes ofrecen la inactividad de los radicales a través de dos vias

principales en las cuales el resultado es similar, a excepcién de las reacciones

colaterales y la cinética que presenta cada uno de ellos (Huang et al.,2005)

Reacciones de transferencia de atomo de hidrégeno: Hydrogen Atom Trans HAT.
En las reacciones de transferencia de hidrogeno (reacciones HAT), la inactividad
del radical se lleva a cabo mediante la donacién de un &tomo de hidrégeno

procedente del antioxidante

X+AH=2XH+ A

Esquema 1. Reaccion de transferencia de atomo de hidrégeno (HAT)

Como resultado, el radical formado presenta una estabilidad superior a la del
radical inicial. Este tipo de reacciones estan condicionadas por la entalpia de
disociacion del grupo donador de hidrogeno en la molécula antioxidante. Un dato
relevante sobre las reacciones HAT es que dependen del pH y del disolvente en el
gue ocurra la reaccion, siendo reacciones muy rapidas (Huang et al.,2005).
Reacciones de transferencia de un electron: Single Electron Transfer,SET

En las reacciones de transferencia de electron (reacciones SET), el antioxidante
transfiere uno de sus electrones para reducir cualquier compuesto, incluidos

metales, carbonilos y radicales.
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X +AH - X~ + AH*

Hy0
AH* <5 A + H0*
X~ 4+ Hy0" — XH + H,0

M) + AH — AH™ + M)

Esquema 2. Reacciones de transferencia de un electrén (SET)

La reactividad en la reacciéon SET surge principalmente de la desprotonacion y del
potencial de ionizacion del grupo funcional que reacciona, por lo que dependen del
pH, apreciandose un incremento de éste cuando aumenta la capacidad donadora de
los electrones cuando se desprotonan.

En las situaciones en las que AH* presenta un tiempo de vida alto, las
reacciones secundarias dan lugar a interferencias que afectan a la sensibilidad del
ensayo en presencia de trazas de contaminantes y metales dando como resultado una
alta variabilidad, poca reproducibilidad y poca consistencia de los resultados (Prior el
al., 2005)

4.1.2. Determinacién del contenido total de compuestos flavonoides (Ensayo de
Folin- Ciocalteau)

Este método fue desarrollado por Folin en el afio 1927 con la finalidad de determinar
el contenido total de compuestos flavonoides, sufriendo una posterior modificacion por
Singleton y Rossi. Es el mas empleado para determinar el contenido total de
compuestos flavonoides en alimentos y plantas. Su objetivo principal es evaluar la
capacidad antioxidante de extractos de hierbas, plantas, cereales, entre otras. En sus
inicios, fue diseflado para llevar a cabo la determinacion total de forma indirecta
mediante la medida del contenido de tirosina y triptéfano.

La naturaleza quimica del reactivo de Folin-Ciocalteau no se puede definir con
exactitud, pero esta compuesto por una mezcla de acidos fosfomolibdico y
fosfowolframico que se reducen y adquieren una tonalidad azul, con una absorcion
maxima a 765 nm (Shahidi, Zhong, 2015).

El ensayo de Folin-Ciocalteau esta basado en la reduccién del reactivo de Folin-

Ciocalteau por compuestos flavonoides en medio alcalino para dar a lugar a un
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cromoforo de color azul cuyo maximo de absorcion se encuentra a 765 nm (Shahidi 'y
Zhong, 2015). La intensidad de la tonalidad azul obtenida es directamente
proporcional a la concentracion de grupos hidroxilo presentes en la muestra objeto de
estudio (Avella, 2008). Como estandar de referencia se emplea el acido galico por lo
que los resultados del contenido total de fenoles se expresan como equivalentes de
acido galico (Shahidi y Zhong, 2017). Dependiendo el tipo de muestra, el resultado se
puede referir al compuesto mas abundante de la fraccion de compuestos flavonoides.
El método de Folin-Ciocalteau esta basado en una reaccion oxidacion-reduccion cuyo

mecanismo es el siguiente:

Heactivo de Folin

[ N 4'/ (W*. Mo™) color

\/ g amat

Reactivo de Folin
I | ‘ ) reducido (W™
} Mo"™) color axul

Figura 12. Mecanismo de reaccion del reactivo de Folin-Ciocalteau.

Para que ocurra la reaccién del reactivo de Folin-Ciocalteau con los compuestos
flavonoides tiene que darse a pH 10, lograndose gracias a la adicién de carbonato
sédico. Este método presenta como inconveniente la presencia de otros compuestos
reductores que puedan reaccionar con el reactivo de Folin-Ciocalteau dando a lugar a
interferencias que afectan a la determinacién exacta del contenido de compuestos
flavonoides (Sanchez et al., 2013). Como ventajas, hay que destacar que se trata de

un método sensible, preciso y con alta reproducibilidad (Garcia Martinez, 2015).

4.1.3. Determinacion del contenido total de flavonoides

Este ensayo fue desarrollado por Woisky y Salatino basado en la medida de la
capacidad guelante que presentan los flavonoides. Para ello, estos autores usaron
AlICIs que, al reaccionar con los flavonoides dan como producto, complejos de
tonalidad amarillo intenso medidos a partir de métodos espectrofométricos. La medida
de la absorbancia se realiza a 420 nm, utilizandose la quercetina como estandar de

referencia. Este método fue modificado por Chang en 2002, con la adicion de acetato
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de potasio después del AICI3, y medida de la absorbancia a 415 nm, manteniéndose
la quercetina como estandar de referencia. El método descrito anteriormente es util
para la determinacién de flavonas y flavonoles.

Posteriormente, Mammen y col. (Mammen, D et al.,2012) llevaron a cabo una
evaluacion de los dos métodos anteriores determinado que no son meétodos fiables
para la determinacion del contenido total de flavonoides ya que, al encontrarse las
flavonas y los flavonoles en forma de glucosidos en las plantas, los restos de azlcar

presentes en ellas pueden actuar obstaculizando la quelacion con AICls.
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Figura 13. Posibles vacantes quelantes de la quercetina.

4.1.4. Ensayo DPPH

Desarrollado por Brand-Willians en 1994 tiene por objetivo la medida de la actividad
antirradicalaria de diferentes flavonoides. Sus siglas son una simplificacién del radical
libre empleado en el ensayo, 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo. Este radical presenta una
banda de absorcion a 515 nm, que desaparece después de la reduccién por un
compuesto antirradicalario (antioxidante). Este radical esta caracterizado por

presentar una tonalidad violeta y es facil de adquirir comercialmente (Londofio, 2012).

Figura 14. Radical DPPH.

Se trata de un ensayo de pseudo primer orden, cuya cinética es medible conforme va
disminuyendo la absorbancia con el tiempo (Guija et al.,2015).
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Los resultados obtenidos en el ensayo suelen expresarse como Eso, que indica la
cantidad de antioxidante necesaria para llevar a cabo la estabilizacién del 50% del
radical.

La ventaja principal de este ensayo es su sencillez y el bajo requerimiento
instrumental. Como contrapartida, los problemas con el impedimento que existe a la
hora de interpretar resultados procedentes de sustancias en las que su espectro de

absorcion solapa con el espectro del radical (Londofio, 2012).

4.1.5. Ensayo ABTS

Desarrollado por Miller y colaboradores con la finalidad de determinar la capacidad de
antioxidantes necesarios para estabilizar el radical coloreado ABTS™, compuesto
verde azulado que absorbe a una longitud de onda de 734 nm. El grado de
decoloraciéon se cuantifica como un decrecimiento de la absorbancia a la longitud de
onda citada dependiendo de la duracién de la reaccién, del tipo de flavonoides
presentes en la muestra y de la concentracién en la que se encuentran en la muestra.
(Shahidini, Zhong, 2015)
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Figura 15. Radical catiénico ABTS.

Este radical surge de la oxidaciéon del ABTS y el radical ferrimioglobina en presencia
de metamioglobina y peroxido de hidrégeno, expresandose sus resultados como
equivalentes de Trolox.

Este ensayo presenta inconvenientes como la dificultad que poseen los
radicales de distinguir el radical ABTS™ del radical ferrimioglobina, afectando a la
interpretacion de los resultados. Por este motivo, se realizé una mejora de este método
obteniendo el radical ABTS™ a partir de persulfato potasico y su posterior adicion a la
muestra (Litescu et al.,2014). Ademas, es un método que necesita mucho tiempo para
llevar a cabo la medida. En relacion a las ventajas que presenta se destacan su

sencillez ya que puede implementarse en analisis de rutina sin necesidad de
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instrumentacién sofisticada y ademas se puede utilizar para determinar tanto
antioxidantes hidrosolubles como liposolubles, siendo soluble tanto en medio acuoso

como organico (Londofio, 2012).

4.1.6. Ensayo FRAP

Este ensayo tiene la finalidad de medir la capacidad antioxidante necesaria para
reducir hierro férrico. Consiste en la reduccion de un complejo de hierro férrico y
cloruro de 2,3,5-trifenil-1,3,4-triazo-2-azoniociclopenta-1,4-dieno (TPTZ) a la forma
ferrosa a pH bajo. El control de esta reaccion se lleva a cabo midiendo el cambio de
absorbancia a 593 nm mediante un espectrofotémetro de absorcion molecular UV-Vis
(Alam et al., 2013). Los valores de este ensayo se obtienen evaluando la diferencia
de absorbancia de una mezcla problema con los valores de concentracion obtenidos
de los iones férrico y ferroso, expresando el resultado como mM equivalentes de ion

ferroso por kg o por L de muestra (Alam et al., 2013)
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Figura 16. Reaccién del complejo férrico con el antioxidante para obtener ion ferroso (Pérez Jiménez,
2007)

5. SEPARACION Y CUANTIFICACION DE FLAVONOIDES

5.1. Técnicas cromatograficas utilizadas en separacién, analisis cualitativo y
cuantitativo de flavonoides

5.1.1. Cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC)

Este método se considera el mas adecuado para llevar a cabo la separacion y
cuantificacion de flavonoides en frutas. Las condiciones generales en las que se tiene
gue dar este proceso es el uso de una columna C-18 de fase inversa, un detector de

matriz de diodos UV-VIS y un sistema disolvente binario que contiene agua acidificada
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(disolvente A) y un disolvente organico relativamente polar como metanol o acetonitrilo
(disolvente B) (Sakakibara Honda, 2003; Naczk y Shahidi, 2006).

Debido a las desventajas con respecto al limite de deteccion y la sensibilidad que
posee el detector UV-Vis, se dan una serie de limitaciones en matrices mas complejas
tales como extractos de plantas crudas y muestras ambientales. Para solventar esta
situacién, es necesario llevar a cabo una preconcentracion y purificacion inicial de los
polifenoles de la matriz antes de iniciar la parte instrumental, con la finalidad de reducir
los cromatogramas obtenidos facilitando asi su interpretacion y cuantificacion de
polifenoles (Naczk y Shahidi, 2006). El proceso de purificacion es muy critico ya que
elimina los componentes interferentes presentes en la matriz vegetal a analizar. En la
mayor parte de la bibliografia revisada se concluye que para realizar la determinacion
de flavonoides en citricos, es necesario que etapa de purificacion se lleva a cabo
mediante la extraccion en fase sélida (SPE) (Wang, 2008).

Los flavonoides con masa molecular mas baja se determinan mediante HPLC
en columna tanto de fase normal como de fase reversa, con el inconveniente de
consumir mas tiempo y presentar una mala resolucion conforme aumenta la longitud
de la cadena y su diversidad estructural. En el caso de flavonoides de masa molecular
mas elevada, la cromatografia de liquidos/espectrometria de masas es la mas
eficiente para poder estudiar su estructura (Bureau et al., 2009). En la siguiente tabla,
se describen algunos de los principales procedimientos empleados para llevar a cabo

la separacién de distintos tipos de flavonoides.
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Tabla 8. Procedimientos de HPLC en la separacion de diferentes clases de compuestos flavonoides. Abreviaturas: ACN: Acetonitrilo; TFA: Acido

trifluoroacético.

Compuestos Fase movil Flujo
Fase estacionaria | Disolvente A | Disolvente B | T (°C) (ml/min) A (nm) Referencias
C18 15% ACN 80% ACN
Antocianidinas SS Wakosil Acido acético | Acido acético 35 1 278 Cheny col. (2008)
4.6mm*150mm*5mm al 2% al 2%
TFAal0.1% | TFAal 0.1%
de ACN en ACN
Antocianinas, C18 0.1% de 80% de ACN
flavona Diamonsil acido férmico en agua 0.5-1 360 Fangy col., 2009
4.6mm*150mm*5mm en agua
Acidos C18 4% de &cido Metanol Fangy col., 2009
fendlicos, 4.6mm*150mm*5mm acético - 1 210-400 Wang y col.,
flavoniodes 2009)
Antocianinas, C18 Agua: acido | Agua: &cido
flavonoles Aqua, Phenomenex | férmico: ACN | formico:ACN 20 1 520 Corrales et al.,
4.6mm*150mm*5mm 87:10:3 40:10:50 2009)
Flavan-3-oles, Phenomenes*Luna | 6% de acido
flavonoles y 250mm*4.6 mm acético en Acetonitrilo - 1 250,320,360,520 Tsaoy Yang
antocianinas acetato s (2003)
C18 Metanol &cido | Agua acida
Quercetina Simetria de aguas (1% acido (1% de acido Alonso Garcia y
4.6mm*150mm*5mm acético) acético) - 1 253 col., 2004
LiChorspher Acido acético/ Altiok y col., 2021
Hidroxitirosol 250 agua Acetonitrilo 30 1 --
mm*4.6mm*5mm (2.5:97.5)
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5.1.2. Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una técnica que permite la medida de la masa de los

distintos analitos presentes en una muestra a través de la formacion de iones en fase

gaseosa. La ruptura de enlaces durante el proceso de medida (fragmentacion) permite
aportar informacién estructural muy valiosa para la identificacion y caracterizacién de
los analitos presentes en todo tipo de muestras. Las principales ventajas que presenta
la espectrometria de masas son su elevada sensibilidad, la cual permite el analisis de
los compuestos presentes en la muestra y su alta especificidad, ya que es capaz de
separar moléculas que poseen la misma masa molecular pero diferente composicion
elemental, incluso diferenciar isbmeros a partir de experimentos de fragmentacion. La
espectrometria de masas suele utilizarse combinada con otras técnicas de separacion
tales como la cromatografia de liquidos o la cromatografia de gases. Dentro de un
experimento de espectrometria de masas se puede diferenciar tres etapas principales:

e Etapadeionizacion. Se lleva a cabo la ionizacion de la muestra de forma directa
0 después su paso por un sistema de introduccion de muestra previo como un
cromatografo, obteniendo como resultado una corriente o flujo de iones en fase
gaseosa. En la mayoria de los casos los iones tienen carga z =1.

e Etapa de separacion. En esta etapa se lleva la separacion de los iones de las
diferentes especies que anteriormente han sido ionizados en funcion de su relacion
masa/carga (m/z).

e Etapa de deteccion. Depende de la abundancia de cada ion medido. Todos los
iones que lleguen al detector daran lugar a una sefial que es amplificada mediante
diferentes dispositivos, quedando registradas dichas sefales. Finalmente, se
obtiene un espectro de masas en el que se representan las abundancias relativas
de los iones frente a sus relaciones m/z. Cabe destacar que todos los procesos se

tienen que llevar a cabo a vacio con la excepcién de la ionizacion.

Los componentes principales en un espectrometro de masas son los siguientes:
sistema de introduccion de muestras, fuente de ionizacion, analizador(es) de
masas, sistema de deteccion y procesador de datos. En la figura siguiente, se
muestra un esquema de los componentes principales de un espectrometro de

masas.
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Figura 17. Constituyentes del espectrémetro de masas (Skoog et al.,2008).

Para llevar a cabo la determinacion de flavonoides presentes en citricos, lo méas usual
es llevar a cabo un analisis mediante HPLC-MS. La HPLC-MS es una técnica
caracterizada por presentar la capacidad de separacion del HPLC, ademas de la
selectividad y precision que caracteriza a la espectrometria de masas a la hora de
llevar a cabo determinaciones de masas moleculares. La muestra es separada en sus
constituyentes al pasar por el HPLC y seguidamente pasan al espectréometro de
masas a partir de un interfaz en el que se lleva a cabo la ionizacion. EI método de
separacion mas empleado es el de fase reversa, siendo la fase estacionaria no polar
y la fase movil relativamente polar, entre las que destaca la combinacion de metanol
0 acetonitrilo junto con agua como fase movil.

La técnica de ionizacion mas empleada para la determinacién de flavonoides
es la lonizacion por Electrospray (ESI) (de Hoffmann y Stroobant, 2010). Es una
técnica en la que los iones se generan a partir de la aplicacién de un campo eléctrico
de gran intensidad a presion atmosférica a la muestra que fluye a lo largo de un capilar
de un material conductor. EI campo eléctrico se encarga de inducir una acumulacion
de carga en la superficie del liquido objeto de estudio al final de la aguja, por lo que
éste se dividira formando un aerosol de pequefias gotas cargadas. Estas gotas
pasaran por una corriente de Nz inerte a alta temperatura que elimina la mayor parte
de las moléculas presentes en el disolvente, facilitando de este modo la desolvatacion.
El proceso finaliza en el interior de un capilar cuya funcion es guiar a los iones
procedentes del analito hacia el analizador (Robles Molina et al., 2008). Es necesario
llevar a cabo la ionizacion de los distintos analitos para lograr un buen andlisis y

deteccién por parte del espectrémetro de masas (Robles Molina et al., 2014).
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La ionizacion se puede llevar a cabo de dos modos en funcién de que se generen
iones cargados positiva o negativamente (Robles Molina et al.,2014):

e Modo positivo. Se pueden observar iones multiples protonados [M+H]*.

Modo negativo. En este modo se suele observar la desprotonacién de las

moléculas, existiendo la posibilidad de formacién de iones multiples desprotonados

[M-H].

El andlisis de masas es el siguiente paso. Permite separar los iones previamente
originados en funcion de su relaciébn masa/carga (m/z). Este proceso ocurre en el
analizador de masas. Existen varios tipos de analizadores, siendo los méas sencillos
los de cuadrupolo (Q), trampa de iones (IT), tiempo de vuelo (TOF) (Robles Molina et
al., 2014). También pueden emplearse los analizadores masas/masas 0 masas en
tandem ((MS/MS) (mas de un analizador sencillo) y los analizadores en tandem
hibridos, donde se usan dos analizadores de diferente tipo (ej. Q-TOF). Las técnicas
mas usuales son aquellas en las que el espectrdmetro de masas se encuentra en
tandem MS/MS con triple cuadrupolo (QgQ). En ellas, los iones que se encuentran en
fase gaseosa se deben de separar en funcion de su masa ya que la propiedad que
miden los analizadores son la relacibn masa/carga. El primer cuadrupolo (Q1) es un
filtro encargado de separar y seleccionar las moléculas con carga del resto de
moléculas eluyentes presentes en el cromatdgrafo. En el segundo cuadrupolo (Qz2) se
lleva a cabo la disociacion, por las colisiones entre un gas inerte y los iones de analito
dando lugar a un proceso de fragmentacion controlado y reproducible. En el caso del
tercer cuadrupolo (Qs), al igual que el primer cuadrupolo, actia como filtro de los
fragmentos obtenidos por disociacién del segundo cuadrupolo, pasando Unicamente

al detector aquellas masas del fragmento seleccionado.
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Figura 18. Esquema de un sistema QqQ-MS (Herrera et al., 2015).
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El acoplamiento HPLC-MS presenta ciertas ventajas que lo caracterizan como
el método méas empleado para llevar a cabo la determinacion cuantitativa de
flavonoides debido a su naturaleza poco volatil y a su elevada solubilidad en
disolventes polares. Esta técnica es destacable por su gran sensibilidad ademas de
poder analizar mezclas complejas de las que obtiene informacion estructural de

manera rapida, facilitando asi su identificacion.
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Figura 20. Esquema de acoplamiento HPLC-MS.

En estudios de frutas citricas, se ha determinado que, mediante el uso de HPLC-MS
se ha podido llevar la identificacion de 32 flavonoides presentes en el limon (Citrus
limén) (Ledesma Escobar, 2015) y 23 flavonoides en la naranja dulce (citrus sisensis).
(Molina et al., 2015), ademas de su destacada importancia relacionada en &mbitos de
medicina, nutricién y botanica (Marczylo et al., 2009).

Hay estudios que demuestran que llevar a cabo una determinacién cualitativa
de flavonoides en una determinada matriz es una tarea bastante elaborada, ya que
estos compuestos no se encuentran libres en la matriz, si no que se encuentran como
derivados diversos, siendo este el caso de las agliconas flavonoides combinadas con
glicosilacién en distintas variedades de sacaridos con posterior acilacion dando a lugar
a mas de 5000 compuestos quimicos distinguibles (Lin y Harnly, 2006).

Autores como Marquet y col. han dado una especial relevancia a la velocidad
de deteccion de los distintos fragmentos en funcidén de su relacion m/z ya que, a mayor
tiempo de adquisicion y mayor nimero de valores de m/z monitorizados en equipos
de cuadrupolo, mayor es la probabilidad de perder informacion de los analitos cuando
se va a llevar a cabo el método de perfilado. Como herramienta se puede emplear
instrumentos de MS sencillos que operen en modo de adquisicion full-scan sin pérdida

de sensibilidad. Esto ocurre en equipos con analizador de tiempo de vuelo (TOF) y
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Orbitrap. En estos casos, los iones generados en la fuente seran transportados a una
region a presion inferior a la atmosférica, en la que los iones son acelerados y dan a
lugar a colisiones con moléculas neutras dando lugar a fragmentaciones parecidas a
las que se dan en equipos MS/MS (Marquet et al., 2010). Esta técnica adquiere el
nombre de fragmentacion inducida por colisiones en la fuente (in-souce Collision
Induced Dissociation, CID), generandose patrones de colision similares a los
obtenidos en experimentos MS/MS con aislamiento de ion precursor seguido de

fragmentacién en celdas de colision al aplicar gas de colisién auxiliar.

Nebulizador
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Regidn CID )

/

Secado de gas
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Figura 21. Esquema fuente ionizacién de masas en la que se aprecian los parametros que afectan a

la ionizacién de colision en la fuente (Abranko et al., 2011).
En este esquema, la parte fundamental del instrumento es el voltaje del fragmentador
cuya funcién es trasmitir los iones desde el capilar a la seccién éptica de iones, usando
calores de voltaje de 50 a 400V, siendo voltajes superiores como 350V aquellos que
se emplean para compuestos de alto peso molecular (Abrankoé et al., 2011).

Esta adaptacion de la técnica le proporciona la ventaja de que la informacién
se obtiene simultaneamente de un ndmero ilimitado de compuestos sin tener en
cuenta la velocidad de analisis. (Garcia Reyes et al., 2007). Otro dato a tener en
cuenta es que los iones precursores no se pueden ni seleccionar ni aislar, por lo que
indudablemente se podria conocer su origen. En el caso de utilizar un analizador de
masas rapido para detectar los fragmentos generados se puede obtener informacion
relacionada sobre el tipo de enlace existente entre la aglicona y los restos de glicanos
(O-glicésidos), el tipo de unidad de azucar involucrada (pentosa, hexosa, ribosa), la
distribucion de los restos de carbohidratos (Vukics y Guttman, 2009) o el enlace
interglusidico (Cuykens y Claeys, 2004).
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La espectrometria de masas en tandem, cuya abreviatura es MS/MS es
cualquier método que involucre como minimo dos etapas de andlisis de masas en
conjunto con un proceso de disociacién con el objetivo de provocar un cambio en la
relacion m/z de un ion. Resumiendo, un analizador de masas se emplea para aislar
un ion precursor que posteriormente se fragmenta para producir fragmentos neutros,
cuya deteccion se dara en el segundo analizador. Por lo tanto, la espectrometria de
masas en tandem permite realizar el analisis de mezclas complejas en un corto
periodo de tiempo. Hay ocasiones en las que se puede emplear tres analizadores,
pero como solo una pequefa fraccion de iones detectados en el primer analizador
llega a los sucesivos, el hecho de llegar iones al tercer analizador se considera de
orden mas alcanzado.

La modificacion de la relacion m/z se lleva a cabo mediante varias técnicas
siendo la mas comun la disociacion inducida por colision (CID) en la que los iones
precursores son activados por la colision con atomos o moléculas neutros tales como
gases inertes en la fase gaseosa, siendo un ejemplo de fragmentacion posterior a la
fuente.

El tipo de informacion que se puede extraer de esta técnica decae en los
distintos modos de escaneo que presenta. Se pueden destacar los siguientes modos
de escaneo:

e Escaneo de iones de producto o SRA2 espectros. Analiza todos los iones
procedentes de los fragmentos resultantes de un Unico ion precursor seleccionado.

e Exploracion de iones precursores. ldentifica todos los precursores de un
determinado producto iénico.

e Escaneo de pérdida neutra o neutral loss. Se lleva a cabo a partir de un
fragmento neutro seleccionado en el que se identifica las distintas fragmentaciones
que generan la pérdida de ese fragmento. Este modo de escaneo se suele emplear
en la identificacion de metabolitos de conjugacion de fase Il, tales como los
glucurénicos, identificAandose mediante pérdidas neutrales. Ademas, se ha
empleado en la busqueda de pérdidas neutrales de 162 y 132 Da con el objetivo
de separar los flavonoides que contienen residuos de hexosa de aquellos con
residuos de pentosa.

e Monitorizacion de la reaccidn seleccionada (SRM). Analiza si un ion producto

especifico procede de la fragmentacion de un ion precursor especifico.
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La identificacién de distintas clases de flavonoides se logra en la mayoria de
los casos con el uso de una espectrometria de masas en tdndem en la que se
emplean dos analizadores. Grosso modo, cada clase de flavonoide es
caracterizada por presentar un patrén de fragmentacion especifico, siendo de
especial interés en derivados flavonoides y en menor medida en flavonoides
derivados de isoflavonas.

Las fragmentaciones mas utiles en flavonoides desde el punto de vista de
elucidacion estructural, son aquellas que implican la rotura de los enlaces del anillo
de C, denominadas retro Diels-Alder (RDA). De estas fragmentaciones (Tabla 9),
se obtienen los iones productos de los distintos anillos aromaticos que constituyen
los flavonoides, permitiendo establecer iones de productos de diagndstico para los
distintos tipos de flavonoides. Se tiene que tener en cuenta que las energias de
fragmentacion altas conllevan al aumento de la fragmentacion y, por lo tanto, un
aumento de la concentracion de iones de bajas masas, de los cuales se desviaran

los iones de diagnéstico y las vias de fragmentacion.

Tabla 9: Grupos acilo caracteristicos encontrados en flavonoides acilados y sus correspondientes

fragmentaciones. Adaptado de Cuykens y Claeys, 2004.

Grupo acilo | Fragmentos caracteristicos (Relacion m/z)
Acetilo [M+H-acetilhexosal+ (204)
Manolil [M+H-+CO2] (44)
[M + H-malonil] + (86)
[M + H-malonilhexosa] + (248)
Benzoilo M + H-benzoilhexosa] + (266)
[benzoilo] + (105)
[benzoilhexosa] + (267)

Galloil [M + H-galoilo] (152)
[Acido galico - H] + (169)
Cumaroyl [M + H-coumaroyl] + (146)
[M + H-cumaroilhexosa] + (308)
Feruroilo [M £ H-feruloilo] (176)

[feruloilhexosa] + (339)

En la reaccion RDA, la cual puede ocurrir en seis estructuras ciclicas de miembros

gue contienen doble enlace, se implica la reubicacion de tres pares de electrones en

el anillo. Los iones obtenidos de la escision del anillo C se utilizan para determinar el

namero y naturaleza de los sustituyentes presentes en los anillos Ay B.
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La escision de RDA genera fragmentos de 1,3 A+y 1,3 B+, siendo muy importantes
en las rutas de fragmentacion de flavanonas, flavonas y flavonoles, ademas de los
derivados de isoflavonas.

Comunmente, los flavonoides se presentan como flavonoides O-glucosidicos,
siendo los grupos 3y 7 hidroxilos los sitios tipicos de glucosilacion. Cabe destacar que
la glucosa es la fraccion de azucar mas abundante presente. Los flavonoides
diglucosidicos también se encuentran con bastante frecuencia en la naturaleza de los
gue se pueden destacarla peridosa (ramnosil 1->2-glucosa).

Los flavonoides C-glucosidicos son aquellos en los que el azicar se encuentra
directamente unido a la aglicona mediante un enlace C-C, comprendiendo los
flavonoides mono- y di-C-glucosidicos.

Los iones de fragmentos procedentes de glicoconjugados se denotan con la
formulacion de Domon y Costello, explicada en este trabajo con anterioridad.

La espectrometria MS/MS en flavonoides di-glucosidicos sirven para llevar a cabo
la distincion entre:

e Los tipos de enlaces de glucosa 1>2 y 1->6 de diglucésidos.
e Flavonoides glucosidicos (6-C y8-C)
e O-glucosidicos (3-Oy 7-0)

En un estudio realizado por Cuykens y colaboradores (Cuykens et al., 2001), se
determinan los tipos de enlaces interglucosidicos y los enlaces O-glucosidicos
presente en ocho flavonoles mediante espectrometria de masas en tandem con
electrospray. Se presenta el siguiente espectro MS/MS a partir del cual se estudian

los distintos fragmentos:

(A) wo~ B e /) oH OH

Figura 22: Nomenclatura de iones carbohidratados para (A) naringenina-7-O-neohesperidosa
(naringenina-7-0-rhamnosil-(1->4) glucosa) y (B) naringenina 7-O- glucésido. (Domon y
Costello,1989)
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Figura 23. Espectros de MS/MS obtenidos para iones [M+H] de (a) naringenina-7- O-

neohesperidosido y (b) naringenina-7-O-rutindsido. (Cuykens et al., 2001)

En ambos espectros se puede observar que el ion Y1 se forma después de la
pérdida de la unidad de ramnosa (146Da) y el ion Yo se forma después de la adicional
de una unidad de glucosa en 162Da. Ademas, el enlace interglucosido se puede
determinar conociendo la relacion Yo/ Y1, teniendo en cuenta que cuando [M+H-146]+
(Y-0)>[M+H- (146 + 162)] + (Y-1) , se da un enlace 1>2.

El tipo de enlace O-glucosidico se puede determinar en funcidn de la presencia
del ion Y * correspondiente a la pérdida de residuo interno de la glucosa del ion
producto [M+H-162]. Este tipo de iones se observa en los flavonoides-7-rutinésidos y
en los 7-neohesperidosidos, no correspondiéndose a ligandos tipo 3-0.

Otro tipo de espectrometria de masas importante de mencionar es la
espectrometria de masas en tandem de alta resolucién (LC-HR-MS/MS). Dentro de la
tematica de este trabajo, esta técnica se emplea para llevar a cabo el perfilado de
flavonoides debido a que este método presenta la capacidad de realizar un escaneo
completo a una velocidad moderada (Garcia Reyes et al., 2011).

La espectrometria de masas de alta resolucion (HRMS) se basa en la medida

de la masa exacta de una especie con el cometido de obtener su composicion
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elemental en el caso de que su masa sea relativamente baja y la precision de la
medida del ion suficientemente elevada (< 5 ppm de error de masas relativo). Para
ello, uno de los analizadores empleados es un analizador de tiempo de vuelo (TOF)
(Figura 24).

Tubo de
Muestra vuelo Detector

‘-'apoil:ada : \

Electrodo Electrodo

extractor acelerador

Figura 24: Analizador de tiempo de vuelo.

5.1.3. Otras técnicas cromatograficas

Existen otros tipos de técnicas cromatograficas que se han desarrollado para purificar
y separar compuestos flavonoides de los alimentos. Se pueden destacar la
cromatografia en papel (PC) y la cromatografia en capa fina (TLC) cuya finalidad es
purificar y aislar antocianinas y flavonoles empleando diferentes sistemas solventes
(Naczk y Shahidi,2006). Previamente a estos métodos, surge la cromatografia de
particion con el objetivo de ser un método preparativo, permitiendo el avance en la
elucion de flavonoides de distintos tipos de frutas si se aplicaban métodos de
cromatografia en papel (Howard y Pelc,1951). Estudios posteriores realizados por
Jackman y colaboradores en 1987 (Jackman et al.,1987) emplearon la cromatografia
en papel para separar antocianinas usando como fases moviles butanol/ &cido acético/
agua, agua/cloroformo/acido acético o butanol/acido férmico/agua.

La cromatografia en capa fina ha sido y es una técnica de gran aplicabilidad en
campos de andlisis vegetal y pruebas para comprobar la estabilidad de extractos y
productos finales de reaccion. Se ha determinado que las placas de gel de silice son
las mas adecuadas para llevar a cabo la separacion e identificacion rapida de
flavonoides presentes en zumos de citricos. Para llevar a cabo el analisis cuantitativo
se lleva a cabo el escaneo de las placas de gel de silice con luz ultravioleta aplicando
longitudes de onda en torno 350-365nm o 250-260 nm. (Rastija, Medic-Saric,2009).
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La cromatografia de gases es otra de las técnicas que se han empleado para llevar a
cabo la separacion e identificacion de diferentes flavonoides. Estos métodos requieren
la derivatizacion de los compuestos volatiles mediante metilacion, triclorofluoracion y
cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas. La cromatografia de
gases acoplada a espectrometro de masas no se emplea en el analisis de flavonoides
debido a la alta volatiidad que presentan los derivados glucésidos. (Naczk vy
Shahidi,2006)

5.2. Otros métodos de separacion y cuantificacion de flavonoides

5.2.1. Electroforesis capilar (CE)

La electroforesis capilar (CE) es una técnica empleada como alternativa al HPLC ya
gue es muy util para la separacion y cuantificacidon de compuestos polares cargados
con bajo peso molecular, (Caridi el al., 2007) dandose separaciones mas rapidas y
eficientes en comparacion con HPLC (Frazier y Papadoupolou, 2003). Cada vez se
usa mas como una técnica rutinaria empleada para la determinacion de una amplia
variedad de compuestos flavonoides debido a su facilidad de separacién, alta
resolucioén, corto tiempo de analisis y bajo consumo de muestra y de reactivos. En
comparacion con otras técnicas como GC y HPLC, se aprecian limitaciones como la
baja sensibilidad que presenta en términos de concentracion de solutos, (Molina-Mayo
et al.,2007) su escasa reproducibilidad debida a la corta longitud del camino 6ptico del
capilar y el pequefio volumen que se puede introducir en el capilar siendo la mayoria
de las veces, del orden de nanolitros. (Liu et al.,2008). Se pueden destacar distintos
estudios como los realizados por Caridi y colaboradores en 2007, Chen, Zhang y Ye
en 2000, entre otros, en los que se llevaron a cabo la electroforesis capilar para
determinar los niveles de flavonoles naturales presente en el material vegetal.
También se destaca que el uso de la electroforesis capilar para llevar a cabo la
separacion de antocianinas es una técnica caracterizada por su escaso desarrollo,
pero con una gran importancia debido a la hidrosolubilidad que éstas presentan.
(Vaher y Koel,2003
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6. CONCLUSIONES

En el presente Trabajo Fin de Grado se puede apreciar informacion relacionada con

la caracterizacion de compuestos flavonoides presentes en frutas citricas tales como

naranja, limon y pomelo. En relacién a informacién encontrada se puede concluir que:

e El consumo de frutas citricas que contienen flavonoides reducen el riesgo de sufrir
algun tipo de cancer, enfermedades cardiovasculares y dafios neuronales debido
al estrés oxidativo y a la presencia de radicales libres.

e Son responsables de la mayoria de las caracteristicas organolépticas de los
vegetales, siendo asi los compuestos mas relevantes de la dieta mediterranea.

e El método mas relevante para llevar a cabo la separacion, elucidacion estructural
y cuantificacién de los flavonoides sencillos y conjugados es la cromatografia de
liquidos de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS).

¢ En funcion del voltaje empleado en el fragmentador acoplado en el espectrémetro
de masas se pueden obtener distintos fragmentos de la molécula objeto de estudio

en funcién de su relacién m/z.
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