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RESUMEN

Esta investigacién tuvo como objetivo identificar la hesperidina aislada del
albedo de Citrus paradisi Macfadyen por estimacion de las caracteristicas
fisicoquimicas y espectrométricas ultravioleta visible. El albedo de la especie
fue recolectado en el poblado de Padre Cocha, Punchana, Maynas, Loreto.
Se llevé a secado y luego pulverizada, fue pasada por malla 60 ASTM, se
trabajé con doscientos gramos de muestra que se macerd en un sistema
alcohol-agua (1:1) y solucion de hidroxido de calcio al 10% en etanol (8:2), se
filtr6 a presion reducida, se concentrdo y se dejé en reposo, precipitando
cristales amorfos de color amarillo, se purifico lavando con agua destilada
varias veces sobre papel filtro precipitando cristales blancos en forma de
agujas. Las mediciones de las caracteristicas fisicoquimicas fueron: Punto de
fusion 262°C, Rotacién especifico [a]3® = —-76°C en piridina, mostrd
solubilidad en piridina, formamida y demitilformamida; por método de RAST el
peso molecular fue 610,581 g/mol; Valores de Rf en cromatografia de papel
bidimensional corrido en acetato de terbutilo (TBA) y acido acético (HOAC)
dieron 0,51 y 0,78 respectivamente; La medicion espectrométrica en el equipo
UV dio las siguientes longitudes de onda maxima: 283 y 327 nm usando como
reactivo de desplazamiento al metanol, y en acetato de sodio y metanol se
obtuvo 284 y 328 nm. Estos valores son similares con los de la literatura para
la hesperidina. En consecuencia, la sustancia aislada del albedo de C.

paradisi Macfadyen es hesperidina.

Palabras clave: Citrus paradisi Macfadyen, albedo, hesperidina,

caracteristicas fisicoquimicas, espectrometria UV-visible.



ABSTRACT

The objective of this research was to identify the hesperidin isolated from the
albedo of Citrus paradisi Macfadyen by estimating the physicochemical and
spectrometric ultraviolet-visible characteristics. The albedo of the species was
collected in the town of Padre Cocha, Punchana, Maynas and Loreto. It was
dried and then pulverized, passed through 60 mesh ASTM, two hundred grams
of sample were macerated in an alcohol-water system (1:1) and 10% calcium
hydroxide solution in ethanol (8:2), filtered under reduced pressure,
concentrated, and left to stand, precipitating amorphous yellow crystals,
purified by washing with distilled water +several times on filter paper
precipitating white crystals in the form of needles. Measurements of
physicochemical characteristics were: Melting point 262 °C, Specific rotation
[a]3® = =76 °C in pyridine, showed solubility in pyridine, formamide, and
dimethylformamide; by RAST method the molecular weight was 610,581
g/mol; Rf values in two-dimensional paper chromatography run on tert-butyl
acetate (TBA) and acetic acid (HOAC) gave 0.51 and 0.78 respectively;
Spectrometric measurement on UV equipment gave the following maximum
wavelengths: 283 and 327 nm using methanol as the displacement reagent,
and in sodium acetate and methanol 284 and 328 nm were obtained. These
values are similar to those reported in the literature for hesperidin.
Consequently, the substance isolated from the albedo of C. paradisi

Macfadyen is hesperidin.

Keywords: Citrus paradisi Macfadyen, albedo, hesperidin, physicochemical
parameters, ultraviolet-visible spectrometry.



INTRODUCCION

Las enfermedades producidas por los efectos oxidativos son muchas, siendo
los cardiovasculares, las neorodegenerativas, cancer, diabetes, las hepaticas
(1), hipertension, cirrosis (2) las mas resaltantes. Ademas, esta involucrada
en la etiopatogenia de multiples enfermedades crénico-degerativas (1), las
cuales vienen cobrado numerosas vidas humanas. Las enfermedades
cardiovaculaes son la causa de muerte del 25% de personas en el mundo (3),
y en la mayoria de los paises de latinamerica la mortalidad cardivascular
fluctura entre 11,6 a 43,5%, en el Peru es de 11,9%, siendo la primera causa
de muerte. Ademas, en latinoamérica la prevalencia de la hipertension arterial
fluctua entre 20 a 30% para la poblacion adulta (4). Este problema de salud
mundial, especialmente las enfermedades cardiovasculares estéa relacionado

con el estrés oxidadativo.

El aumento de las especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS), se
le denomina estrés oxidativo, la cual crea un desbalance en los sistemas
enddgenos que disminuye la habilidad de proteccion antioxidante (5). Para
proteger a la célula de los efectos dafiinos del (ROS/RNS), se hacen terapias
antioxidantes que consiste en suminstrar dietas ricas en antioxidantes o
farmacos (2) que ayuden a sintetizar enzimas antioxidentes (1) y previene o
disminuye el desgaste de la funcién del organismo por el estrés oxidativo. Uno
de los compuestos bioactivos que cumple esa funcion es la hesperidina

presente en los citricos (2).

La hesperidina tiene propiedad antioxidante, actia contra las especies
reactivas del oxigeno (ROS) cuando las concentraciones de estas son altas
en el organismo (6), por lo que brindan efectos protectores sobre las funciones
y la integridad del higado, los rifiones, el corazon y contra el deterioro de la
memoria relacionado con la edad evitando demencia senil. Del mismo modo,
se demostr6 que tiene efectos antiinflamatorio, antimicrobiano,
antihipertensivo y antiulceroso (7,8). Por ello es utilizada en el tratamiento de

la insuficiencia renal crénica, dermatitis varicosa, Ulceras varicosas,



linfodema, hemorroides, varicoflebitis, trastornos retinianos vasculares,

carcinogénesis (7-10).

Los flavonoides son moléculas polifenilicos, se encuentran en plantas
vasculares en forma de glicésidos y se caracterizan por poseer una estructura
benzo-y-pirano (11). La narangina y hesperidina son los principales
flavonoides en los citricos (12). Este dltimo es un flavonoide de gran
repercusion, porque la deficiencia de esta sustancia en la dieta se ha
relacionado con fugas capilares anormales, que causa dolores en las

extremidades, debilidad y calambres nocturnos en las piernas (13).

De otro lado, para esta molécula, la literatura cientifica ha reportado las
propiedades fisicoquimicas que tiene el compuesto puro, tales como: punto
de fusidén, peso molecular, rotacion 6ptica, solubilidad, etc. (14-16), pero
también los valores Rf en cromatografia de capa fina (TCL) en diferentes
solventes de elucién (10,17). Asi como, los espectros de absorcion que tiene
en ultravioleta visible (UV/Vis) en diferentes solventes (17). Ademas, en
estudios de investigacion realizados sobre hesperidina, en varias especies de
plantas se ha reportado valores Rf en (TCL), espectros de absorcion en

(UV/Vis) en diferentes solventes de resolucion (12,18-21).

Asimismo, este espectro grande de propiedades etnomedicinales vy
farmacolégicas de la hesperidina en la salud humana nos ha permitido
abordar este estudio, en el que se aislo e identificd la molécula por sus
caracteristicas fisicoquimicas y espectrométricas; con el cual se espera
ampliar la fuente de materia prima para obtener hesperidina y contribuir con
alternativas naturales de antioxidantes, antiinflamatorios, antimicrobiales,
antifingicas, antiviral, anticancerigeno, antiulceroso, desérdenes hormonales,
etc. en la prevencién o tratamiento de las enfermedades y mejorar la salud

publica.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

En el 2019, se trabajaron con cascaras secas de pomelo que fue adquirido en
un mercado local de frutas en Teheran (Iran), las cascaras fueron sometidos
a extraccion con etanol y posteriormente liofilizados, el total de flavonoides se
determiné por espectroscopia de masas. El extracto fendlico que se obtuvo
fue de 117,7 ug expresado en é&cido géalico/mg y el flavonoidal 39,3 pg de
guercetina/mg. Ademas, informan que los alevines de pescado blanco
sometidos a una dieta con el extracto liofilizado mejoraron considerablemente
sus parametros hemato-bioquimicos. El autor concluye que el extracto
liofilizado presenta actividad antibacteriana y antioxidante, ademas, informa
gue el complemento de la dieta de pescado blanco del Caspio con el extracto
de cascara de pomelo (GPE) a 25 mg/kg de alimento podria contribuir en el

crecimiento significativo de este pez (22).

En el 2017, se extrajo aceite esencial por hidrodestilaciéon de la cdscara de
fruta de Citrus sinensis (L.) Osbeck y de Citrus paradisi (Macfadyen), las
muestras fueron colectadas en Noshahr y Namak Abrood Iran. Ademas, se
uso el T. castaneum (Herbst) gorgojo de castafio hembra en el estadio de 1 a
7 dias de desarrollo para evaluar la toxicidad del aceite. Los resultados de las
pruebas de toxicidad de los aceites esenciales extraidos de estos dos citricos
resultaron positivos. El autor concluye que la actividad de disuasion de la
oviposicion del aceite esencial aumenta significativamente con el aumento de

la concentracion (23).

En el 2016, se evalud la actividad larvicida del aceite esencial de Citrus
sinensis y Citrus paradisi. El aceite esencial de las dos especies se extrajo por
hidrodestilacion de las céscaras frescas de los frutos, estas fueron
recolectadas en el Mercado de frutas de Idi-araba y Mushin, Lagos, Nigeria.
El resultado de la evaluacion de la actividad larvicida en el rango de 40 a 400
ppm fue eficaz contra Anopheles gambiae en el tercer estadio tardio de las

larvas de vector de la malaria. El autor concluye que los aceites esenciales de
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desechos agricolas (cascaras descartadas) de C. sinensis y C. paradisi
actian como fuertes agentes larvicidas y bioplaguicidas potencialmente
factible para su uso contra A. gambiae en el manejo integrado de los vectores
de la malaria para reducir el alto nivel de mortalidad asociado con esta plaga

letal en las regiones tropicales (24).

En el 2016, se evalud el efecto antiinflamatorio del jugo de frutas frescas de
Citrus sinensis L., Citrus paradisi L. y sus combinaciones. Las muestras fueron
adquiridas en el mercado local. Para evaluar la actividad antiinflamatoria se
indujo el &cido trinitrobenceno sulfénico (TNBS) para provocar colitis en ratas.
El resultado de la evaluacion fue positivo para las dos especies. Los autores
concluyen que el efecto antiinflamatorio del jugo de frutas de ambas especies
demostré su efectividad e indican que puede estar relacionado con los

flavonoides que poseen estos citricos (25).

En el 2015, se aisl6 hesperidina de las cascaras de Citrus sinensis. La muestra
fue obtenida del restaurante universitario Tahri Mohammed y de los desechos
del consumo doméstico. La cascara fue desengrasada con éter de petréleo
por reflujo y extraido con metanol, cristalizado en acido acético diluido y
purificado con dimetilformamida y cloroformo. El analisis del producto aislado
fue por espectroscopia ultravioleta visible, infrarrojo y resonancia magnética
nuclear. El valor de la medida del punto de fusion fue 268 °C, los valores Rf
en solucion de butanol: acido acético: agua fue 0,6 en acetato de etilo 0,71y
en metanol: cloroformo 0,72. EIl espectro UV en metanol mostré los valores
de longitud de onda méxima a 290, 315 y 345 nm. El autor concluye que las
cascaras desechadas de naranja pueden utilizarse econémicamente en la
produccion de hesperidina pura de gran utilidad para su uso en formulaciones

farmacéuticas (12).

En el 2010, hesperidina fue aislada de la cascara del fruto de Citrus unshiu en
solucion de alcohol al 70% por extraccion asistida por microondas (MAE). La
muestra fue recolectada en el huerto de Mikkabicho en la prefectura de
Shizuoka, Japon. El analisis del producto aislado fue por cromatografia

liguida con detector de matriz de diodos analitico (HPLC-PAD). Inicialmente
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lograron aislar 58,8 mg/g de hesperidina, después de recristalizar obtuvieron
47,7 mg/g. La absorbancia en solucion de metanol al 70% fue a 284 nm. El
autor concluye que la condicién éptima para obtener la hesperidina por MAE
es a una temperatura de calentamiento de 140 °C; tiempo de extraccion de 8
min y el almacenamiento estatico en una camara frigorifica regulada a 5 °C
duré 24h (21).

En el 2008, se aisld hesperidina de las cascaras de Citrus reticulata. La
muestra fue recolectada en Quzhou, provincia de Zhejiang, China, para aislar
la hesperidina se us6 metanol y un equipo ultrasénico. El analisis del producto
aislado fue en un cromatografo liquido de alta resoluciéon (HPLC), pero
también en un espectrometro UV/visible. EI andlisis en el espectrometro
mostré una absorbancia méxima en 283 nm en solucién de MeOH y acetato
de sodio. Los parametros de extraccion 6ptima fueron: frecuencia 60 kHz,
tiempo 60 min y temperatura 40 9°C. EIl autor concluye que el poder de
absorcion préctico de los materiales vegetales y un efecto de potencia débil
implica considerar la zona activa y la distribucion razonable de la potencia
ultrasodnica, lo que podria ser potencialmente beneficioso para la produccién

industrial de hesperidina (26).

1.2. Bases tedricas

1.2.1. Especie vegetal de estudio

a) Taxonomia

De acuerdo con el esquema de clasificacion taxonémica de las plantas con
flores establecida por Cronquist, esta especie tiene la siguiente clasificacion
(27):

Reino : Plantae

Sub reino : Trachobionta
Division : Magnoliophyta
Clase : Magnoliopsida



Sub clase : Rosidae

Familia : Rutaceae

Género : Citrus

Especie : Citrus paradisi Macfadyen
Nombre Vulgar : pomelo, toranja.

b) Descripcion botanica

El pomelo es un arbol de tamafio mediano a grande con hojas compuestas de
una lamina ovada eliptica glabra unida a un peciolo de alas leves a anchas.
Las espinas axilares cortas estan presentes cuando la planta es muy joven,
pero las ramas maduras de los arboles pueden no tener espinas o poseer
espinas muy fuertes. La fruta de pomelo varia considerablemente de una
seleccién a otra. La fruta puede ser achatada, globosa o piriforme y a veces,
cuelga en racimos distintos. El didmetro de la fruta es generalmente de 9 a 12
cm y la cascara puede ser gruesa o delgada. La pulpa esta compuesta de
vesiculas de jugo medianas a grandes que pueden variar de amarillo pélido a
rosado, en la mayoria de las frutas estan presentes las semillas y algunas

selecciones producen semillas monoembrionarias (28).

c) Distribucion ecoldgica

Como fruto citrico, es oriundo de Asia. Se cultiva principalmente en zonas
tropicales y subtropicales (29). Los paises con mayor produccion a nivel
mundial son Estados Unidos, Sudafrica, China, Israel y México (30).

d) Usos e informacion etnobotanica

En la medicina tradicional el zumo de C. paradisi se usa para combatir
resfriados y contra la caspa. Las semillas machacadas y extraidos con agua

tibia como expectorante. (31)

1.2.2. flavonoides



Los flavonoides son compuestos fendlicos que tienen como estructura
precursora el flavano (2-fenilcromano o 2-fenilbenzopirano). Los tipos de
flavonoides son: flavonas, flavonoles, flavanonas. Este Ultimo se caracteriza

por tener el grupo y-pirano con un grupo ceto en posicion 4 (11,32).

Biogénesis de las flavononas

El grupo de origen metabdlico mixto de los flavonoides se ha explicado por
marcaje isotopico, esta técnica ha expuesto que los 6 carbonos del anillo B de
la flavona o 2-fenil benzopirona y 3 del anillo C de naturaleza pirano proceden
del &acido Shikimico o del &cido cinamico, pero también por sus

hidroxiderivados, el acido cumérico (33,34).

Los 6 atomos de carbono del anillo A provienen de la via de las acetogeninas
o poli B-cetoacidos, actualmente se habla con certeza que la construccion del
esqueleto flavonoidal inicia como una cadena policétida, donde el acido p-
cumarico actia como unidad iniciadora, posteriormente es extendido con 3

fragmentos de mevalonato (33,34).

El plegamiento por aldolizacion intermolecular lleva a un tipo de acil trifenoles
gue por accion de la chalcona isomerasa (CHI) se transforma en flavonona o
dihidroflavonona. La hesperidina, como todas las flavononas se forman a
través de dos vias, la del Shikimato y la del aceto como se muestra en la figura
1 (33,34).
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Figura 1. Biogénesis de la hesperidina (33). Elaborado en el programa
ACD/ChemSketch

1.2.3. Hesperidina

Es uno de los bioflavonoides que se encuentra en cantidades apreciables en
las hojas y frutos del género Citrus (10,12). Es una sustancia inodora, su
identificacién es Unicamente a través de una busqueda cromatogréfica cuando
se revela con reactivos cromogenos o cuando en cromatografia de papel se
usa luz ultra violeta ayudado con vapor de amoniaco (35). Da un intenso color
rojo cuando se prueba con reactivo de shinoda (Mg/HCI) y tiene un intenso
sabor amargo (15).

La hesperidina es una flavanona que se caracteriza por haber perdido el doble
enlace a, B en el anillo C de la cetopirona, es un rhamonoglucésido de la
hesperitina, el sustituyente en la posicion 7 en la molécula de hesperetina

unido a este es un O-rhamnoglucésido (35).

Usos

La hesperidina se usa para el tratamiento de la insuficiencia renal cronica,
dermatitis varicosa, Ulceras varicosas, linfodema, hemorroides, varicoflebitis,

trastornos retinianos vasculares, carcinogénesis. Se demostro que tiene
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efectos antiinflamatorio, antimicrobiano, antihipertensivo y antiulceroso.
Ademas, tiene propiedades antioxidantes, por lo que brinda efectos
protectores sobre las funciones y la integridad del higado, los rifiones, el
corazén y contra el deterioro de la memoria relacionado con la edad evitando

demencia senil (7-10).

Propiedades fisicoquimicas.

Desde el punto de vista fisicoquimico hesperidina manifiesta las propiedades
siguientes (10): peso molecular de 610,55 g/mol, punto de fusion es 258-262
°C, rotacion especifica [a]4® = —76° en piridina, posee forma cristalina con
agujas dendriticas, soluble en formamida, dimetilfomamida a 60 °C,
débilmente soluble en metanol, insoluble en cloroformo, benceno, acetona,
ampliamente soluble en alcalis diluidas y piridina. ElI valor de Rf en
cromatografia de papel bidimensional corrido en acetato de terbutilo es 0,51y
en acido acético 0,78 (10,17).

Espectrometria UV- Visible de la hesperidina

La molécula de hesperidina absorbe radiacion ultravioleta por los dienos
conjugado del grupo fendlico Ay By el grupo pirona (C), ademas de los grupos
Oxhidrilos que contiene. El espectro UV de todas las flavonas que tiene grupos
oxidrilos en anillo A, muestran desplazamiento batocromico de la banda Il con
NaOMe, el espectro UV en este reactivo de desplazamiento exhibe un
desplazamiento batocrémico de la banda principal de absorcion (banda Il) de
cerca de 35 nm para 5,7 dihidroflavononas, la Hesperidina tiene un grupo
oxhidrilo en posicién 5 (17), en metanol (MeOH) usado como reactivo de
desplazamiento se observa dos bandas de absorcién de longitud de onda
maxima de 283, 326 nm (17). En NaOMe usado como reactivo de
desplazamiento se observa tres longitudes de ondas maxima a 242, 286, 356

nm y en acetato de sodio se observan dos bandas a 284, 328 nm (17).

1.2.4. Métodos de extraccion de la hesperidina



Tradicionalmente ha sido obtenido de la céascara de los citricos usando
extraccion alcalina, la cascara es picada y lavada para remover el sélido
soluble, luego es licuado con agua en solucion de hidroxido de sodio a pH 11-
11,5 (9,21).

La hesperidina y la naringina se separa simultaneamente de las cascaras
secas de Citrus aurantium o de C. paradisi Macfadyen desengrasando con
éter de petroleo y luego macerando en etanol. La solucion etandlica filtrada es
tratado con acetato de plomo, el precipitado formado se filtra y el filtrado
obtenido se hace reaccionar con acido sulfhidrico para eliminar el plomo como
sulfato de plomo se filtra, el filtrado se lleva a presion reducida hasta que se
forma un liquido siruposo al que se le refrigera y se forma un precipitado que
se recristaliza, la naringina en agua si lo hubiera forma placas amargas cuyo
punto de fusion es 83 °C, mientras las hesperidina en agua forma cristales
monoclinicos (forma de agujas) que tiene un punto de fusién de 258-262 °C,
ambas sustancias son separadas por calentamiento a 84 °C en forma liquida
naringina se elimina en base a la diferencia de temperatura (15,33).

La extraccion se inicia desengrasando la cascara del Citrus (naranja) con éter
de petrdleo para eliminar sustancias grasas. La cascara es reducida a finas
particulas para realizar la extraccion alcalina con Ca(OH)2. Luego, se acidifica
el extracto. A continuacion, la hesperidina impura se purifica con formamida,
en cuya sustancia es soluble. Después, se pasa por una columna rellenada
con celita (36). La reduccién del volumen se realiz6 por medio de presion
reducida. La hesperidina inmediatamente precipita con buen rendimiento y

alta pureza (10,37).

Mediante otro procedimiento, la hesperidina se aisla del albedo de la cascara
de naranja cortandola en trozos pequefos. Se toma 10 g de la cascara y se
macera en 40 ml de una mezcla de metanol: agua (H20) (1:1). Luego, se
agrega 5 ml hidroxido de sodio (NaOH) al 10% durante 24 horas para su
maceracion. Se filtra, se concentra hasta el 50% de su volumen y se deja
precipitar. Después, el precipitado es filtrado y lavado con agua destilada

hasta obtener una reaccion neutra. Se deja secar y con el producto se realiza
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la cromatografia de capa delgada sobra placas de silica gel GF254.
Posteriormente, se usa como solvente una mezcla de butanol: 4cido acético:
agua (4:1:5). Finalmente, la hesperidina se identifica por determinacion de sus

caracteristicas fisicoquimicas y espectrométricas (10,13).

1.2.5. Determinacion de los parametros fisicoquimicos

A. Punto de fusion

El punto de fusion mide el intervalo de temperatura en el cual la molécula
cristalina de una sustancia, por efecto del incremento de temperatura, pasa
de su estado sélido a su estado liquido. Es una temperatura de transicion entre
el solido y el liquido.

Es un método que se utiliza para probar la identidad de una sustancia
conocida. Asi mismo, para el reconocimiento de otra desconocida, en el caso
de que los dos sdlidos, uno conocido y otro desconocido, se mezclen, y si los

puntos de fusion son idénticos, se trata de una misma sustancia (14).

En un inicio se usaba el aparato de Thiele. Luego, con de Maquenne, un
método un poco mas limitado. Después se usaron equipos de mayor precision
tales como el aparato Fisher-Johns, el aparato Nalge-Axe/Rod con
microscopio incorporado, actualmente el aparato m&s moderno es el
FISATOM431D con microscopio (4x) y lectura automatica. El punto de fusion
de la hesperidina es 258-262 °C (14).

B. Rotacion especifica

Se mide a sustancias Opticamente activos como hesperidina, una molécula
que gira al plano de la luz polarizada hacia la izquierda en forma levagira. el
aparato en el que se mide la rotacion éptica se llama polarimetro y determina
el sentido de rotacidon de la sustancia opticamente activa que experimenta un

cambio del &ngulo de la luz linealmente polarizada

El polarimetro tiene una luz con longitud de onda estandar que corresponde a

la linea verde del mercurio cuyo valor es de 546,1 nm. La temperatura

11



estandar de mediciébn es a 20 °C. el valor de la rotacién Optica en el

polarimetro se calcula mediante la formula siguiente (14):

a
T _
[a]ﬂ. - bC

a = Rotacion observada en grados

b = espesor de la capa en centimetros

C = concentracion del solido en%ml

Para medir este angulo se disuelve 300mg de la muestra en 15 ml de piridina,
si la sustancia analizada es hesperidina el poder rotatorio es [a]3® = —76°
(10).

C. Solubilidad

La solubilidad es la capacidad de un soluto de disolverse en un solvente y
formar una solucion homogénea. La hesperidina es soluble en
dimetilformamida calentado a 60 °C y formamida. Es débilmente soluble en
acido acético caliente, metanol y agua. Es insoluble en acetona, benceno,
cloroforma. Altamente soluble en élcalis (sales de sodio) (10,15).

D. Valor (Rf)

Mide la relacion entre la distancia recorrida por el soluto y por el diluyente
desde el origen de la placa o desde el origen del papel. Para determinar se
realiza en cromatografia bidimensional de papel Whatmann #3. Primero se
corre en acetato de terbutilo cuyo valor es de 0,51 y en el mismo papel
haciendo girar 90° y usando como reactivo acido acético, se obtiene un valor
de 0,78 (17,38). Estos valores se calculan con la siguiente formula:

Distancia del soluto

" Distancia del solvente

E. Peso molecular por el método de RAST
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Se aplica este método cuando no se dispone de aparatos de espectrometria
de resonancia magnética nuclear y de espectrometria de masa que mide el
pico padre de una sustancia que es igual a peso molecular de la misma.

El procedimiento para determinar el peso molecular de una sustancia esta
descrito por (14,39,40), esta basado en la depresion del punto de fusion del
D-camphor. Consiste en mezclar el D-camphor puro con la muestra y luego
se funde la mezcla en un tubo, se enfria y luego se pulveriza. Estos se
introducen en el equipo FISATOM 431D cuya pantalla visor muestra con
exactitud el punto de fusién de la mezcla (14).

Luego se halla la diferencia de temperatura AT, restando el punto de fusién
del D-camphor puro con el punto de fusién de la mezcla del D-camphor con la
muestra. Siendo ya conocido como datos experimentales el peso de la
muestra del compuesto de estudio y la constante molar del descenso del punto
de fusion del D-camphor k=39,7 (14). El peso molecular del compuesto se

halla con la expresion siguiente: (14)

K.w. 100

AT . W
K: Constante molar del descenso del punto de fusion del D-Camphor
w: Peso del compuesto desconocido

W: Peso del D-Camphor
Segun IUPAC, peso molecular de hesperidina es 610,1898 g/mol.

M =

1.2.6. Caracterizacion por espectrometria UV/visible

La molécula de hesperidina absorbe radiacion ultravioleta por los dienos
conjugado de los grupos fendlicos Ay B, y el grupo pirona (C), de la estructura
de la flavanona y también de los grupos oxidrilos presentes en las posiciones
5 7 vy 4. El espectro UV en un reactivo de desplazamiento exhibe un
desplazamiento batocrémico de la banda principal de absorcién (banda 1) de
cerca de 35 nm para 5,7 dihidroflavononas.

La Hesperidina es una flavanona glucosidica que posee dienos conjugados
en el heterociclo benzopirona y en el anillo bencénico sustituido en posiciones
3 con un grupo OH y en 5 con un grupo metoxilo, como tal el espectro UV de
todas las flavononas y dihidroflavonoles con hidroxilacion del anillo A muestra
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un desplazamiento batocrémico de la banda Il con metanoato de sodio. La
Hesperidina tiene un grupo oxhidrilo en posicion 5.

Mediciones realizadas utilizando reactivos de desplazamiento dan los
siguientes resultados: en etanol, se observan dos bandas de absorcién cuyas
longitudes de onda maxima se pueden distinguir a 286 y 330 nm (10,37). En
metanol (MeOH) se observan dos bandas de absorcion de longitudes de onda
maxima a 283 y 326 nm. En metanoato de sodio (NaOMe) se observan tres
bandas de absorcion de longitudes de onda méxima a 242, 286 y 356 nm. En
acetato de sodio se observan dos bandas, a 284 y 328 nm. En tricloruro de
aluminio y metanol (MeOH) se observan dos bandas de absorcion de longitud
de onda maxima a 308 y 383 nm (17). De este modo, es posible identificar la

hesperidina usando cualquiera de los citados reactivos de desplazamiento.

1.3. Definicién de términos basicos

Albedo. Es la parte intermedia blanca del fruto conocido como mesocarpio
que esta protegida por exocarpo o flavedo, en el pomelo el albedo es una capa
gruesa, esponjosa y suculenta que rodea los gajos su funcién es proteger al

endocarpio, es la parte del fruto donde se halla la hesperidina (41).

Flavonoides. Los flavonoides son compuestos polifendlicos que se
caracterizan por tener estructura venzo-y-pirano. Asimismo, estos
compuestos se encuentran repartidos en el reino vegetal en forma de

glucésidos, en plantas vasculares. (11)

Flavanonas son compuestos que se encuentran en pequefias cantidades
comparado con otros flavonoides, razon por la cual son desestimados. Sin
embargo, como glicésidos son mas conocidos tales como: narangina y

hesperidina, que se encuentran en la cascara de los frutos de citricos (11).

Hesperidina. Es un flavonoide que se encuentra en cantidades apreciables

en las hojas y frutos del género Citrus. Tiene sabor amargo y de amplia
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actividad como antioxidante, antiinflamatorio y anticancerigueno. Asi mismo,

tiene accion cardiovascular (10,12).

Caracteristicas fisicoquimicas. Son aquellos que caracterizan a la molécula
de hesperidina y solo son propias de esta, tales como punto de fusion, rotacién

especifica, valores de Rf, solubilidad y peso molecular (10,14,17).
Caracteristicas espectrométricas. Son aquellas mediciones relacionadas a

la emisién de fotones utilizando la luz solar de la regién visible del espectro y
en el ultravioleta cercano (UV). (10,14,17).
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CAPITULO II: HIPOTESIS Y VARIABLES

2.1. Formulacion de hipoétesis

El albedo de Citrus paradisi Macfadyen contiene hesperidina que puede ser

identificada por sus caracteristicas fisicoquimicas y por espectrometria.

2.2. Variables de estudio y su operacionalizacion

2.2.1 Variables de estudio

Aislamiento de hesperidina. Operaciones que involucran varios pasos para
aislar y purificar la hesperidina a partir del mesocarpio de los frutos de C.

paradisi Macfadyen en el laboratorio.

Identificacién de la hesperidina. Se identific6 mediante la medicién de sus
caracteristicas fisicoquimicas que son unicas de la molécula, tales como punto
de fusion, rotacién especifica, valores de Rf, solubilidad y peso molecular y
las longitudes maximas del pico o picos absorcidn en un espectrometro
UV/Visible.
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2.2.2. Operacionalizaciéon de las variables

Variables de L . Tipo por su ) Escala de | categoria | Valores de las ) o
) Definicion operacional Indicadores L i Medios de verificacion
estudio naturaleza medicion categorias
Aislamiento de La hesperidina fue aislada del | Cuantitativa | Peso (g) Razén Ninguna Ninguna Cristales de hesoperidina
la hesperidina albedo de C. paradisi Macfadyen
en medio de una solucidon
alcalina de Ca(OH)2 alcohdlico-
acuoso. El producto puro fue
sometido a andlisis
fisicoquimicos y
espectroscopicas.
Identificacion de | Se comprobd la identidad de la | Cuantitativa Temperatura (°C) Razo6n Ninguna Ninguna Registro, temperatura de fusion en
la hesperidina molécula por medicién de sus el equipo FISATOM31D
caracteristicas fisicoquimicas Angulo de giro (grados) | Razén Ninguna Ninguna Registro de rotacion Optica en el
sobresalientes y por polarimetro (solvente piridina).
; . Valor Rf (%) Razoén Ninguna Ninguna Célculo de valores de Rf (anexo 5)
espectrometria en la region del ] . . ]
) o Peso molecular (g/mol) | Razén Ninguna Ninguna Célculo peso molecular (anexo 6)
ultravioleta visible.
Cuantitativa Nandémetro (nm) Razén Ninguna Ninguna Espectro de hesperidina (anexo 2)
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CAPITULO IIl: METODOLOGIA

3.1. Tipo y disefo

El tipo de investigacion cuantitativo por que se mide las caracteristicas
fisicoquimicas caracteristicas: punto de fusion, indice de refraccion,
solubilidad y peso molecular y por ser una molécula con dienos conjugados y
grupos auxocromicos, se determina por espectrometria UV/visible las
longitudes de onda maxima de las absorbancias moleculares con aparatos de
alta presion y confiabilidad. Se define desde el punto de vista de su
sistematizacion como un proceso algoritmico, porque sigue un conjunto de

caminos criticos hasta llega al resultado final (42).

El disefio de investigacion fue descriptivo porque incidié en el establecimiento
de comparaciones entre el valor obtenido mediante las mediciones
experimentales y su grado de precision y exactitud con los resultados de estas
moléculas obtenidas de otras especies que obran en la literatura cientifica.
Asimismo, los datos fueron recabados a la medida que se procesaba la
materia prima (albedo) en el laboratorio, este procedimiento no se puede
aleatorizar porque la hesperidina esta presente en todo el érgano vegetal

estudiado (albedo).

3.2. Disefio muestral

En este trabajo los grupos de estudio no se toman siguiendo criterios
aleatorios porque el albedo que es la materia prima del que se aisla la
hesperidina “per se” e invariablemente en todas ellas esta presente la

hesperidina por la cual no se requiere tener grupo de control (42).

Poblacién de estudio

Esta constituido por los frutos de todos los arboles de C. paradisi Macfadyen
gue se encuentran en un sembrio agricola del caserio de Padre Cocha,

Region Loreto.
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Tamarfio de la Muestra.

La eleccion de la muestra fue por conveniencia, se selecciond tres arboles con
frutos maduros de las cuales se recolecté 10 kg del fruto de C. paradisi

Macfadyen de las cuales solo se us6 200 g de albedo seco.
Criterio de seleccion

Criterio de inclusion. Arboles robustos de aproximadamente 2 metros de alto

con tallos gruesos y frutos maduros voluminosos, etc.

Criterio de exclusion. Arboles deteriorados, frutos infectados por hongos,

etc.

3.3. Procedimiento de recoleccion de datos

El procedimiento que se siguid para la recoleccién de datos empieza desde el
tratamiento de la materia prima, el aislamiento y purificacion de la hesperidina
y finalmente su caracterizacion. Los pasos se muestran en el diagrama

siguiente (figura 3).

. . . Separacion del
materia prima Lavado Seleccionado albedo del fruto
l Ca(OH), 10% i J

Identificacion
botanica Maceracion

Reduccion a

> particulas pequeias

Acidificar con HCl hastapH 4 -5 T

Precipitacion de
hesperidina

Formamida + H,0
Fi“rCién (— @
impura

iReposo

Cristalizacion de
Hesperidina pura

N

Determinacién de Analisis por Espectrometria
parametros fisicoquimicas UV-Visible

\ /
A
Identificacién de la rutina

Figura 2. Diagrama de flujo en la obtencion de hesperidina
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A. Recoleccién de la muestra

La muestra fue recolectada en el caserio de Padre Cocha, distrito de
Punchana, provincia de Maynas, region Loreto. Cuyos datos georreferénciales
son las siguientes 3° 45’ 30" S; 73° 16’ 05” O; altitud 120 msnm.

Se documentd el estudio con tomas fotogréficas, las frutas colectadas se
colocaron en bolsas plasticas y se transport6 al laboratorio de Fitoquimica y

Productos Naturales de la Facultad de Ingenieria Quimica de la UNAP.

A.2. Certificacion de la especie vegetal

Para la identificacion se corté una rama de la planta con hojas, flores y frutos
del huerto de C. paradis Macfadyen del caserio de Padre Cocha, la
identificacion fue realizada en el Herbarium Amazonense CIRNA-UNAP por el

especialista, e emitio el certificado correspondiente (ver anexo 1).

A.3. Preparacion de la muestray limpieza

Los frutos se lavaron con agua limpia para eliminar la suciedad adherida al

exocarpo y se secaron con una franela.

A.4. Separacion del albedo.

El exocarpio (flavedo) se separé del mesocarpio (albedo) con un cuchillo fino
y afilado y luego del albedo se quit6 el endocarpio donde se halla los sacos
gue retienen el zumo en vejigas y la semilla entre tabiques radiales. Después,
se redujo a trozos pequenios, se seco y se obtuvo 1,5 kg de muestra seca. Se
pasaron por el molino y se redujo a polvo, para luego tamizarse en tamiz 60
ASTM hasta obtener particulas de tamafio uniforme. Para el procesamiento

sé6lo se us6 200 g.
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A.5. Maceracion

Los 200 g de muestra se puso en un matraz Erlenmeyer de dos litros de
capacidad y se agregd 800 ml de solucion de hidréxido de calcio al 10%. Se

dej6é macerar 24 horas a temperatura del laboratorio.

A.6. Filtracion

El macerado se llevé a filtracibn con embudo Buchner sobre lo que se puso
una capa de celita (tierra de diatoma remojado). Se recoge un filtrado color
amarillo naranja, se acidifico con acido clorhidrico concentrado hasta alcanzar

un pH 4.

A.7. Obtencion de la hesperidina

Después de la acidificacion, el filtrado se concentro por evaporacion hasta 1/3
de su volumen, se dejé en reposo por 24 horas donde se observo un
precipitado de color amarillo (hesperidina impura) en el fondo de la cubeta de
cristalizacion, se filtr6 para separar de la fase acuosa, se lavo varias veces
con agua en el embudo buchner al vacio accionado por una bomba, sobre el

filtro del embudo quedé retenido un polvo amorfo.

A.8. Cristalizacién

El polvo amorfo se cristalizdé con formamida (7 ml/g) calentandolo a 60° C por
30 minutos. Se afadié agua y se dejé en reposo. Finalmente, aparecieron
unos cristales de color amarillo. Se pesé en una balanza analitica
obteniéndose 2,562 g con los cuales se encontré el rendimiento y se

determinaron las caracteristicas fisicoquimicas y espectrométricas.
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3.4. Procesamiento y analisis de datos

Rendimiento

El rendimiento de hesperidina de C. paradisi Macfadyen se determiné
aplicando la proporcionalidad entre el peso obtenido de la hesperidina y la
materia prima utilizada para el proceso cuyo rendimiento fue de 1,281% en

base seca.

Caracteristicas fisicoquimicas

Punto de fusién

Se determind en el equipo FISATOM 431 D de la facultad de Ingenieria
Quimica. Se puso en un tubo capilar unos cristales de la muestra, se ubicé
horizontalmente en el area de calefaccidon y se observo en la pantalla el valor
de 262 °C en el momento en el que los cristales (solidos) pasaban al estado

liquido.

Rotacion especifica

Para determinar la rotacion especifica se usé un polarimetro. Se disolvié 0,3
g de la muestra en 15 ml de piridina y se llené el tubo del polarimetro. El prisma
analizador barre la muestra. El detector fotoeléctrico indica el valor de rotacién
especifica de la muestra, el cual fue de [a]3° = —76°. Este valor nos indica

gue la sustancia tiene una estructura levogira.

Valor Rf en cromatografia de papel bidimensional

Se corrié en papel Whatmann N° 3 MM de dimensiones 50 x 50 cm se aplico
la muestra disuelta en piridina en un trazado largo en la linea de origen. La
cromatografia de papel fue descendente. Se colocé el papel en una cuba
cromatografica donde se halla el solvente a 8 cm del borde superior del papel.

Primero, se us6 como solvente TBA, que es una solucién de butanol terciario:
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acido acético: agua (3:1:1), en forma vertical descendente. Posteriormente, se
us6 como solvente HOAC, que es una solucién de acido acético glacial y agua
(15:85). En ambos casos los solventes corrieron 40 cm desde el origen. El
soluto con el primer solvente se desplazé 20,40 cm, mientras que con el
segundo solvente el soluto se desplazé 31,20 cm luego de haber movido la
posicion del papel a 90°. Con estos valores se calcul6 el Rf que dio un valor

de 0,51 y 0,78 respectivamente, estas pruebas se realizaron por duplicado.

Solubilidad

Se trabajo con 5 mg de hesperidina por cada experimento y 5 ml de cada
solvente, piridina, formamida y dimetilformamida, en los tres tipos de solventes

se solubilizé la muestra hasta formar una solucién homogénea.

Peso molecular por el método de RAST

Par determinar el peso molecular se procedié de acuerdo al procedimiento
indicado por (14,39,40), se mezclé de D-camphor puro con la muestra de
estudio, luego se fundid, se enfrid y se pulverizd, se cogido una pequefia
muestra de este y se determiné directamente el punto de fusion en el aparato
FISATOM 431D que tiene una pantalla visora donde se lee automéaticamente
la temperatura de la mezcla del compuesto de estudio y D-camphor. Cuando
se observé un liquido completamente limpio y transparente, el visor de la
pantalla mostro el valor de 173,248 °C que es el punto de fusion de la mezcla.
Con esta temperatura y la temperatura del punto de fusion del D-camphor puro
se hall6 la diferencia de temperatura, realizando una simple resta se obtuvo
el valor de AT=6,502. Con estos datos se determiné el peso molecular de

rutina dio un valor de 610,7692 g/mol (ver anexo 6).

Caracteristicas espectrométricas

Mediciéon de longitudes de onda maxima
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Se realizé en un equipo 2800 Spectrophometer. Se disolvi6 5 mg de
hesperidina en metanol, y se llend la cubeta de cuarzo y se introdujo en el
area de muestra del equipo. En otra cubeta se coloc6 solo metanol. Cuando
se activa el area de detencion, los tubos fotomultiplicadores comienzan a
necesitar un voltaje proporcional a la energia incidente de los detectores. Se
despeja y se van identificando los picos que son bandas de absorcion cuyas
longitudes de onda méxima se refiere. Los resultados fueron los siguientes:
Amax 283 y 326 nm. Después, se preparé una solucion de acetato de sodio
mas metanol (ver anexo 2) y se procedié del mismo modo al anterior. Se dio
lectura a las longitudes de onda y fueron los siguientes: Amax 284 y 328 nm
(17).

3.5. Aspectos éticos

La especie C. paradisi Macfadyen, no fue amenazada en su dinamica de
crecimiento y propagacion, porque la muestra se extrajo del fruto maduro en
época de cosecha, el fruto es el 6rgano de la planta que se genera
continuamente durante la vida del arbol en el periodo de fructificacion. No se

corta en ningln momento de su vida til.
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CAPITULO IV: RESULTADOS

4.1. Caracteristicas Fisicoquimicas

Los valores de los parametros fisicoquimicos encontrados de hesperidina
aislada y de la muestra auténtica, se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la hesperidina aislada de C. paradisi
y de muestra auténtica.

Valores

Hesperidina Hesperidina auténtica
aislada (estandar)

Cristales amorfos Polvo color amatrillo

Propiedades
fisicoquimicas

_ Agujas dendriticas  Agujas dendriticas amarillo
Cristales puros . . o
amarillo palido palido (10)

Punto de fusion 262 °C. 258 — 262 °C (10).

Rotacion dptica: en
[a]}® = -76°  [al}® = -76° (10)

piridina
o _ Piridina, soluciones
N Piridina, formamida _ )
Solubilidad o . alcalinas, formamida y
y dimetilformamida S _
dimetilformamida (10,13).
Valores Rf en TBA 0,51 0,51 (17).
Valor Rf en HOAC 0,78 0,78 (17).
Peso molecular 610,581 + 0,90055 610,55 (10).
(g/mol)

Ver anexos: 5y 6

4.2. Rendimiento de la hesperidina

Se trabajé con 200 g de muestra seca de albedo de C. paradisi, se obtuvo

2,562 g de hesperidina, se obtuvo un rendimiento de 1,281% (ver anexo 4).
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4.3. caracteristicas espectrométricas

En la siguiente tabla se muestran los valores de longitud de onda de absorcion

maxima de la hesperidina aislada y muestra auténtica en diferentes solventes.

o Muestra aislada Muestra auténtica
Espectro en UV/visible ]
(Amax) (estandar) (Amax)
Espectro: En metanol 283y 327 nm. 283y 326 nm (17)
Espectro: En metanol y
acetato de sodio 284 y 328 nm. 284y 328 nm (17)

El barrido de la muestra en el equipo UV/visible utilizando como solvente de

resolucién Metanol dio las longitudes de onda siguiente: A sy :283, 327 nm,
MeOH

pero en metanol: acetato de sodio las bandas de absorcion se desplazaron 1

nm a la derecha, efecto batocromico (desplazamiento a la derecha).
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CAPITULO V: DISCUSION

La hesperidina estd presente en todos los citricos y su extraccion se hace
usando varios métodos. Para extraer la hesperidina de C. paradisi se usé el
método convencional (38,43), pero se incremento el tiempo de maceracion
con agitacion intermitente. También, hesperidina fue aislada de otras especies
de citrus, se uso éter de petréleo, acetato de plomo para separar las pectinas
y acido sulfhidrico (15), asimismo, se us6 metanol e hidroxido de sodio al 10%
(37). Ademas, se usaron métodos mas sofisticados, tales como: extraccion
asistida por ultrasonido (26,44), por microondas (21,43-45), con etanol/agua
y purificado con resina absorbente a presion atmosférico (20), con resinas
para la absorcién y desorcion tales como: resina de estireno-divinilbenceo
(SDVB) con eluyente alcalino (36), con resina polimérico macrorreticular no
funcionalizada (FPX66, Amberlite) agua como eluyente (20) y en Sephadex
G-25 fino también agua como eluyente (46).

Si bien, son métodos con las que se puede extraer la hesperidina, pero
algunos métodos usan reactivos como el plomo, que no es adecuado si el
producto va ser usado para consumo humano. Por otra parte, en paises
subdesarrollados como el Perd, el uso de tecnologias mas costosos es poco
utilizable para fines de produccion. Pero el método que se uso para extraer la
hesperidina de C. paradisi es barato y los solventes usados como el etanol no

es perjudicial para la salud humana.

El porcentaje de hesperidina encontrado en C. paradisi fue de 1,28%, mientras
gue en Citrus latifolia (limén persa) fue de 0,33 g/ml, pero evaporado a presion
reducida aumentd a 0,97 g/ml (20); en cascara de Citrus sinensis (naranja
roja) entre 1,35 a 1,86% (36). En cascaras de C. reticulata (mandarina) 1,75%,
en C. clementina (clementina) y C. sinensis (naranja dulce) 2,4% (12); en
Citrus unshiu 58,6 mg/g (21) y en Citrus reticulata 92,94 + 1,23 mg/g (47). El
rendimiento en C. paradisi es menor al de la mandarina, clementina y naranja
dulce, pero con las otras especies de Citrus tiene un valor promedio. Ademas,
el rendimiento de hesperidina se ve afectado por la metodologia usado para

su aislamiento. Sin embargo, C. Paradisi por tener mayor biomasa que las
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otras especies seria una fuente importante para extraer hesperidina con fines

medicinales.

El punto de fusion, es otra propiedad que le caracteriza a los sélidos. El punto
de fusidon de la hesperidina aislada de C. paradisi fue a 262 °C grados de
temperatura, mientras que Lahmer reporta 268 °C para cristales de color
naranja de hesperidina aislada de C. sinensis, este mismo autor sefala que
los cristales de hesperidina purificada de color blanco fue entre 240-253 °C
(12), entre tanto, Cabello reporta para esta misma especie C. sinensis valores
entre 261 — 263 °C (37) y los cristales amorfos de color amarillo de hesperidina
aislados de C. sinensis mostro valores entre 250 — 252 °C (9). El punto de
fusion reportado por Cabello para hesperidina es concordante con el valor que
se reporta en nuestro estudio, sin embargo, los valores reportados por los
otros autores son diferentes, esta diferencia puede deberse a las impurezas

presentes en las muestras de analisis.

De otro lado, la prueba de solubilidad de hesperidina fue positivo en piridina,
formamida y dimetilformamida, pero Cabello reporta que la hesperidina es
soluble en solventes como el etanol, acido acético y alcalis diluidos (37). El
conocimiento de la solubilidad de un compuesto permite el uso adecuado de
un solvente para el aislamiento de un compuesto y los procedimientos a tener
en consideracion, especialmente cuando se trata de aislar un componente de

fuente de plantas.

La cromatografia de capa fina (TLC) sirve para examinar como marcador la
calidad de los productos naturales (18). La hesperidina aislada de C. paradisi
se identificO en cromatografia de papel bidimensional, los valores Rf que
mostroé en TBA fue 0,51 y en HOAC 0,78; mientras que Lahmer encontro el
valor de 0,6 en butanol: acido acético: agua (12) y en acetato de etilo: acido
férmico: agua el valor fue de 0,68 y en HOAC 0,78 (19). Los valores Rf para
hesperidina varia de acuerdo al tipo de solvente usado para la deteccion,
cuando se usa el mismo tipo de solvente, los valores de Rf son iguales, esto

demuestra que la molécula analizada es la misma.
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Los espectros de absorcion en UV/Vis de la hesperidina extraida de C.
paradisi en metanol fue a 283, 327 nm, pero en metanol y acetato de sodio a
284, 328 nm. Asimismo, la hesperidina aislada de C. sinensis en metanol fue
a 290, 315y 345 nm (12), 284, 328 nm (9), 220 sh, 285 nm (48), pero en etanol
fue a 286, 330 nm (37). De otro lado, los espectros de absorcion con el uso
de diferentes solventes varian, en metanoato de sodio (NaOMe) a 243, 286,
356 nm, en (AICI3) a 307, 386 nm, en (AICI3/HCI) a 304, 378 nm, en (NaOACc)
a 284, 328 nm y en (NaoAc/Hz:BO3) a 284, 328 nm (9). Los espectros de
absorcion maxima de hesperidina encontrados por otros autores con el uso
de metanol son similares al de nuestro trabajo, pero si se usa diferentes
solventes varia estos espectros de absorcion. Ademas, estas bandas se
desplazan a la derecha (batocrromico) o la izquierda (hipsocrémico) con
mezcla de solventes mejorando la resolucién de las bandas de absorcién de

un componente.

Por otro lado, el andlisis por cromatografia liquida de alta resolucién, en el
cromatograma la hesperidina mostrd un pico a 8 minutos (36). Asimismo, una
muestra estandar de hesperidina mostro un pico a 9,1 minutos (26) y a 13,4
minutos (47), pero en cromatografia liquida de fase inversa (RPLC) mostro un
pico a 36,6 minutos (48). Estos métodos son mas precisos, que los métodos

simples usados para identificar una molécula en particular.

Por otra parte, el peso molecular de rutina aislada de C. paradisi encontrado
por el método de RAST fue similar al valor reportado por la literatura (16), con
un error de 0,005%. Ademas, Cabello reporté para hesperidina un valor de
610,39 g/mol (37). Pero, con el uso de analisis mas sofisticados a traves de
IR y HNMR y 13CNMR, Lahmer determiné con mayor precision la estructura
molecular y el peso molecular de la hesperidina (12). EI método de
determinacién de ambos estudios difiere enormemente, a pesar de ello, el
grado de exactitud que se logro fue de 99,55%. Por otro lado, los analisis mas
sofisticados tendran mayor ventaja sobre los métodos indirectos, en cuanto a

la exactitud de los resultados que se obtendran.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES

Los albedos del Citrus paradisi Macfadyen “pomelo” contienen hesperidina
con un rendimiento superior al 1%, los parametros fisicoquimicos
determinados como el punto de fusion, la rotacién Optica en piridina,
solubilidad (en piridina, formamida y dimetilformamida), el peso molecular y
su cromatografia; asi como sus caracteristicas espectrofotométricas
expresadas en longitud de onda se encuentran dentro de los rangos

establecidos por el estandar de la referencia bibliogréfica.
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CAPITULO VII: RECOMENDACIONES

A la Facultad de Farmacia y Bioquimica (UNAP) desarrollar métodos
alternativos confiables y econémicos para la utilizaciéon de Citrus paradisi
Macfadyen como fuente de hesperidina con el propésito de elaborar productos

fitoterapéuticos.

Pero también realizar estudios de la hesperidina en otras lineas, cosmética,
alimentos, etc. con fines de diversificar su uso de hasta molécula tan
importante para la salud humana. Ademas, desarrollar un proyecto de
produccion educativa para disefiar y construir un prototipo de planta piloto

para la obtencion de hesperidina.

Como todos los citricos contienen hesperidina con lo cual es posible utilizar
una mezcla de los albedos de naranja, de pomelo, de limén dulce, de limén,
de sidra, de limdn rojizo, etc., para extraer esta sustancia y que permitiria
cubrir la demanda insatisfecha de materia prima. A la facultad de Agronomia
desarrollar un programa para la siembra intensiva tanto del Citrus paradisi
Macfadyen como de otras variedades de citricos. De esta forma, se podra
disponer de la materia prima necesaria para la obtencion de hesperidina y asi

aportaria un valor agregado.
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ANEXOS

ANEXO Ne 1. Identificacién botanica de la planta

Centro de Investigacion de

) ’ U N AP Recursos Naturales

Herbarium Amazonense — AMAZ

INSTITUCION CIENTIFICA NACIONAL DEPOSITARIA DE MATERIAL BIOLOGICO
CODIGO DE AUTORIZACION AUT-ICND-2017-005

CONSTANCIA n.° 33-2022 AMAZ-UNAP

El Coordinador del Herbarium Amazonense (AMAZ) del CIRNA, de la Universidad Nacional de la
Amazonia Peruana

HACE CONSTAR:

Que, la muestra boténica presentada por AYDE ROSA ESPERANZA GARATE RUIizZ y LIBETTI CAROLINA
PANAIFO GUERRA bachilleres de la Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de la Amazonia Peruana pertenece al proyecto de
tesis de pre grado titulado “Identificacién de la Hesperidina Aislada del Albedo de Citrus paradisi
Macfaden (pomelo) por sus caracteristicas fisicoquimicas y espectrometria UV”; ha sido
DETERMINADA en este centro de investigacién y ensefianza Herbarium Amazonense-AMAZ-CIRNA-

UNAP como se indica a continuacién:

N° FAMILIA ESPECIE AUTOR NOMBRE COMUIN
01 | RUTACEAE Citrus paradisi Macfad. “pomelo”
Determinador: Ing. Juan Celidonio Ruiz Macedo

A los veinte dias del mes de setiembre del afio dos mil veintidds, se expide la presente constancia a los

interesados para los fines que se estime conveniente.

Atentamente,

UNIVERSIDAD
Direccion Pevas/Nanay — Iquitos Pert Péginaldel CONSTANCIA n.2 33-2022 AMAZ-UNAP L[C EN C IAD A
Apdo. 496 — Email: herbarium.amazonense@unapiquitos.edu.pe RESOLUCION W 012-2018-SUNEDW/ED
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ANEXO Nb°. 2. Espectro de Hesperidina
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ANEXO 3. Fotografia de la planta
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Anexo 4. Célculo de rendimento de Hesperidina

Se calcula estableciendo una relacién entre el pesado de rutina obtenida

sobre el peso de la materia prima utilizado en forma porcentual.

o Peso de Vitexina obtenida
%rendimiento =

Peso de la materia prima

Materia prima utilizada 200 gramos de serrin, se obtuvo 2,562 gramos de
Hesperidina, el célculo es el siguiente:

2,562 g
200 g

%rendimiento = .100 = 1,281%
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Anexo 5. Determinacion de los vales de Rf de Hesperidina

A. Sobre papel Watmann # 3, solvente de corrida TBA [butanol terciario:
acido acético glacial: agua (3:1:1)]. Los valores de las distancias corridas

por el soluto y solvente fueron las siguientes:

Distancia de corrido del soluto 20,40 cm
Distancia de corrido del solvente 40,00 cm

Distancia de corrida del soluto

Distancia de corrida del sovente

B. Sobre papel Watmann # 3, HOAc (&cido acético glacial 15 ml y agua 85
ml), se pone el papel en posicion de giro de 90 grado. Los valores de las

distancias corridas por el soluto y solvente fueron las siguientes:

Distancia de corrido del soluto 31,20 cm
Distancia de corrido del solvente 40,00 cm
Rf = 31,20 — 078
40,00
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Anexo 6. Determinacion del peso molecular de Hesperidina

Punto de fusion del D-camphor: 179,75°C

Punto de fusion de la mezcla del componente y D-camphor: 173,248°C
Se halla la diferencia del punto de fusion

AT=179,75 - 173,248 = 6,502

Aplicando la formula

_ k. p.1000
~ AT. P

Sabiendo que

K= Depresion molar del D-camphor 39,7
w= peso de la muestra 50 mg= 0,05 g
W= peso del D-camphor 0,5 g

AT=6,5

~39,7.0,05. 1000 1985
~ 6502.05 3,251

= 610,581
M=610,581 g/mol

Se determinaron el porcentaje de error la relacion al peso molecular de

hesperidina 610,55 g/mol promedio del modo siguiente

Peso molecular experimental — Peso molecular real
%Error = ( - ) 100
Peso molecular experimental
%E _ 610,581 — 610,55 100 = 0,031 0.005
oRrTor = 610,581 ¥V 10581

Encontramos que el margen de error es de £ 0,005 un valor relativamente
bajo, que significa que la muestra analizada con el peso molecular de 610,581

es el que corresponde a hesperidina.
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