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RESUMEN

La presente tesis tuvo como objetivo Determinar el contenido de flavonoides y acidos
fendlicos por HPLC-DAD en los extractos de las flores de Citrus sinensis, Citrus
limetta y Prunus pérsica. El andlisis de flavonoides y acidos fendlicos se llevo a cabo
en un HPLC-DAD Hitachi Chromaster con un detector 352 nm y un volumen de
inyeccion 10 pL, la cantidad de acido clorogénico en las flores de Citrus sinensis en el
extracto metandlico fue 2.46 mg, infusion 2.74 mg y decocto 2.51 mg, en Prunus
pérsica en extracto metandlico 22 mg, infusion 33.79 mg y decocto 27.92 mg/g, en
cuanto a rutina el contenido en Citrus sinensis extracto metandlico fue 2.65 mg,
infusién 3.03 mg, decocto 2.45mg, en Citrus limetta extracto metanélico 4.59 mg,
infusién 6.69 mg y decocto 6.59 mg y en Prunus pérsica extracto metanélico 2.49 mg,
infusién 2.72 mg y decocto 2.59 mg y para quercetina en Citrus sinensis extracto
metandlico 507.29 ug, infusién 355.41 pg, decocto 320.21 ug, en Citrus limetta
extracto metandlico 1576.81 ug, infusion 318.72 ug, decocto 610.61 pg, y en Prunus
pérsica extracto metandlico 1162.95 pg, infusion 1666.02 pg y decocto 1234. 94 ug/g
de muestra seca. Los resultados obtenidos demuestran que las flores estudiadas son
una fuente rica tanto en flavonoides como en &cidos fenolicos los cuales contribuirian

a mejorar la salud.

Palabras claves: Acidos fendlicos; Citrus limetta; Citrus sinensis; Flavonoides;

HPLC-DAD; Prunus pérsica.



ABSTRACT

The objective of this thesis was to determine the content of flavonoids and phenolic
acids by HPLC-DAD in the extracts of the flowers of Citrus sinensis, Citrus limetta
and Prunus pérsica. The analysis of flavonoids and phenolic acids was carried out on
a Hitachi Chromaster HPLC-DAD with a 352 nm detector and an injection volume of
10 uL, the amount of chlorogenic acid in the Citrus sinensis flowers in the methanolic
extract was 2.46 mg, infusion 2.74 mg and decoct 2.51 mg, in Prunus persica in
methanolic extract 22 mg, infusion 33.79 mg and decoct 27.92 mg / g, regarding
routine the content in Citrus sinensis methanolic extract was 2.65 mg, infusion 3.03
mg, decoct 2.45mg, in Citrus limetta methanolic extract 4.59 mg, infusion 6.69 mg
and decocto 6.59 mg and in Prunus pérsica methanolic extract 2.49 mg, infusion 2.72
mg and decoct 2.59 mg and for quercetin in Citrus sinensis methanolic extract 507.29
Mg, infusion 355.41 g, decoct 320.21 g, in Citrus limetta methanolic extract 1576.81
ug, infusion 318.72 ug, decoct 610.61 pg, and in Prunus pérsica methanolic extract
1162.95 g, infusion 1666.02 g and decoct 1234. 94 ug / g of dry sample. The results
obtained show that the studied flowers are a rich source of both flavonoids and

phenolic acids, which contribute to improving health.

Keywords: Citrus limetta; Citrus sinensis; Flavonoids; HPLC-DAD; Persian Prunus;

phenolic acids.
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I. INTRODUCCION

Las plantas medicinales han venido desarrollando parte muy transcendental de
la historia y la cultura de los diferentes pueblos indigenas esto refiere a su uso
y también aplicacion como remedio para tratar las diversas enfermedades que
los aquejaban, constituyendo asi un conocimiento que fue transmitido de forma
oral de generacion en generacion. Ademas, se debe tener en cuenta que este es
un método barato, eficaz y de facil administracién que tiene como base
testimonios de personas tratadas con este método teniendo resultados
satisfactorios, pero si se consumen en dosis excesivas pueden ser perjudiciales
para la salud.!

Hasta el dia de hoy las poblaciones entorno al mundo siguen usando las plantas
con propiedades medicinales como derivacion de circunstancias historicas,
manejo etnoboténica o creencias culturales las cuales ayudaron a satisfacer sus
necesidades sanitarias.? En los paises en vias desarrollo, el extenso uso de este
tipo de terapias se atribuye a la fécil accesibilidad y asequibilidad, ya que en
muchas ocasiones es la Unica fuente disponible para la atencién sanitaria,
especialmente para aquellos personas de mas escasos recursos; ademas es muy
popular por estar s6lidamente arraigada en las creencias.®

Por su parte, la Organizacion Mundial de Salud (OMS) ha insistido en cuanto
al uso de plantas medicinales ya que estas pueden ser de gran ayuda en la
atencion primaria de los sistemas de salud, pero estas deben estar sustentadas
cientificamente para asegurar eficacia, calidad y seguridad requeridas para la

aplicacion en humanos.*



Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos, diversos en
estructura quimica y caracteristicas, que se encuentran en todas partes en las
plantas. Por lo tanto, los flavonoides son parte de la dieta humana. Se han
identificado mas de 4.000 flavonoides diferentes dentro de las principales
clases de flavonoides se incluyen flavonoles, flavonas, flavanonas, catequinas,
antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavonoles y chalcones.® varian en sus
caracteristicas estructurales alrededor del anillo de oxigeno heterociclico. Las
flavanonas se encuentran predominantemente en las frutas citricas, las flavonas
en las hierbas, los isoflavonoides en las legumbres, las antocianinas y las
catequinas en las frutas y los flavonoles en todas las frutas y verduras.®

Los flavonoides son potentes antioxidantes, eliminadores de radicales libres y
quelantes de metales e inhiben la peroxidacion lipidica. Los requisitos
estructurales para las funciones antioxidantes y de eliminacion de radicales
libres de los flavonoides incluyen un grupo hidroxilo en la posicion de carbono
tres, un doble enlace entre las posiciones de carbono dos y tres, un grupo
carbonilo en la posicion de carbono cuatro y polihidroxilacion de los anillos
aromaticos Ay B.®

Los é&cidos fendlicos pertenecen a dos clases diferentes, los &cidos
hidrobenzoicos (HBA) y los acidos hidroxindmicos (HCA), los cuales derivan
de dos moléculas no fendlicas que son &cido benzoico y cinamico
respectivamente. A diferencia de otros compuestos fendlicos, los &cidos
fenolicos presentan caracter acido debido a la presencia de un grupo
carboxilico en la molécula. Estos también estan ampliamente incorporados en

las plantas, aunque su distribucién puede variar mucho segun la especie. Los



acidos fendlicos claramente desempefian un papel tanto en las interacciones
entre la planta y su entorno bidtico o abiético, asi también como en las
cualidades organolépticas y nutricionales de las frutas, verduras, legumbre, etc.
Asi mismo sus propiedades antioxidantes, son esenciales en los mecanismos
de defensa de los sistemas bioldgicos.’

La tendencia mundial de la alimentacidn, en los ultimos afios, tiene un interés
acentuado de los consumidores hacia ciertos alimentos que, ademas de
contener nutrientes, contengan sustancias fisiolégicamente activas que
cumplan, al igual que los nutrientes esenciales, una funcion beneficiosa en la
prevencion de ciertas enfermedades. A estos alimentos, se les ha denominado
“alimentos funcionales” y se viene realizando la identificacion de ciertos
principios activos, a fin de evaluar su seguridad y las dosis respectivas a
utilizar, estableciéndose, en la mayoria de casos, marcadores analiticos,
marcadores farmacoldgicos; realizdndose, ademas, ensayos clinicos
controlados a doble ciego, demostrando sus efectos bioquimicos, fisioldgicos,
farmacoldgicos y toxicol6gicos.® por tanto el hecho de determinar el contenido
de flavonoides y acidos fendlicos de las flores de las especies en estudio se
tiene la intencidn de contribuir a la identificacion o aislamiento de compuestos

bioactivos para diversos fines.

Se propuso la siguiente pregunta de investigacién: ;Cuél es el contenido de
flavonoides y &cidos fendlicos en los extractos de las flores Citrus sinensis,

Citrus limetta y Prunus pérsica?



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Objetivo General:
Determinar el contenido de flavonoides y acidos fenélicos por
HPLC-DAD en los extractos de las flores de Citrus sinensis
(naranja), Citrus limetta (lima) y Prunus pérsica (durazno)
Objetivos especificos:
1. Obtener el cromatograma de los extractos de las flores Citrus
sinensis, Citrus limetta y Prunus pérsica.
2. Determinar la concentracion de flavonoides y acidos fendélicos
en los extractos de las flores de Citrus sinensis, Citrus limetta y

Prunus pérsica.



REVISION DE LITERATURA
2.1. ANTECEDENTES

Theuter et al.® realizo un estudio en el 2012 que tuvo como objetivo dilucidar
los perfiles fenolicos en la piel del fruto de ciruelas Prunus domestica y
especies relacionadas, Mediante HPLC-DAD, obteniéndose como compuestos
predominantes dentro de las antocianinas los glucosidos de cianidina y
peonidina, y la rutina fue el flavonol principal, mientras que el acido
neoclorogénico y el &cido n-clorogénico fueron los principales acidos
hidroxicinamicos. Ademas de estas clases fenodlicas principales, también se
encontraron un grupo de flavonas tentativamente identificadas y varios
flavonoides acilados.

Venter, Joubeth y Beer.*® en un estudio realizado en Sudafrica en el afio 2013,
tuvieron como proposito realizar la caracterizacion fenolica de 11 cultivos de
Prunus salicina Lindl incluidos varios tipos con piel y pulpa amarilla y roja,
mediante un método mejorado de HPLC-DAD para cuantificar acidos
fenolicos, antocianinas y flavonoles, dentro de los cuales los principales
compuestos fue el acido neocloreogenico y el cianidin-3-O-glucosido
encontrados en todas las clases de ciruelas estudiadas.

Tenorio!! en un estudio realizado en el afio 2016 en Per, tuvo como objetivo
obtener flavonoides de la cascara de naranja tangelo (Citrus reticula, x citrus
paradisi) y aplicarlos como, antioxidante natural en el aceite vegetal Sacha
inchi (Plukenetia volubilis). La identificacion y cuantificacion de flavonoides

se realiz6 por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), encontrando



en los extractos metanolico y acuoso naringina, hesperidina, neohesperinina y
rutina.

Damian-Reyna et al'?, en un estudio realizado en México con el objetivo de
determinar el contenido total de fendlicos, flavonoides totales, hesperidina y
acido ascdrbico en bagazo, jugo y semilla de Citrus limetta y Citrus reticulata
en dos etapas de madurez comercial, asi como su efecto bactericida en
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Los resultados mostraron que los
bagazos tenian el mayor contenido total de fenoles, flavonoides totales y
hesperidina para C. limetta y C. reticulata; los contenidos més altos de acido
ascérbico se encontraron en el jugo de C. limetta y el bagazo de C. reticulata.
El contenido total de compuestos fendlicos, flavonoides totales y hesperidina,
asi como el efecto bactericida, aumentaron con la madurez.

Estrada,”® en estudio que tuvo como objetivo explorar la existencia de
interacciones fisicoquimicas entre algunos flavonoides de Citrus limetta y
Citrus aurantium y la matriz de p-ciclodextrina y pectina en un sistema modelo
y en un producto a base de estos dos citricos, y evaluar el efecto sobre su
actividad hipocolesterolémica e hipoglucemiante en un modelo animal.
Demostrd en el analisis de flavonoides mediante HPLC la presencia de
eriocitrina, hesperidina, neohesperidina, naringina, hesperidina 'y
neoeriocitrina en jugos frescos de lima y naranja agria.

Peterson, et.}* en una revision critica, con la finalidad de desarrollar una base
de datos para flavanonas, la clase de flavonoides dominante en el género
citrico, busco en la literatura cientifica relevante sobre flavonoides, en toronja,

limones y limas, detallando ocho flavanonas (didymin, eriocitrin, hesperidin,



naringin, narirutin, neoeriocitrin, neohesperidin, poncirin). La toronja tenia un
contenido total de flavanona como agliconas y un perfil distintivo de flavanona,
dominado por naringina. Para los limones y para las limas los perfiles estaban

dominados por hesperidina y eriocitrina.



2.2. BASES TEORICAS

2.2.1. DESCRIPCION BOTANICA.

2.2.1.1.  CITRUS SINENSIS (NARANJA)

Taxonomia.!®
Reino: Plantae
Familia: Rutaceae
Subfamilia: Aurantideae
Tribu: Aurantieae
Género: Citrus.
Especie: Citrus cinensis.
Nativa de Asia, es una planta que se cultiva ampliamente en regiones tropicales
y subtropicales. Arbol de tamafio pequefio a medio que puede llegar a medir
hasta 6 m, de copa redondeada; en sus ramas tiene espinas flexibles, delgadas,
ocasionalmente ausentes. Sus hojas son elipticas que pueden medir de 6 a 11

cm de largo. Fruto globular u ovalado de pulpa amarillenta, dulce.®



Las flores son blancas y aromaticas generalmente emergen en gran abundancia
en racimos terminales o axilares. En la individualidad de la flor, contiene un
caliz el cual tiene la forma de una copa en la base y termina con cinco verdosos
y erectos sepalos, cuya cara externa estd envuelta de cuantiosas glandulas de
aceite. El resto de la flor surge de un receptaculo carnoso, del cual emergen de
tres a cinco pétalos blancos, que la parte inferior son rectos y en la parte
superior curvos hacia afuera, en el interior los tejidos estan cubierto de pelos
muy suaves. Los estambres estan compuestos en series de cuatro o cinco, los
cuales contiene de 20 a 25 estambre cada uno, los filamentos son delgados y
terminan en anteras de cuatro sacos. su ovario elipsoidal al inicio contiene 10
celdas, cada una de ellas con muchos 6vulos. El estilo es cilindrico y grueso y
termina en un estigma globoso. Su floracion se da en primavera y su fruto

madura en el otofio.!®

2.2.1.2. CITRUS LIMETTA (LIMA)




Taxonomia.!?
Reino: Plantae
Familia: Rutaceas
Subfamilia: Aurantideae
Clase: Dicotiledoneas
Género: Citrus.
Especie: Citrus limetta.
Originaria de Asia tropical, es cultivada en regiones tropicales y subtropicales.
Es arbol bajo y de porte irregular, protegido con espinas gruesas. Hojas ovales
y aserradas de 5a 7.5 cm. Las flores son blancas y pequefias, contienen un caliz
el cual tiene la forma de una copa en la base y termina con sépalos, de la flor
surge de un receptaculo carnoso, de donde nacen de tres a cinco pétalos, que
en la parte inferior son rectos y en la parte superior curvos, los estambres estan
compuestos en series de cuatro o cinco de 20 a 25 estambre cada uno. su ovario
elipsoidal al inicio contiene 10 celdas, cada una de ellas con muchos 6vulos.
El fruto es mediano, casi esférico con bordes suaves con una hendidura en la
base, color amarillo palido puede llegar a medir de 5 a 7 cm de didmetro y su

zumo varia entre ligeramente dulce a insipido.t"*
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2.2.1.2. PRUNUS PERSICA (DURAZNO).

Taxonomia.?
Reino: Plantae
Familia: Rosaceae
Subfamilia: Amygdaloideae
Trubu: Amygdaleae
Género: Prunus.
Especie: Prunus persica.
Originario de China, es cultivada en zonas con climas templados, calidos y
frios, es por ello que actualmente se encuentra diseminado por todo el mundo,
es un arbol mediano, de 4 a 6 m de alto, sus hojas son lanceoladas anchas, de
8 a 15 cm de longitud, las flores son hermafroditas y aparecen solitarias o
agrupadas de dos, el color va variar segun la variedad y oscilara entre color

rosa muy palido a rosa fuerte, casi rojo, de 2 a 3.5 cm de didmetro, cada yema

11



floral produce una flor axilar completa, el céliz es gamosépalo; la corola esta
compuesta por cinco pétalos dispuestos alternadamente con los sépalos.
Contiene de 25 a 30 estambres, los cuales van estan insertados en los bordes
del receptaculo y nacen en el fondo de la copa, por lo cual el ovario fecundado
formara una drupa sipera monosperma. la floracion se da desde los primeros

dias de julio hasta fines de setiembre.?:2223
2.2.2. FLAVONOIDES

Los flavonoides representan una clase muy diversa de metabolitos
secundarios polifendlicos, que abundan en espermatofitos (plantas
terrestres vasculares con semillas: gimnospermas y angiospermas),+2
pero también se han informado de taxones primitivos, como las briofitas
(plantas terrestres no vasculares, incluidas las hepaticas, los hornworts y
los musgos), pteridofitas (plantas terrestres vasculares sin semillas, es
decir, licofitas, cola de caballo y todos los helechos) y algas.?62728 En
general, se han registrado alrededor de 10,000 flavonoides que representan
el tercer grupo mas grande de metabolitos secundarios después de los
alcaloides (12,000) y los terpenoides (30,000).230

Se ha informado de un nimero importante de fuentes naturales y sintéticas
debido a sus diversas aplicaciones en las industrias farmacéuticas y
dietéticas. Los flavonoides se producen especialmente en especies de
plantas en flor, y los colores de las flores podrian ser indicativos de la clase
de compuestos. Los flavonoides se obtienen principalmente como amarillo

palido, blanco, rojo, morado, azul, etc.3

12



22.2.1. CLASIFICACION Y BIOSINTESIS DE FLAVONOIDES

Los flavonoides se pueden clasificar segun el origen biosintético. Los
flavonoides se caracterizan por presentar 15 aomos de carbono en su
esqueleto basico, dispuestos en la forma C6-C3-C6, que corresponde a dos
anillos arométicos A y B unidos por una unidad de tres atomos de carbono,
que pueden o no dar lugar a un tercer anillo. Los anillos estan etiquetados
A, By C (Figura 1) 3*%, El paso inicial en la biosintesis de la mayoria de
los flavonoides deriva de la condensacion de una molécula de p-coumaroil-
CoA (derivada de shikimate, anillo B) con tres moléculas de malonil-CoA
(origen policétido, anillo A) para dar calcona (2 ', 4, 6 ' 4-
tetrahidroxicalcona). Esta reaccion es llevada a cabo por la enzima
chalcone sintasa (CHS). Chalcone se isomeriza posteriormente por la
enzima chalcone flavanona isomerasa (CHI) a flavanona. De estos
intermedios centrales, la via diverge en varias ramas laterales, cada una de
las cuales produce una clase diferente de flavonoides.33343°

Aunque la via central para la biosintesis de flavonoides se conservé en las
plantas, dependiendo de la especie, un grupo de enzimas, como las
isomerasas, reductasas, hidroxilasas, modifica el esqueleto flavonoide
basico, lo que lleva a las diferentes clases de flavonoides®*%, incluidos los
chalcones y flavanonas que son compuestos intermedios en la biosintesis y
productos finales presentes en varias partes de la planta. Las antocianinas,
las proantocianidinas, las flavonas y los flavonoles son otras clases que solo
se conocen como productos finales de la biosintesis. La otra clase

importante son los isoflavonoides, que se forman por reaccion de migracion
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de la cadena lateral 2-arilo a la posicion 3 mediada por la isoflavona
sintasa.333°

Los flavonoides se producen naturalmente como compuestos asociados con
el azlcar en formas conjugadas (glucdsidos), sin azlcar unido como
aglicones®+37, A menudo estan hidroxilados en las posiciones 3,5, 7, 3", 4'
y 5 '. Algunos de estos grupos hidroxilo son frecuentemente metilados,
acetilados o sulfatados. La prerenilacion generalmente ocurre directamente
en un atomo de carbono en los anillos arométicos, pero también se ha
encontrado la prenilacion de O%. Cuando se forma los glucdsidos, el enlace
glucosidico se ubica normalmente en la posicion 3 0 7, y los carbohidratos
son comUnmente L-ramnosa, D-glucosa, glucosa ramnosa, galactosa o
arabinosa®%, Estos cambios a menudo alteran su solubilidad, reactividad
y estabilidad. La mayoria de los flavonoides estan presentes en forma de

glucdsidos en condiciones naturales®.

5 B

Figural. Estructura basica del esqueleto flavonolico y sistema de
numeracion.

Fuente: Pérez G.*°
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2.2.2.2. Estructura quimica de los flavonoides

La naturaleza quimica de los flavonoides varia segun el patron de
hidroxilacion, la conjugacion entre los anillos arométicos, los restos
glucosidicos, los grupos metoxi y otros sustituyentes. Los flavonoides
contienen dobles enlaces y grupos conjugados (hidroxilo u otros
sustituyentes) que pueden donar electrones mediante resonancia para
estabilizar los radicales libres, que se originan en los espectros electrénicos
de los flavonoides.*4

Los flavonoides tienen la capacidad de secuestrar radicales libres, son
metabolitos con capacidad antioxidantes naturales derivados de plantas y
se encuentran comlnmente en alimentos y bebidas 2. Las principales
caracteristicas estructurales de los flavonoides requeridas para la actividad
antioxidante pueden determinarse por tres factores fundamentales: (1) una
estructura 3 ', 4'-dihidroxi (catecol) en el anillo B favorece la
deslocalizacion de electrones (A), (2) un insaturado el enlace 2-3 en
conjugacién con un grupo 4-ceto proporciona la deslocalizacion
electrénica del anillo B (B) y (3) los grupos hidroxilo en las posiciones 3 'y
5 forman enlaces de hidrogeno intramoleculares al grupo ceto (C). Estos
efectos conducen al aumento de la eliminacién de radicales por
deslocalizacion de electrones o por donacion de hidrgeno®.

Los flavonoides tienen diferentes mecanismos de actividad, como la
eliminacion de radicales libres, la inactivacion de peroxidos y otras
especies reactivas de oxigeno, la quelacioén de metales y el enfriamiento

rapido de productos secundarios de oxidacion de lipidos. Las propiedades
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de eliminacion de radicales asociadas con la estructura de los flavonoides
defienden contra el estrés oxidativo y al hacerlo reducen las enfermedades
del corazén, previenen el céncer y ralentizan los procesos de
envejecimiento en las células responsables de las enfermedades

degenerativas.*?43
2.2.2.3.Métodos de extraccion de flavonoides

El etanol y el metanol se usan con frecuencia para extraer flavonoides. Los
métodos de extraccion comunes incluyen inmersion, percolacion, reflujo,
reflujo continuo, etc. El alcohol de alta concentracion (90-95%) se aplica
para extraer flavonoides libres, y el alcohol a una concentracién de
aproximadamente 60% se aplica para extraer glucosidos flavonoides. El
método de extraccion con agua caliente se aplica a los glucésidos
flavonoides. Posee las ventajas de bajo costo, seguridad, equipo simple y
podria aplicarse en la produccion industrial, pero muchas impurezas
solubles en agua, como proteinas y sacaridos, podrian mezclarse en el

producto.**
2.2.2.4.Técnicas de aislamiento de flavonoides
2.2.2.4.1. preparacion de la muestra

Los flavonoides, especialmente los de las plantas, se pueden extraer de
varias partes, como raices, cortezas, hojas, frutos y flores. Las muestras
se secan y muelen con mayor frecuencia antes del proceso de
extraccion. Este tratamiento inicial de muestras ayuda a facilitar los

rendimientos de extraccion, asi como a preservar los componentes. En
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algunos casos, la extraccion se lleva a cabo en materiales vegetales
frescos. Se ha informado que, en varias investigaciones, los materiales
vegetales secos contienen la mayoria de los flavonoides que las
muestras frescas®#%4’, Obviamente, las muestras molidas siempre
dieron mayores rendimientos de extraccion, y esto podria justificarse
por el hecho de que el solvente tiene contacto con los constituyentes de
la superficie cuando el polvo tiene particulas méas pequefias. Los
rendimientos de extraccion de flavonoides de los productos naturales
también se ven afectados por algunos factores, como la temperatura, el
tiempo y la proporcion de agua en el caso de disolventes de mezcla
acuosos*®,

Se han utilizado varios métodos para extraer flavonoides en materiales
vegetales. Estos incluyen maceracion, infusién, decoccion,
percolacion, extraccion continua en caliente (soxhlet), extraccion
asistida por ultrasonido y extraccion asistida por microondas, utilizando
solventes como agua, etanol, metanol, n-butanol, acetona, acetato de
etilo, cloroformo, etc. Los solventes polares se utilizan para obtener
glucédsidos flavonoides, mientras que los solventes no polares extraen
principalmente sus agliconas. La mayoria de las investigaciones
realizadas en la extraccion de flavonoides en materiales vegetales se

han realizado por maceracion e infusion®’°.,
2.2.2.4.2. ldentificacion y cuantificacion de flavonoides
Hay numerosas técnicas que nos permiten cuantificar e identificar el

contenido de flavonoides dentro de una muestra, entre ellos la
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cromatografia. Esta técnica estd basada en la separacion de los distintos
compuestos de una mezcla en funcion de la afinidad de cada compuesto
por dos fases inmiscibles, una de las fases se considera la fase movil,
esta fase esta en constante movimiento y la otra se considera la fase
estacionaria, si los compuestos son mas afines a la fase mévil avanzan
con mayor rapidez mientras que aquellos que son afines a la fase
estacionaria avanzan mas lentamente, la fase mévil puede ser un gas,
un liquido o un fluido supercritico, mientras que la fase estacionaria
puede llegar a ser solida o liquida®. Debido a la estructura quimica de
los flavonoides estos pueden identificarse y cuantificarse por
cromatografia de capa fina (TLC) en este caso la fase estacionaria se
encuentra en una placa plana y la fase mavil corre por capilaridad o por
gravedad, o por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), un
tubo estrecho contiene la fase estacionaria a través de la cual se hace
pasar la fase movil por presion,>>? ademas se pueden cuantificar por
técnicas de espectrofotometria que se basan en un cambio de
coloracion, la técnica mas utilizada es aquella que requiere tricloruro
de aluminio en la cual se forma un complejo de inclusion de los

flavonoides con el tricloruro.535
2.2.3. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Los términos cromatografia liquida de alta resolucién, de alta presion, de
alta eficacia o cromatografia liquida moderna han ocurrido en el mas
sencillo, genérico, descriptivo y logico de cromatografia liquida (LC,

Liquid Chromatography).>®
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La cromatografia de liquidos es el método de separacion analitica méas
utilizada. Los motivos de su popularidad son su sensibilidad, su facil
adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para
automatizarla, su capacidad para separar especies no Vvolatiles o

termolabiles.>®
2.2.3.1. Recipientes de fase movil

Con la misién de albergar la fase movil previamente a ser bombeada por la
bomba del equipo, muchos cromatdgrafos sin reservorios especiales
disponen las fases méviles sobre los modulos del sistema en las mismas
botellas donde vienen los disolventes o incluso matraces. Sin embargo,
algunos reservorios instrumentales permiten ciertas importantes funciones
“en linea”, viables también fuera del equipo: filtrar la fase moévil, la cual
siempre debe filtrarse para evitar posibles obturaciones del sistema
poniendo filtros en los reservorios, generalmente filtros de acero inoxidable
de 0,2 P m en el extremo inicial de su tubo “de pesca”, que la llevard hasta
el sistema de bombeo ; desgasificar, tarea obligada en sistemas de
gradientes a baja presion, sobre todo en fase reversa, para asegurar una
atmosfera inerte, mas aun con fases moviles higroscépicas; termostatizar,
forzoso con fases moéviles de bajo punto de ebullicibn o muy viscosas;
desoxigenar, pues el oxigeno puede causar problemas en la deteccion
electroquimica con fases mdviles (y muestras) oxidables; agitar fases
moviles resultantes de mezclar disolventes poco miscibles, disponiendo
algunos reservorios de dispositivos agitadores o emplazando los

reservorios sobre un agitador magnético externo. >>°7-58

19



Los recipientes se construyen con diversos materiales, siendo el vidrio
(transparente o ambar) el mas utilizado. El pléastico no es un material

Optimo pues puede aportar particulas a la fase movil.»®
2.2.3.2. Sistemas de bombeo

Entre los requisitos para las bombas en cromatografia de liquidos se
encuentran:

1) la produccion de presiones de hasta 6000 psi (Ib /in.?) 0 414 bares,

2) Libre salida de pulsos,

3) tasas de flujo de 0.1 a 10 mL /min,

4) reproducibilidad del flujo de 0.5% relativo o mejor y

5) componentes resistentes a la corrosion debido de la diversidad de
solventes.

Debe resaltarse que las altas presiones producidas por las bombas de
cromatografia de liquidos no presentan un riesgo de explosion, porque los
liquidos no son muy compresibles. Por tanto, la ruptura de un componente
del sistema sélo involucra pérdida de solvente. Lo que si se puede
evidenciar es que ésta puede representar un riesgo de incendio o de

contaminacion del ambiente.>¢57
2.2.3.3. Sistemas de inyeccion de muestra.

A menudo, el aspecto restrictivo en la precision de las mediciones en
cromatograficas liquidas es la reproductibilidad con la que se pueden
agregar muestras en el relleno de la columna. El problema se enfatiza por

el ensanchamiento de banda que acompafia al tapon o sobrecarga de
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inyeccion. En consecuencia, los volimenes de muestra utilizados tienen
que ser muy pequefios, de unas pocas décimas de microlitro hasta quiza
unos 500 pL. Ademas, lo adecuado es introducir la muestra sin
despresurizar el sistema. EI medio més usado para la introduccion de las
muestras en la cromatografia de liquidos se basa en los rizos de muestreo.
Con frecuencia, estos dispositivos forman parte del equipo cromatogréfico
y hay rizos intercambiables que permiten la eleccion de tamafios de muestra
desde 1 hasta 100 uL. 0 mas. Con rizos de este tipo se puede introducir la
muestra a presiones de hasta 7000 psi con una desviacion estandar relativa
de unas décimas porcentuales.®®>°

La mayor parte de los cromatografos actuales cuentan con autoinyectores.
Dichas unidades tienen la capacidad de inyectar muestras en el
cromatdgrafo de liquidos a partir de frascos que estan en un carrusel o
desde placas microtituladoras. Por lo regular, contienen rizos de muestreo
y una bomba de jeringa para inyectar volumenes desde menos de 1 pL hasta
méas de 1 mL. Algunos poseen medios controlados por temperatura que
facilitan el almacenamiento de la muestra y efectian reacciones de
derivacion antes de inyectarla. La mayor parte de los equipos se puede
programar para facilitar las inyecciones automaticas en el sistema de

cromatografia de liquidos.>®
2.2.3.4.Columnas para cromatografia de liquidos de alta resolucion.

La construccién para las columnas de esta técnica es ordinaria y con tubo
de acero cromado con un diametro interno uniforme. Las columnas para

cromatografia liquida de alta resolucion algunas ocasiones se fabrican con
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tubos de vidrio de paredes resistentes o con polimeros como el polieter eter
cetona. Ademas, también existen columnas de acero inoxidable cuyo
interior esta recubierto con vidrio o polieter eter cetona.>®

Columnas de cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC) El gel de
silice se usa cominmente como una fase estacionaria en la fase normal,
HPLC de adsorcion, y es el soporte para numerosas fases estacionarias
unidas quimicamente. La superficie de la silice esta cubierta con grupos de
silanol fuertemente polares que interactian con las moléculas en una fase
mavil no polar, o sirven como sitios de reaccion para la unién quimica. La
HPLC de fase normal funciona bien con analitos que son insolubles en
agua, y los solventes orgénicos de fase normal son mas "amigables" con la
MS que algunos de los tampones tipicos utilizados en la HPLC de fase
inversa. Sin embargo, la técnica a veces sufre de poca reproducibilidad de
los tiempos de retencion porgue el agua o los solventes organicos préticos
(que tienen un atomo de hidrégeno unido a un atomo de oxigeno o
nitrégeno) cambian el estado de hidratacion de la silice. Este no es un
problema para la HPLC de fase inversa, que se ha convertido en la técnica
principal de HPLC. En los sistemas cromatograficos de fase inversa, las
particulas de silice se modifican quimicamente para que sean no polares o
hidrofobas, y la fase movil es un liquido polar. 556!

La mayoria de las columnas para cromatografia liquida miden de 5 a 25 cm
de largo. Invariablemente se usan columnas rectas, las cuales se pueden
alargar acoplando dos o mas de ellas. La columna analitica cuenta con un

diametro interior de 3 a 5 mm; los tamafios de las particulas de los rellenos
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mas comunes son 3 o 5 um. Las medidas de las columnas mas utilizadas
son de 10 a 15 cm de longitud, con 4.6 mm de diametro interior y estan
rellenas con particulas de 5 um. Este tipo de columnas generan de 40 000
a 70 000 platos /metro (por lo regular, alrededor de 10 000 platos
/columna). Durante los afios ochenta se fabricaron microcolumnas cuyos
didmetros interiores oscilaban entre 1 y 4.6 mm y sus longitudes iban de 3
a 7.5 cm. Estas columnas, se rellenan con particulas de tamafio de 3 a 5 pm
y alcanzan hasta 100 000 platos/metro, la principal ventaja que presenta es
la rapidez y del minimo consumo de solvente. Esta Gltima propiedad es de
mucha importancia, puesto que para cromatografia liquida se requiere
solventes de alta pureza, los cuales son muy caros y se debe desechar luego

de su us0.%>%6

2.2.3.5. Horno de columna

En muchas aplicaciones la temperatura no requiere un control riguroso, es
por esa razon que las columnas trabajan a temperatura ambiente. Sin
embargo, cuando la temperatura de la columna se mantiene constante
muchas veces se obtienen mejores cromatogramas.

La temperatura influye en el factor de retencién y afecta la resolucion de
una muestra. La temperatura también se usa como uno de los parametros
en el desarrollo del método. Los compartimentos de columna modernos
tienen intercambiadores de calor solventes, que también calientan el
solvente a la temperatura preestablecida. Para el desarrollo del método, se
utilizan termostatos de columna basados en Peltier porque estos

dispositivos pueden cambiar las temperaturas mucho méas rapidamente y
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porque la temperatura es uno de los pardmetros que pueden variar cuando
se desarrolla un método cromatografico. Ademas, los termostatos de
columna basados en Peltier no solo pueden calentar el solvente y el
ambiente de una columna, sino también enfriar la columna o proporcionar
una temperatura estable alrededor de una temperatura ambiente definida. A
temperaturas mas altas, la retencién disminuye y es posible una elucion
mas rapida. A temperaturas mas bajas, la retencién a menudo aumenta,

especialmente en separaciones de fase inversa.>®%!
2.2.3.6. Detectores de HPLC

Pueden dividirse en detectores diferenciales, donde los analitos producen
una sefal “diferente” a la ocasionada en ellos por la fase movil, y detectores
integrales, que generan cromatogramas como una serie de escalones
crecientes, que representan el valor acumulado aditivamente (integrado) de
su sefial frente al tiempo.>558

Los tipos de detectores mas comunes se basan en absorcién, fluorescencia,
indice de refraccidn, dispersién de luz por evaporacidn y espectrometria de
masas. Los tipos de detectores difieren en términos de sensibilidad,
selectividad y rango lineal. La sensibilidad define la concentracion mas
baja de un compuesto que se puede detectar. La selectividad determina
cuan especifico puede ser un detector para un determinado compuesto. El
rango lineal describe el rango de concentracidn de un compuesto, en el cual
el detector entrega una sefial de respuesta lineal.>>5!

También distinguimos entre detectores destructivos y no destructivos. Los

detectores de absorcion UV, fluorescencia e indice de refraccion no son
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destructivos. Los compuestos que pasan a través de la célula de deteccion
permanecen intactos y pueden recuperarse. Por el contrario, los detectores
basados en la dispersion de luz por evaporacion y la espectrometria de
masas son destructivos porque los compuestos se destruyen durante el
proceso de deteccion. La base de la cuantificacion en la fotometria de
absorcion UV es la Ley de Lambert-Beer.>%:2

Dos técnicas dpticas se implementan en detectores de absorcion. Con la
Optica directa, la luz de la longitud de onda de interés pasa a través de la
celda de deteccién y un solo fotodiodo captura la luz emergente. Los
detectores de absorcién con dptica directa se denominan detectores de
longitud de onda fija. Con la Gptica inversa, la luz de todas las longitudes
de onda de 190 a 600 nm pasa a través de la celda de flujo. La luz emergente
se separa mediante una rejilla en sus longitudes de onda constituyentes y
una serie de fotodiodos adquiere la informacion espectral resultante. Los
detectores de absorcion con Optica inversa y conjuntos de fotodiodos se
denominan detectores de conjuntos de diodos. Los detectores de conjuntos
de diodos no solo facilitan la deteccién en mdltiples longitudes de onda,
sino que también generan espectros UV para la identificacion inequivoca
de compuestos especificos.5®*

Se implementan dos técnicas dpticas en los detectores de absorcién. Con la
Optica directa, la luz de la longitud de onda de interés pasa a través de la
celda de deteccion y un solo fotodiodo captura la luz emergente. Los
detectores de absorcidon con dptica directa se denominan detectores de

longitud de onda fija. Con dptica invertida, la luz de todas las longitudes
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de onda de 190 a 600 nm pasa a través de la celda de flujo. La luz emergente
se separa mediante una rejilla en sus longitudes de onda constituyentes y
una serie de fotodiodos adquiere la informacion espectral resultante. Los
detectores de absorcion con Optica inversa y conjuntos de fotodiodos se
denominan detectores de conjuntos de diodos. Los detectores de matriz de
diodos no solo facilitan la deteccion a multiples longitudes de onda, sino
que también generan espectros UV para la identificacion inequivoca de

compuestos especificos.>®:52
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I11. HIPOTESIS

Hipdtesis implicita

IV. METODOLOGIA

4.1. Disefio de la investigacion

El presente estudio es de tipo experimental.

[ E— 01
(7 S— 02
(cX I—— 03

Donde G1= Extracto metandlico de las flores de Citrus sinensis, Citrus
limetta y Prunus pérsica.

Donde G2= Extracto acuoso (decocto) de las flores de Citrus sinensis,
Citrus limetta y Prunus pérsica.

Donde G3= Extracto acuoso (infusion) de las flores de Citrus sinensis,

Citrus limetta y Prunus pérsica.

4.2. Poblacién y muestra

Poblacion: Conjunto de flores de Citrus sinensis (naranja), Citrus limetta
(lima) y Prunus pérsica (durazno).
Muestra: 1 Kg de cada flor de Citrus sinensis (naranja), Citrus limetta

(lima) y Prunus pérsica (durazno).
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4.3. Definicion y operacionalizacion de variables e indicadores

Variable Definicion Definicion indicador
conceptual operacional
Contenido de | Los flavonoides | La cromatografia |e mg / g de
flavonoides y é&cidos |y acidos | liquida de alta muestra
fendlicos en las flores | fendlicos  son | resolucion HPLC, seca.
de Citrus sinensis | compuestos es la técnica|e ug/ g de
(naranja), Citrus | polihidroxilados, | analitica de muestra
limetta (lima) y|y que | separacion para seca.
Prunus pérsica | demuestran analisis cualitativo
(durazno) beneficios en la | y cuantitativo con
salud de los seres | exactitud
humanos
Los cromatogramas de | El Se obtuvo el|e Tiempo
los extractos de las | cromatogramaes | cromatograma de de
flores de  Citrus | un registro | cada muestra retencion
sinensis (naranja), | grafico registrandose el (minutos).
Citrus limetta (lima) y | bidimensional tiempo de | ¢ Area bajo
Prunus persica | obtenido en un | retencion y area el  pico
(durazno) medio bajo el pico (mAU).

absorbente, que
muestra la

separacion  de

28




sustancias
mediante una

cromatografia

4.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

4.4.1. Recolecciéon de la muestra

Las muestras de flores fueron recolectadas en el Distrito de Huaylillas,
Provincia de Pataz, Departamento de la Libertad y trasladadas al
laboratorio de investigacion de farmacia y bioquimica — ULADECH

Catolica.

4.4.2. Preparacion de la muestra

Se seleccionaron las flores en buen estado y se sometieron a secado en una
estufa BINDER FD115 de conviccion forzada a 45°C por un lapso de 8

horas, luego se trituro hasta obtener un polvo fino.

4.4.3. Preparacion del extracto metandlico

Se pesd 0.2555, 0.2573 y 0.2529 g de polvo fino de las flores naranja, lima
y durazno respectivamente; por separado se colocaron dentro de un tubo de
centrifuga de 50 mL, se afiadié 15 mL de metanol al 80% + 0.1% é&cido
férmico a cada uno de los tubos y se coloco en agitacion contante sobre el
agitador magnético durante 30 minutos, después se llevé a una centrifuga
HETTICH UNIVERSAL 320R a 6000 rpm a 4°C Durante 5 minutos, luego
se separd el sobrenadante y se colocé en una fiola de 50 mL (envuelto con

una capa de aluminio), este proceso de extraccidon se realizd 3 veces,
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finalmente se lleva a volumen con el solvente y se conservo a -8°C hasta el

momento del analisis.

4.4.4. Preparacion de infusion.

Se pes6 1.0032, 1.0541 y 1.0526 g de polvo fino de las flores de naranja,
lima y durazno respectivamente; cada una de ellas se coloco en vasos de
precipitacion de 250 mL (envueltos con una capa de aluminio), se agregé
200 mL de agua destilada hirviendo, tapamos y se dejé reposar por un lapso
de 10 minutos, pasado este tiempo se filtrd y se conservé a -8°C hasta el

momento del analisis.

4.4.5. Preparacion de decocto.

Se pes6 1.0923, 1.0864 y 1.0572 g de polvo fino de las flores de naranja,
limay durazno, se coloco en vasos de precipitacion de 250 mL, a los cuales
se agreg6 200 mL de agua destilada, se llevo a una cocina hasta ebullicion,
dejamos en hervir por 5 min, retiramos de la cocina, filtramos y

conservamos a -8° C hasta el momento del analisis.

4.4.6. Analisis por HPLC-DAD.

El anélisis se llevo a cabo en un HPLC-DAD Hitachi Chromaster bajo las
siguientes condiciones: Fase mavil C: Acetonitrilo + 0.1% Acido férmico
y D: Agua MilliQ + 0.1% Acido formico; Gradiente 0’ : C 5%, D 95% 0’ -
27 C 30%; D 70%, 27" - 28 : C 95%; D 5%, 28’ - 30’ : C 95%; D 5%.
Columna Chromolith® RP18, Flujo 0,8 mL/min, Temperatura de horno:

30°C, Detector 352 nm, Volumen de inyeccion 10 pL
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4.5. PLAN DE ANALISIS.

El andlisis se presenta a través de tablas y gréficos. Los resultados se muestran
mediante cromatogramas Yy tabla de contenido de los flavonoides y &cidos

fenolicos encontrados.
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4.6. Matriz de consistencia

TITULO DE LA | FORMULACION OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLE TIPO DE | METODOLOGIA
INVESTIGACION DEL PROBLEMA INVESTIGACION

Obijetivo General

Determinar el contenido de

flavonoides y  é&cidos

fendlicos por HPLC-DAD
Determinacion de en los extractos de las flores
flavonoides y 4&cidos | ¢Cudl es el contenido de | Citrus  sinensis,  Citrus Concentracion de
fendlicos por HPLC- | flavonoides y acidos | limetta y Prunus pérsica. flavonoides y é&cidos Determinacion de
DAD en los extractos de | fendlicos en los extractos | Objetivos especificos fendlicos en las flores de flavonoides y 4cidos
las flores Citrus sinensis, | de las flores Citrus | -Obtener el cromatograma | implicita Citrus sinensis, Citrus | Experimental fendlicos por HPLC-

Citrus limetta y Prunus

pérsica.

sinensis, Citrus limetta y

Prunus pérsica?

de los extractos de las flores

Citrus  sinensis,  Citrus
limetta y Prunus pérsica.

-Determinar la
concentracion de
flavonoides y  é&cidos
fendlicos en los extractos de
las flores de Citrus sinensis,
Citrus limetta y Prunus

pérsica.

limetta y Prunus pérsica.

DAD
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4.7. Principios éticos

Se promueve la memoria del uso ancestral de plantas en la actualidad para
preservar la cultura del pais, registrando asi con el estudio, los datos
relevantes, fortaleciendo desde lo cientifico las propiedades terapéuticas,
causando impacto como fuente de nuevos medicamentos y otros beneficios
para la humanidad. La finalidad es contribuir con la proteccion de la

biodiversidad, puesto que es un bien comdn.
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V. RESULTADOS
5.1. RESULTADOS
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Grafico 1: Cromatograma correspondiente al extracto metandlico de los flore de

Citrus sinensis (naranja).
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Grafico 2: Cromatograma correspondiente al extracto metandlico de los flore

Citrus limetta (lima)
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Grafico 3: Cromatograma correspondiente al extracto metandlico de los flore de
Prunus pérsica (Durazno)
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Grafico 4: Cromatograma correspondiente a infusion de las flores de citrus sinensis

(Naranja)
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Grafico 5: Cromatograma correspondiente a infusion de las flores de citrus limetta
(Lima)
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Grafico 6: Cromatograma correspondiente a infusion de las flores de Prunus pérsica

(Durazno)
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Grafico 7: Cromatograma correspondiente a decocto de las flores de Citrus sinensis
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Grafico 8: Cromatograma correspondiente a decocto de las flores de Citrus limetta

(Lima)
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Tabla 01: Contenido de &cido clorogénico, rutina y quercetina mg y pig por gramo
de muestra seca correspondiente al extracto metanolico y extracto acuoso (infusion

y decocto) en las flores de Citrus sinensis, Citrus limetta y Prunus pérsica.

Muestras Acido DS Rutina DS Quercetina DS
clorogénico mg/g de pg/g de
mg/g de muestra muestra
muestra seca seca
seca

FCSN 2.46 0.01 2.65 0.00 507.29 10.09
FCSNi 2.74 0.29 3.03 0.56 355.41 1.67
FCSNd 2.51 0.01 2.45 0.00 320.21 5.90
FCLL ND ND 4.59 0.00 1576.81 5.65
FCLLi ND ND 6.69 0.15 318.72 11.48
FCLLd ND ND 6.59 0.01 610.61 11.20
FPPD 22.00 0.79 2.49 0.00 1162.95 2.61
FPPDi 33.79 0.03 2.72 0.00 1666.02 4.02
FPPDd 27.92 0.07 2.59 0.00 1234.94 2.76

ND: No detectado

FCSN: Extracto Metanolico de Flores de Citrus sinensis
FCSNi: Extracto acuoso (infusion) de Flores de Citrus sinensis
FCSNd: Extracto acuoso (decocto) de Flores de Citrus sinensis
FCLL: Extracto Metandlico de Flores de Citrus limetta
FCLLi: Extracto acuoso (infusion) de Flores de Citrus limetta
FCLLd: Extracto acuoso (decocto) de Flores de Citrus limetta
FPPD: Extracto Metandlico de Flores de Prunus persica
FPPDi: Extracto acuoso (infusién) de Flores de Prunus persica

FPPDd: Extracto acuoso (decocto) de Flores de Prunus persica
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5.2. ANALISIS DERESULTADOS

En esta investigacion se realizo la determinacion de flavonoides y acidos fendlicos
por HPLC-DAD en las flores de Citrus sinensis, Citrus limetta y Prunus pérsica.
el analisis se llevo a cabo en un HPLC-DAD Hitachi Chromaster con un Detector
352 nm y un Volumen de inyeccion 10 puL. En el resultado se logran observar los
picos, siendo identificado los picos de los flavonoides rutina y quercetina los
cuales estan presentes en las tres especies estudiadas, observando que el pico de
rutina en citrus sinensis posee un tiempo de retencion de 10.62 minutos, en citrus
limetta un tiempo de 10.60 minutos y en prunus pérsica un tiempo de 10.59
minutos. Para el flavonoide quercetina el pico en citrus sinensis tiene un tiempo
de retencién de 13.66 minutos, en citrus limetta un tiempo de 13.63 minutos y en
prunus pérsica un tiempo de 13.67 minutos. Por lo cual puede observar claramente
que los tiempos de retencién de cada uno de los flavonoides y especies estan en un
rango casi similar. Sin embargo, Varas D.%% en su estudio de analisis de flavonoides
en plantas medicinales del sur de Chile con técnica de HPLC en el 2004. Donde
uso un equipo HPLC Hewlett Packar 1100 Agiler, con un Detector UV-visible de
330 nm y un Volumen de inyeccion 50 pL. Dando como resultado para el pico de
rutina un tiempo de retencién de 4.60 minutos y en el de quercetina un tiempo de
8.30 minutos. Se evidencia una gran diferencia en los tiempos de retencion este
estudio con el nuestro esto puede deberse a que se usé diferentes equipos con

diferentes detectores y volimenes de inyeccion.
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Por otro lado, para la determinacién de acidos fendlicos se usé el mismo equipo
HPLC-DAD Hitachi Chromaster con un Detector 352 nm y un Volumen de
inyeccion 10 pL. Como resultado se obtuvo &cido clorogénico en dos de las tres
plantas en estudio, en Citrus sinensis el pico conto con un tiempo de retencién de
8.37 minutos y en Prunus pérsica un tiempo de 8.42 minutos. Por otro lado, Gdmez
M.% en su estudio Metabolismo de flavonoides y &cidos hidroxicinamicos de la
dieta. Estudio de transporte in vitro y de disponibilidad en humanos, realizado en
Madrid 2015. Donde uso un equipo HPLC- DAD Agilent Serie 1200, su pico de
acido clorogénico tuvo un tiempo de retencién de 8.30 minutos. En este caso se
evidencia que los tiempos de retencion son muy cercanos tanto en nuestro estudio
como el de Gomez.

Tras el analisis de los picos de las diferentes flores, se procede a detallar por
cantidades como se puede observar en la tabla 1, para acido clorogénico se
especifica la cantidad en miligramos por cada gramo de muestra seca, en las flores
de Citrus sinensis en el extracto metanolico contiene 2.46 mg, en infusion 2.74 mg
y en decocto 2.51 mg, siendo en la infusion la que presenta un mayor contenido
de &cido clorogénico. En cuanto a las flores de Prunus pérsica el contenido en el
extracto metandlico es de 22 mg, en infusién 33.79 mg y en decocto 27.92 mg,
siendo la infusion que presento mayor contenido de &cido clorogénico seguido por
el decocto, se puede evidenciar que Prunus pérsica tiene mayor contenido de acido
clorogénico tanto en el extracto metandlico, infusion y decocto. Para rutina se
especifica la cantidad en miligramo por cada gramo de muestra seca, donde las

flores de Citrus sinensis contiene en el extracto metanélico 2.65 mg, en infusion
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3.03 mg y en decocto 2.45 mg, en las flores de Citrus limetta el contenido en el
extracto metandlico es de 4.59 mg, en infusion 6.69 mg, y en decocto 6.59 mg y
en las flores de Prunus pérsica el contenido en el extracto metandlico es de 2.49
mg, en infusién 2.72 mg y en decocto 2.59 mg, siendo la especie Citrus limetta la
que presenta mayor contenido de rutina sobre las demés. Para quercetina se
especifica la cantidad en microgramo por cada gramo de muestra seca, en las flores
de Citrus sinensis el contenido en el extracto metandlico es de 507.29 pg, en
infusion 355.41 ug y en decocto 320.21 pg, en las flores de Citrus limetta el
contenido en el extracto metanolico es de 1576.81 pg, en infusion 318.72 ug y en
decocto 610.61 pg, en cuanto a las flores de Prunus pérsica el contenido en el
extracto metandlico es de 1162.95 pg, en infusion 1666.06 pg y en decocto
1234.94 pg, siendo Prunus pérsica la que presenta mayor contenido de quercetina,
seguido por citrus limetta y finalmente Citrus sinensis.

En el estudio de determinacion de flavonoides en las flores Citrus sinensis, Citrus
limetta y Prunus pérsica mostraron la presencia de los flavonoides rutina y
quercetina. El flavonoide quercetina ha demostrado la inhibicion del ADN
polimerasa 11, las tiroxinas quinasas, la bomba de calcio la fosfodiesterasa, entre
otras. Estas acciones le atribuyen diversos efectos farmacolégicos como
antiinflamatorios, analgésicos, antimutagenicos y antioxidantes.® La rutina, ha
demostrado incrementar la actividad enzimatica del glutation peroxidasa, es por
esto que se le atribuye efectos como antioxidantes, antiulcerosos y la prevencion
de la peroxidacién lipidica, ademas previne la ateroesclerosis ya que inhibe la

oxidacion de lipoproteinas de baja densidad.®®
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Para la determinacion de acidos fendlicos en las flores de Citrus sinensis y Prunus
pérsica se logro obtener &cido clorogénico, estudios in vitro han demostrado que
el acido clorogénico, inhibe la reaccion N-nitrosacion, logrando asi disminuir la
formacion de compuestos de N-nitroso los cuales son potencialmente
carcinogénicos y mutagenicos, por otro lado también podria disminuir el dafio del
ADN, ademaés parece reducir la absorcion intestinal de glucosa por ello podria
reducir el riesgo de padecer diabetes hasta un 30% al activar la accion de mejorar
la tolerancia a la glucosa.®”:%®

La determinacion de flavonoides y acidos fendlicos en estas especies vegetales
lleva a sefialar que estas podrian ser usadas para mas estudios y el descubrimiento

de tratar otras enfermedades a las sefialadas.

43



VI. CONCLUSIONES

Se determind el contenido de flavonoides y acidos fenolicos por HPLC-DAD en
los extractos de las flores de Citrus sinensis, Citrus limetta y Prunus pérsica,
encontrandose cantidades considerables tanto de flavonoides y acidos fendlicos,
generando un interés para continuar con la investigacion.

Se obtuvo los cronogramas tanto de rutina, quercetina y acido clorogénico de los
extractos de las flores Citrus sinensis, Citrus limetta y Prunus pérsica.

En flavonoides se logrd identificar rutina la concentracion en Citrus sinensis
extracto metandlico fue 2.65 mg, infusién 3.03 mg, decocto 2.45mg, en Citrus
limetta extracto metandlico 4.59 mg, infusion 6.69 mg y decocto 6.59 mg y en
Prunus pérsica extracto metandlico 2.49 mg, infusion 2.72 mg y decocto 2.59
mg/g de muestra seca y para quercetina en Citrus sinensis extracto metandlico
507.29 pg, infusion 355.41 ug, decocto 320.21 pg, en Citrus limetta extracto
metanolico 1576.81 pg, infusion 318.72 ug, decocto 610.61 pg, y en Prunus
pérsica extracto metanolico 1162.95 g, infusién 1666.02 pg y decocto 1234. 94
pg/g de muestra seca y en cuanto a acidos fendlicos se logré encontrar el acido
clorogénico el contenido en las flores de Citrus sinensis en el extracto metanolico
fue 2.46 mg, infusion 2.74 mg y decocto 2.51 mg, en Prunus pérsica en extracto

metanolico 22 mg, infusién 33.79 mg y decocto 27.92 mg/g de muestra seca.
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Anexos
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Curva de calibracién de quercetina
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