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Resumen

En este trabajo se realiz6 la extraccion del
CBL a partir de los frutos comerciales de
limén criollo (Citrus limén var. Criollo) y la
lima persa (Citrus aurantifolia). A las mues-
tras obtenidas se les evalu6 el rendimiento y
se realiz0 la caracterizacion de los azlcares
mediante cromatografia de gases, por el mé-
todo de los acetatos de alditoles, resultando
la glucosa el azdcar mayoritario en el com-
plejo aunque estan presentes también la xilo-
sa, galactosa, manosa e inositol, la acidez
total se determind por analisis volumétrico y el
andlisis de flavonoides se realizé por HPLC
utilizando una columna de fase inversa de po-
lygosil 60, separacion isocratica con agua,
acetonitrilo, metanol y acido acético (15:2:2:1)
identificandose entre los flavonoides mayori-
tarios la eriocitrina y la hesperidina.

Abstract

In this study, CBL extraction was carried
out on commercial fruits: Creole lemon (Citrus
limén var. Criollo) and Persian limes (Citrus
aurantifolia). The samples obtained were
evaluated for yield, and the characterization
of sugars through gaseous chromatography
was done, using the alditole acetate method.
As a result, glucose turned out to be the major
sugar in the complex, although xylose,
galactose, mannose and inositol were also
found. Total acidity was calculated by
volumetric analysis, while flavonoid analysis
was done by means of HPLC using a reverse
phase column of polygosyl 60, isocratic
separation with water, acetonitril, methanol
and acetic acid (15:2:2:1) from which
eriocetrin and hesperidin showed up as the
major flavonoids.

Introduccion

El Complejo de Bioflavonoides del Limén (CBL) se extrae de la corte-

Abstrait

Dans ce travail, on a réalisé I extraction
du CBL a partir des fruits commerciaux de
Citron «Criollo» (Citrus limén var. Criollo) et
la Lime perse (Citrus aurantifolia).A partir des
Echantillons obtenus, on a evalué le
rendement et réalisé la catégorisation des
sucres comme chromatographie gaseuse a
partir de la méthode des acétatesd” alditoles.

Donnant le résultat du glucose du sucre
majoritaire, méme si |”on constate aussi la
présence de xilose, galactose, manose et
inositol, I~ acidité totale se détermine par
analyse volumétrique et I”analyse de
flavonoides s”est realisée par HPLC en
utilisant une colonne de phase inversée de
polygosil 60, séparation isocratique avec de
|”eau, acétonitril, métanol et acide acétique.
(15:2:2:1) s” identifiant entre les flavonoides
majoritaires, |~ eriocitrine et la hespéridine.
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Complejo de bioflavonoides del limon...

za de los frutos del limén. La composicién de la corteza de los frutos citri-
Cos es muy variada y se destacan entre sus constituyentes los flavonoides,
los polisacaridos, los acidos organicos, los aceites esenciales y los azlca-
res(1) y la concentracion de estos compuestos depende y varia de acuer-
do a multiples factores entre ellos la especie, grado de madurez del fruto y
las zonas de cultivo(2).

La actividad bioldgica del CBL depende en gran medida de su compo-
sicion quimica y especialmente de la concentraciéon de sus constituyentes
bioactivos fundamentales: azUcares, flavonoides y acidos organicos(3), por
lo que en este trabajo nos proponemos como objetivos; obtener el CBL a
partir de diferentes frutos citricos cultivados en Cuba y realizar su caracte-
rizacién quimica.
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Materiales y métodos

Se utilizaron frutos maduros de la variedad de limén
criollo (Citrus limon var. Criollo) y la lima persa (Ci-
trus aurantifolia) cultivados en el area experimental del
Instituto Nacional de Ciencias Agricolas(Cuba), el jugo
se extrajo manualmente y los residuos fueron molidos
para obtener el CBL utilizando 200 g/L de residuo,
100°C de temperatura y 90 minutos de agitacion. Al fi-
nal del proceso se midi6 el pH y el rendimiento se eva-
lué por liofilizacion.

- Determinacion de la acidez total.

La acidez total se determiné por analisis volumé-

trico, por valoraciéon con NaOH 1N y fenolftaleina

como indicador.
- Determinacion de la composicion de monosacari-
dos por cromatografia de gases.

El analisis se realizé en un cromatdgrafo de gases

Chrom 5, gas portador: nitrégeno, temperatura del

inyector: 250 °C, temperatura del detector: 300°C,

temperatura del horno: 225°C y un detector de io-
nizacion de flama.

Se utilizaron como patrones D-xilosa, D-glucosa, D-

galactosa, D-inositol y D-manosa (SIGMA) a una

concentracion de 2 mg/ml.
- Determinacién de la composicién de bioflavonoi-
des por HPLC.

El analisis por HPLC se realiz6 en un cromatografo
liquido Knauer columna de fase inversa de polygosil
60 C18 (250x4 mm, tamafio de particulas de 5 mm) a
temperatura ambiente, los solventes de elusion: agua,
acetonitrilo, metanol y acido acético (15:2:2:1) con
un detector UV (1= 280 nm) a una concentracion
de 1 mg/mL.

Se utilizaron como patrén eriocitrina, hesperidina
y naringenina (SIGMA).

En todos los casos, las mediciones se realizaron
por triplicado y los resultados obtenidos se expresaron
en mg/g de masa seca de los residuos de limén.

Resultados

Teniendo en cuenta las condiciones de maximo
rendimiento en la obtencién del complejo(4), se ob-
tuvo el CBL a partir de los frutos citricos acidos comer-
ciales, limon criollo (Citrus limén var. Criollo) y la lima
persa (Citrus aurantifolia) que es otra especie diferen-
te del limén, debido a su caracteristica de ser un fruto
acido.
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Los resultados de la tabla 1 muestran que no exis-
te ningun efecto sobre el rendimiento del complejo
con el pH de los frutos utilizados ya que los valores ob-
tenidos son muy similares, aunque cuando se compa-
ran los valores de los rendimientos de los CBL con el
de pH de los extractos se puede apreciar que en la
medida en que los frutos son mas acidos, los rendi-
mientos son mas elevados.

Tabla 1: Influencia del pH del extracto en los ren-
dimientos y la acidez del complejo

Fruto citrico | pH Rendimiento Acidez
(mg/9) (mg/9)
Criollo 5,23 170, 65 =+ 0,05 5,78

Lima persa |5, 67 164, 32+ 0,03 5,6
+sv

Este comportamiento puede deberse a dos facto-
res fundamentalmente, primero a factores genéticos,
los cuales gobiernan entre otros aspectos la composi-
cion cualitativa y cuantitativa de cada especie y/o va-
riedad (5, 6). En segundo lugar, a los altos niveles de
flavonoides en sus células, segun los resultados ex-
puestos por Reynaldo et al. (7), los cuales han evalua-
do la composicién flavonoidea durante el desarrollo de
los frutos en otras especies de citricos.

La variedad de limon criollo fue la que presentd
mayor valor de acidez, que a su vez mostré el menor
valor de pH de su extracto segun los datos mostrados
en la tabla 1 lo que nos hace suponer que este valor
se deba al mayor contenido de acido citrico que es el
acido predominante en el fruto del limén, aunque tam-
bién pueden estar presentes pequefias cantidades de
acidos malico y oxalico(8).

La identificacion de los azlcares presentes en los
extractos del CBL de los dos frutos citricos acidos se
realiz6 por cromatografia gas- liquido por el método de
los acetatos de alditoles.

Al analizar la composicion del extracto de la varie-
dad de limén criollo (fig.1) se identificaron los azlca-
res xilosa, galactosa, manosa, glucosa e inositol siendo
la glucosa el azGcar que se encuentra en mayor con-
centracion con 63,83 mg/g y la manosa presenta la
menor concentracién con 0,73 mg/g.
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Figura 1. Identificaciéon de azlcares por cromatografia gaseosa

t{min.)

del CBL de la variedad de limén criollo 1-Xilosa, 2- Galactosa,

3- Glucosa, 4- Inositol

En el cromatograma del extracto de la lima persa
(fig. 2) se identificaron los mismos cinco azlcares que
en el limdn criollo, siendo la glucosa el azdcar de ma-
yor concentracion en el extracto con 45,3 mg/g.

Abs. 1e:09
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Figura 2. Identificacion de azlcares por cromatografia gaseosa
del CBL de la Lima persa 1-Xilosa, 2- Galactosa, 3- Manosa, 4-

Glucosa, 5- Inositol

En la separacién y cuantificacion de los diferentes
flavonoides presentes en los complejos se utilizé el
método de HPLC de fase inversa, las figuras 3y 4
muestran los cromatogramas obtenidos de los extrac-
tos de limén criollo y lima persa.

En el cromatograma de la separacion de flavonoi-
des de la variedad Criollo (fig. 3) se identificaron las
flavanonas eriocitrina, hesperidina y naringenina. La
eriocitrina fue el flavonoide mas abundante de los iden-
tificados en el extracto con 16,65 mg/g.
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Figura 3. Identificacion de flavonoides por HPLC del CBL
obtenido a partir del limén criollo 1:eriocitrina 2:hesperidina

3:naringenina

Complejo de bioflavonoides del limon...

En la lima persa (fig.4) se identificaron los mismos
flavonoides que en el limon criollo, la eriocitrina fue
el flavonoide mayoritario con 8,25 mg/g. Estos resulta-
dos coinciden con los reportados por Nogata et al. (9)
y Miyake et al. (10) los cuales han realizado estudios
sobre la composicion flavondlica de citricos y han
identificado entre los flavonoides mayoritarios de la cor-
teza a la eriocitrina y la hesperidina.
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Figura 4. Identificaciéon de flavonoides por HPLC del CBL
obtenido a partir de la lima persa 1:eriocitrina 2:hesperidina
3:naringenina

Al comparar los tiempos de retencién obtenido de
los flavonoides no identificados con los valores repor-
tados por Ooghe et al.(11), Wu (12), Park et al. (13),
Berhave, Fong y Hasegawa (14) y Miyake, Yamamoto y
Osawa (15), utilizando las mismas condiciones expe-
rimentales en el estudio de flavonoides de citricos por
HPLC; estos coinciden con los tiempos de retencion
de: vitexina, naringina, apigenina, rutina, neohesperi-
dina e isonaringina respectivamente, aunque se conti-
ndan realizando los correspondientes analisis quimicos
para su identificacion.

En conclusion, el analisis quimico de los CBL ob-
tenidos muestran la presencia de algunos azlcares
como glucosa, galactosa e inositol asi como los flavo-
noides eriocitrina, hesperidina y naringenina y la pre-
sencia de acidos organicos. Estos compuestos pueden
ser los responsables de la actividad farmacologica en
el complejo, por lo que los trabajos de caracterizacion
continuaran profundizando para determinar cuales son
los compuestos presentes en el complejo y su real con-
tribucidn a la actividad farmacoldgica de éstos.
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