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RESUMEN

De gran importancia es la cuantifi cación de los fl avonoides pre-
sentes en la cáscara de naranja de variedad Criolla procedente de 
la región del Norte de Santander, representada por los municipios 
de Pamplonita, Cucutilla, Toledo y Pamplona y estimar el efecto 
de la zona de procedencia sobre el desarrollo de estos compuestos 
fenolicos en la misma variedad, como una alternativa de aprove-
chamiento. Para lo cual se adquirieron las muestras representativas 
de cada uno de los lugares de procedencia en la central de abastos 
de la ciudad de Pamplona, a las cuales se les evaluó la humedad y 
color inicial, posteriormente se sometieron a un proceso de secado y 
molienda para la obtención de harinas valorando sus características 
fi sicoquímicas como humedad, color, ceniza y grasa, posterior a 
ello se realizó la cuantifi cación de fl avonoides totales con el mé-
todo de espectrofotometría empleando acido gálico como patrón 
a una longitud de onda de 320 nm, estableciendo además una 
comparación con el contenido de fl avonoides totales determinados 
en la naranja de variedad Valenciana. Se identifi có que las zonas 
de procedencia si inciden directamente sobre el desarrollo de los 
fl avonoides totales en las cáscaras de las naranjas de la variedad 
criolla, siendo signifi cativa la cantidad determinada en la naranja 
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de variedad Criolla proveniente del municipio de Pamplonita, sin 
embargo presentó menor contenido en 65 mg equivalente de acido 
gálico/100g con respecto a la variedad valenciana.

Palabras clave: fl avonoides, naranja, color.

ABSTRACT

Of a great importance is the quantifi cation of the fl avonoids present 
in the native orange peel from the region of North of Santander, 
represented by the municipalities of Pamplonita, Cucutilla, Toledo 
and Pamplona and to estimate the effect of the area of origin on 
the development of these phenolic compounds in the same range, 
as an alternative use. For which representative samples were ob-
tained from each of the places of origin in the supply center of the 
city of Pamplona, they were evaluated on the initial moisture and 
color, later they were subjected to a process of drying and grinding 
for obtaining fl ours, assessing their physicochemical characteristics 
such as moisture, color, ash and fat. After this, total fl avonoids 
quantifi cation was performed with the spectrophotometric method 
using gallic acid as a standard wavelength of 320 nm, also establis-
hing a comparison with the content of certain total fl avonoids in 
the Valenciana orange variety. The areas of origin were identifi ed 
as directly affecting the development of the total fl avonoids in 
the native orange peels, being signifi cant the determined amount 
in the native orange of Pamplonita; however it showed a lower 
content equivalent to 65 mg of gallic acid/100g regarding to the 
Valenciana variety.

Keywords: fl avonoids, orange color.

INTRODUCCIÓN

Los fl avonoides son compuestos fenoli-
cos sintetizados a partir de una molécula de 
fenilalanina y 3 malonil-CoA que se originan 
a través de la combinación de la ruta del ace-
tato y del sikimato, vías mediante las cuales 
se biosintetiza la estructura diaril-propanica 
(condensación de un triacetato que origina el 
anillo A y de un acido cinámico que da lugar al 
anillo B), los cuales se encuentran como pig-
mentos vegetales ampliamente distribuidos en 

la naturaleza producto del metabolismo de las 
plantas, encontrándose principalmente en las 
partes aéreas de estas, ya que necesitan de la 
luz del sol para sintetizarse, según Martínez 
(2005) tienen una estructura química muy 
definida como se muestra en la figura 3. 
Puede observarse que de manera general son 
moléculas que tienen dos anillos bencénicos 
unidos a través de una cadena de tres átomos 
de carbono, puesto que cada anillo bencéni-
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co tiene 6 átomos de carbono, denominados 
como compuestos C6C3C6.

Estos compuestos tienen como carac-
terísticas generales su solubilidad en agua y 
en etanol, su carácter fenolico y su intensa 
absorción en la región ultravioleta y visible 
del espectro debido a la presencia de sistemas 
aromáticos y conjugados. Por regla general 
son insolubles en éter de petróleo, lo que per-
mite desengrasar un material antes de extraer-
los. Para realizar una clasifi cación preliminar 
se puede hacer un estudio de sus propiedades 
de solubilidad y de comportamiento ante 
reacciones de color, seguidamente se hace 
un examen cromatografi co del extracto, y 
la identifi cación de los componentes indivi-
duales por comparaciones cromatografi cas y 
espectroscopicas con compuestos estándar o 
con la literatura. 

Los solventes empleados en la extrac-
ción de flavonoides son muy variados y 
pueden ser desde muy polares como el agua 
y etanol para glicosidos o agliconas muy 
hidroxiladas, hasta menos polares como 
éter y cloroformo para fl avonas altamente 
metoxiladas. Es recomendable emplear una 
sucesión de dos o más solventes, usualmente 
en el orden lipofi lico; por ejemplo: éter de 
petróleo, benceno, éter etílico, acetato de 
etilo, alcoholes y fi nalmente agua, aunque 
con el agua se presenta la desventaja de su 
alto punto de ebullición y presión de vapor 
que difi cultan luego el ser removida rápida 
y completamente del extracto; por otro lado, 

podrían ser extraídos otros compuesto de alto 
peso molecular que usualmente interfi eren en 
las subsiguientes etapas de purifi cación del 
fl avonoide Cano et al (2007).

Los fl avonoides en general se extraen 
de muestras secas y molidas. La muestra se 
desengrasa inicialmente con éter de petróleo 
ó n-hexano, y el marco se extrae con etanol 
puro o del 70%. Este último es recomenda-
do para garantizar la extracción de los más 
polares. El extracto obtenido se evapora con 
calentamiento no superior a los 50°C y se le 
hacen particiones sucesivas con éter etílico, 
acetato de etilo y n-butanol. Los fl avonoides 
apolares quedan en la fase etérea, los media-
namente polares en la fase acetato de etilo 
y los más polares en el n-butanol. Cada una 
de estas tres fracciones se puede analizar por 
cromatografía en capa fi na (CCF) y HPLC en 
fase reversa. Para el análisis por CCF de las 
agliconas se pueden utilizar mezclas n-hexa-
no/acetato de etilo y cloroformo/acetato de 
etilo en diferentes proporciones, por ejemplo 
la mezcla cloroformo/acetato de etilo 60:40 
utilizada por Wagner y col. para el análisis de 
drogas vegetales.

El objetivo de esta investigación fue 
cuantifi car los fl avonoides (Catequinas) en 
la cáscara de naranja criolla (Citrus sinensis) 
en Norte de Santander, determinándose si el 
lugar de procedencia infl uye en su contenido 
y si éste es representativo para futuras extrac-
ciones a nivel industrial. 
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MATERIALES Y MÉTODOS

Inicialmente se seleccionó la naranja de 
acuerdo a su estado de madurez partiendo de 
la escala de color estándar representada por 
el grado de color 4. Seguidamente, fueron 
sometidas las naranjas a un fl ujo de agua co-
rriente y se froto con el fi n de eliminar todo 
material ajeno al producto.

Determinación de la humedad inicial de 
la cáscara de naranja variedad Criolla 

Para este análisis se emplearon tres 
gramos de la cáscara de naranja, los cuales 
se dispusieron en una balanza OHAUS a una 
temperatura de 105ºC por un tiempo de una 
hora, registrándose el porcentaje de humedad 
presente en la muestra. Este procedimiento 
fue realizado en cada una de las muestras 
frescas de los cuatro lugares de procedencia 
por triplicado. 

Se evaluó el color de las cáscaras de 
naranja variedad Criolla de los diferentes 
lugares de procedencia, con el objeto de eva-
luar la intensidad en los pigmentos en dichas 
muestras. 

Para ello, se valoro el color de la super-
fi cie (cáscara) de las naranjas aun enteras, por 
duplicado, empleándose un espectrocolorime-
tro de esfera X-RITE SP 60, el cual cuantifi ca 
numéricamente el color de un alimento. Se 
trabajo con un espacio de color CIEL*a*b*, 
iluminante D65, observador 10° y componen-
te especular excluído (CIE, 1976). 

Cuantifi cación de los fl avonoides totales 
presentes en las cáscaras de naranja de 
la variedad criolla 

Por lo general, los fl avonoides se ex-
traen de muestras previamente secas y mo-

lidas (Martínez, 2005), por lo cual se hace 
necesario inicialmente realizar un proceso 
de adecuación que permita el análisis de los 
metabolitos ha estudiar, similar a lo realizado 
por Moreno en el 2004 y 2007. 

Adecuación de la cáscara de naranja 
variedad criolla

A las naranjas previamente seleccionadas 
y adecuadas, se le realizaron dos cortes de 
forma manual; uno de forma transversal y el 
otro longitudinal, obteniendo de ello cuatro 
partes de la cáscara, las cuales se separaron 
cuidadosamente de la pulpa de la fruta, pesan-
do cada uno de estos materiales, conservando 
aun parte del albedo en las cáscaras retiradas. 
Posteriormente, se adecuaron las cáscaras 
obteniéndose tajos de un (1) centímetro trans-
versal aproximadamente, con el fi n de facilitar 
la etapa de secado, previamente se tomaron 3 
gramos de la cáscara de naranja en fresco para 
determinar la humedad inicial del material, 
previo al proceso de secado que se llevo a cabo 
en un túnel automatizado, empleando seis 
condiciones diferentes en las que se varió la 
temperatura de exposición en las muestras, no 
mayor a 60ºC (Martinez,2005) y la velocidad 
del aire, las cuales se describen en la tabla 1.

Tabla 1
Condiciones de temperatura y velocidad del aire

en el túnel de secado 
Condiciones Temperatura 

(°C) 
Velocidad del aire 

(m/s) 
1 50 4 
2 50 5 
3 50 6,5 
4 60 4 
5 60 5 
6 60 6,5 

Las cáscaras de naranja se mantuvieron 
al interior del túnel hasta obtener la humedad 
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fi nal (6% aproximadamente) requerida en el 
producto deshidratado, según Moreno (2004), 
por ende durante el tiempo de secado de las 
cáscaras de naranja se evalúo el porcentaje de 
humedad en un intervalo de media hora, con el 
objetivo de establecer el tiempo en el cual se 
debían exponer en el túnel de secado hasta ob-
tener la humedad anteriormente mencionada. 

Las cáscaras secas fueron sometidas a 
la molienda manual a partir de un molino de 
tornillo sin fi n. La harina obtenida fue alma-
cenada a temperatura ambiente en frascos 
ámbar, tapados herméticamente y protegidos 
de cualquier incidencia de luz, hasta el mo-
mento de su utilización para los diferentes 
análisis considerados.

Con las muestras obtenidas de cada uno 
de los ensayos se procedió a realizar la cuan-
tifi cación e identifi cación de los fl avonoides 
totales, con el fi n de establecer la condición 
que permitiera la mayor extracción para la 
posterior cuantifi cación en las harinas obte-
nidas de las cáscaras de las naranja. Determi-
nando que la condición en la que se obtuvo 
una mejor conservación de los fl avonoides y 
cuantifi cación fue la condición 2 empleando 
una temperatura de 50ºC y velocidad de 5 m/s 
con un tiempo de exposición de 3,5 horas, al 
interior del túnel de secado.

Se evaluó el color en las harinas obteni-
das de las cáscaras de naranja variedad criolla 
de los diferentes lugares de procedencia con 
el objeto de observar si existe alguna relación 
de éste con respecto al contenido de fl avonoi-
des totales, ya que se trata de un pigmento 
colorante observable y representado en las 
cáscaras de la naranja.

En este caso, se valoraron las muestras 
aproximadamente 10 gr por duplicado, em-

pleándose un espectrocolrimétro de esfera 
X-RITE SP 60, el cual cuantifi ca numérica-
mente el color de un alimento. Se trabajó con 
un espacio de color CIEL*a*b*, iluminante 
D65, observador 10° y componente especular 
excluído (CIE, 1976).

Para la determinación de cenizas en la 
harina se siguió el método que se especifi ca en 
la normativa AOAC (1994), con modifi cacio-
nes, realizando esta valoración por triplicado. 
La determinación de la grasa se llevó a cabo 
empleando éter de petróleo como disolven-
te, esta valoración se realizo por triplicado 
siguiendo el protocolo de la AOAC (1994).

Para esta evaluación se empleó además 
de la naranja variedad criolla, naranja varie-
dad Valenciana, con el fi n de tener un refe-
rente que ha sido objeto de estudios en cuan-
tifi cación de fl avonoides. (Escobar, 2010). 

Para la extracción de los fl avonoides pre-
sentes en las cáscaras de naranja se empleo el 
metanol como solvente ya que según Mercado 
et al, y Merida (2008), permite la obtención 
de un extracto con mayor concentración de 
los metabolitos.

Se empleo la metodología aplicada por 
Moreno et al, (2004), con algunas modifi ca-
ciones en cuanto a las relaciones a emplear 
de harina: volumen de solvente, empleándose 
1,0; 5,0 y 10 gramos de harina y dos volúme-
nes 10 y 25 ml de metanol al 85%. De estas 
relaciones se determinó emplear 10 gramos 
de harina en 25 ml de metanol al 85%, por 
ser esta bajo la cual se obtuvo la mayor pro-
porción de metabolitos en ensayos previos.

Todas las extracciones se realizaron por 
triplicado, para cada una de las harinas obte-
nidas, las cuales se mantuvieron almacenadas 
durante 48 horas en ausencia de luz. 
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Seguidamente, los extractos fueron 
fi ltrados al vacío y lavados con metanol al 
85% utilizando un volumen de 30 ml. Poste-
riormente, se adicionó éter de petróleo con-
centrado en una proporción v/v de 1:1 para 
agitar en un embudo de decantación hasta la 
aparición de dos fases igualmente defi nidas; 
una acuosa y otra orgánica. De cada una de 
estas fases se tomaron pequeñas cantidades 
para reconocer la presencia de fl avonoides. 

Identifi cación cualitativa de fl avonoides 
en la harina obtenida de cáscara de 
naranja de las variedades Criolla y 
Valenciana.

De la obtención de las fases acuosa y 
orgánica, obtenidas previas a la rotaevapo-
ración, se tomaron las pequeñas cantidades 
de cada una de las fases para reconocer la 
presencia de fl avonoides mediante el test de 
Shinoda y álcali. 

Se tomó una alícuota de 1 ml del extracto 
organico y 1ml de extracto alcohólico y se 
dispusieron cada fase en un beaker añadién-
dole a cada uno 1 ml de HCl (concentrado) y 
unas virutas de Mg, se dejo reaccionar hasta 
observar el viraje, identifi cando el grupo de 
flavonoides totales presentes teniendo en 
cuenta los cambios de color; (amarillo a rojo), 
fl avanonoles (rojo a magenta) fl avanonas 
(rojo, magenta, violeta, azul), isofl avonas 
(amarillo), isofl avononas, chalconas y auro-
nas no dan coloración.

La fase que presento el viraje, se con-
centro mediante un rotaevoparador a presión 
reducida de a 60 ±1ºC y una velocidad de 90 
rpm hasta un secado total de los extractos, el 
cual tardo 30 minutos para todas las mues-
tras. Con el peso previo del balón de vidrio 

empleado en el evaporador se determinó el 
peso fi nal del extracto, el cual fue empleado 
para la cuantifi cación de fl avonoides totales. 

Determinación de la longitud de onda 
para la valoración espectrofotométrica 
del contenido de fl avonoides totales

Para determinar la longitud de onda a la 
cual se realizó la lectura en el espectrofotó-
metro, se partió de una concentración de 150 
ppm de ácido gálico, realizándose un barrido 
óptico entre 280nm a 510nm, identifi cándose 
la longitud de onda a la cual se representó el 
máximo pico dentro del espectro obtenido.

Preparación de la curva patrón 

Se prepara según Yuarn Lin (2007) con 
modifi caciones, empleándose una solución 
estándar de acido gálico (0.1 mg/ml), para 
lo cual se tomaron 50mg de acido gálico en 
un erlenmeyer de 100ml, llevándolo hasta el 
afore con alcohol al 95%, del cual se partió 
para obtener las diferentes concentraciones 
mediante diluciones, aplicando formula de 
C1V1=C2V2, obteniendo de ello 400ppm, 
300ppm, 200ppm, 100ppm y 50 ppm, para 
obtener la curva patrón. 

Cuantifi cación de fl avonoides totales por 
espectrofotometría 

El contenido de fl avonoides totales se 
determinó de acuerdo al método colorimétrico 
descrito por Lock (2006) con modifi caciones, 
tomando alícuotas de 0,1 g de cada una de las 
muestras por triplicado en tubos de ensayo, 
disolviéndolas en 1 ml de agua destilada. 
Estas soluciónes (0,5 ml) se mezclaron con 
1,5 ml de alcohol al 95%, 0,1 ml de aluminio 
10% hexahidratado (AlCl3), 0,1ml de acetato 
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de potasio al 1M y 2,8 ml de agua destilada. 
Posterior a ello, se incubaron en un cuarto a 
temperatura ambiente durante 40 minutos, 
seguidamente se tomó la medida a la longitud 
de onda previamente identifi cada. 

Los resultados fueron expresados en mg 
de acido gálico por 100 g de muestra (mg 
acido gálico/100g de muestra), obteniendo 
así la ecuación de la recta: 

y = 73,75 X-19,219 32

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

En la fi gura 1, se representan los porcen-
tajes de humedad de cada una de las cáscaras 
frescas de las naranjas variedad criolla eva-
luadas, de la cual, se puede observar, que en el 
municipio de Pamplonita se produce naranja 
criolla cuya cáscara presenta un mayor por-
centaje de humedad en relación a los demás 
municipios estudiados.

Figura 1. Contenido de humedad presente en las cáscaras de 
naranja fresca variedad Criolla

En la fi gura 2, se representan los resul-
tados promedios de la luminosidad del color 
característico en las cáscaras de naranja 
variedad Criolla. Se puede identifi car que 
las naranjas producidas en los diferentes 
municipios del departamento de Norte de 
Santander presentan una alta luminosidad, 
lo cual se puede relacionar con el tono del 
color amarillo-verdoso que caracteriza este 
producto frutícola.

Figura 2. Resultados promedios de la luminosidad L* del color 
evaluado en las cáscaras de naranja de variedad criolla.

Las cáscaras de las naranjas de variedad 
Criolla evaluadas, de la cual se aprecia que 
el tono amarillo varío en la superfi cie de las 
cáscaras de naranja procedentes de Toledo y 
Cucutilla (fi gura 3).

Los resultados de luminosidad presen-
tados para las diferentes muestras de harina 
indican que en el municipio de Pamplona se 
obtienen naranjas que presentan colores más 
luminosos en relación a las otras poblaciones 
evaluadas. Esta luminosidad está relacionada 
con el croma que describe lo llamativo o lo 
apagado-sucio de un color, en otras palabras, 
que tan cerca está el color ya sea al gris o al 
matiz puro. Articulando este concepto colori-
métrico con los resultados logrados, se tiene 
que la harina obtenida de las cáscaras de na-
ranja provenientes de Pamplona es luminosa 
y por tanto tendrá una mayor representación 
en los tonos amarillo-verdoso (fi gura 12) 
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describiendo su color total como un color 
puro-.CIE(1976).

Figura 3. Resultados promedio del tono representado 
en el espacio cromaticial b* para las cáscaras de 

naranja variedad Criolla

El espacio cromaticial rojo-verde (a*) es 
representado en la fi gura 4, se tiene que el mu-
nicipio de Pamplonita se producen naranjas 
con una mayor intensidad en el tono rojo con 
respecto a los demás lugares de procedencia 
estudiados.

Figura 4. Resultados promedio del tono representado 
en el espacio cromaticial a* para las cáscaras de naranja 

variedad Criolla

Figura 5. Resultados promedios de la luminosidad L* del 
color evaluado en las harinas obtenidas de las cáscaras de 
naranja de variedad criolla

De acuerdo con los resultados del co-
lor, se tiene que la naranja procedente del 
municipio de Pamplonita es la que presenta 
una mayor pigmentación en el subproducto 
estudiado.

En la figura 6, se representa la can-
tidad de fl avonoides totales (mg de ácido 
gálico/100g de muestra) presentes en cada 
una de las muestras evaluadas de harina 
obtenida de la naranja variedad Criolla, de 
los diferentes lugares de procedencia con 
respecto, a la muestra de variedad Valenciana 
tomada como Patrón.

Figura 6. Contenido de fl avonoides totales en las muestras 
evaluadas para cada lugar de procedencia de la cáscara de 
naranja variedad Criolla y de la variedad Valenciana.

Es conocido que los flavonoides se 
expresan en función de compuestos como 
catequina, quercetina, rutina y sus ácidos 
representativos, tal como es el caso del acido 
gálico, ya que proviene de la hidrólisis de 
ésteres de fl avonoides, como en el caso de la 
uva, éste ácido se presenta en forma de ester 
de fl avonoles (Flanzy,2003), por ello es em-
pleado por algunos autores como Almajano en 
el 2009 para la cuantifi cación de fl avonoides 
totales.

A pesar de realizar la cuantifi cación de 
fl avonoides totales por triplicado se presenta 
gran desviación entre las mismas muestras, 
esto es debido a que los fl avonoides son un 
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grupo de compuestos fenólicos que presentan 
gran variación estructural, según sea la clase 
de fl avonoide al que pertenezcan, lo cual hace 
que la cuantifi cación de los metabolitos se 
difi culte. Por lo anterior, se podría corroborar 
de la identifi cación cualitativa la presencia de 
distintos subgrupos de fl avonoides tal como 
las fl avonas, fl avanonas y fl avanonoles.

De acuerdo con lo obtenido, se comprue-
ba que la naranja variedad valenciana es el 
material en el cual hay mayor concentración 
de fl avonoides totales, tal y como lo expresa 
Moreno en el 2004, resultados que difi eren 

signifi cativamente, de acuerdo con el análisis 
ANOVA y post hoc (DMS), con respecto a 
los encontrados en las harinas obtenidas de 
naranja variedad criolla. Sin embargo, al ana-
lizar los resultados de acuerdo con el lugar de 
procedencia, entre la misma variedad, se iden-
tifi ca que la mayor proporción de fl avonoides 
totales se presenta en la naranja producida en 
el Municipio de Pamplonita, siendo esta esta-
dísticamente diferente a la cantidad hallada en 
los municipios de Pamplona y de Cucutilla, 
en este último, es donde se obtienen naranjas 
con un menor contenido de estos metabolitos.

CONCLUSIONES

La cáscara de naranja variedad Criolla 
que presenta mayor contenido de fl avonoides 
totales es la producida en el municipio de 
Pamplonita, siendo menor su contenido en 
65mg eq de ácido gálico/100g con respecto 
a la variedad Valenciana.

El lugar de procedencia incide sobre el 

desarrollo de los fl avonoides en las cáscaras 
de naranja de variedad Criolla, favoreciendo 
en mayor medida la cantidad de metabolitos 
desarrollados en la muestra procedente de 
Pamplonita, sin embargo la proporción ob-
tenida no es signifi cativa para extracción a 
nivel industrial. 
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