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RESUMEN

Se desarrollé una metodologia analitica para la determinacion de flavonoides en extrac-
tos de cascaras de citricos, mediante cromatografia liquida de alta resolucién acoplada
a un detector de longitud de onda multiple. Para superar la principal limitacién del de-
tector, la imposibilidad de brindar espectros para cada uno de los picos cromatograficos,
se implemento la estrategia de reconstruccion de espectros de absorcion, la cual doté al
sistema de capacidades similares a las de un detector de arreglo de diodos. Se determino
el solvente mas adecuado para la separacién cromatografica y, para resolver la coelucion
derivada de la complejidad quimica de las matrices, se procedio al reajuste del gradiente
de elucidn, garantizando una separacién satisfactoria con una resolucion cromatogra-
fica adecuada (Rs > 1.5). La idoneidad y confiabilidad del método fueron confirmadas
mediante los parametros de linealidad (R?> 0.99), precisidon (%RSD < 2%), y exactitud
(97.5% - 101.8%), asegurando el cumplimiento de las directrices del Consejo Internacio-
nal para la Armonizacién (ICH). La aplicacidn de la metodologia permitio la identificacion
y cuantificacién de hesperidina, naringina y neohesperidina, asi como la categorizacion
de picos no identificados dentro de la familia de las flavanonas. En conclusion, se obtuvo
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una herramienta analitica robusta y accesible, orientada a la revalorizacién de residuos
citricolas como fuente de compuestos bioactivos.

ABSTRACT

An analytical methodology was developed for the determination of flavonoids in citrus
peel extracts using high-performance liquid chromatography coupled with a multiple-wa-
velength detector. To overcome the detector’'s main limitation—the inability to provide
spectra for each chromatographic peak—an absorption spectrum reconstruction stra-
tegy was implemented, which provided the system with capabilities similar to those of
a diode array detector. The most suitable solvent for chromatographic separation was
determined, and to resolve the coelution derived from the chemical complexity of the
matrices, the elution gradient was readjusted, ensuring satisfactory separation with ade-
quate chromatographic resolution (Rs > 1.5). The suitability and reliability of the method
were confirmed through the parameters of linearity (R* > 0.99), precision (%RSD < 2%),
and accuracy (97.5% - 101.8%), ensuring compliance with the International Council for
Harmonization (ICH) guidelines. The application of the methodology allowed the identi-
fication and quantification of hesperidin, naringin, and neohesperidin, as well as the ca-
tegorization of unidentified peaks within the flavanone family in orange, mandarin, and
grapefruit extracts. In conclusion, a robust and accessible analytical tool was obtained,
aimed at the valorization of citrus residues as a source of bioactive compounds.

Palabras clave: Cromatografia liquida, flavanonas, hesperidina, residuos citricos.
Keywords: Liquid chromatography, Flavanones, Hesperidin, Citrus residues.

INTRODUCCION

Uno de los mayores desafios a los que se enfrentan las industrias actualmente es la sos-
tenibilidad de su produccién. En este sentido, el nUmero de empresas que se encuentran
en transicidon hacia sistemas de produccién sostenibles o que proyectan hacerlo en un
futuro cercano es cada vez mayor (Siracusa y Ruberto, 2019).

El sistema de produccidn circular al cual apuntan es aquel que cuenta con mayor ca-
pacidad de regenerarse, donde la utilizacion de recursos, la generacion de desperdicios
y emisiones se minimizan, lo que permite generar ciclos de materia y energia mas estre-
chos. Ademas, los sistemas de produccion circular promueven la adopcidn de tecnolo-
gias mas limpias (Andersen, 2007).

Realizar una transicion hacia un sistema de produccién circular implica que las empre-
sas cambien su vision sobre los residuos que generan y la forma en que los gestionan,
donde deben pasar de considerarlos un material sin valor a considerarlos un potencial
recurso con valor agregado (Oldfield et al., 2018).

Este nuevo paradigma introducido por los lineamientos de los sistemas de produccion
circular, ha volcado el interés de los investigadores al estudio de la composicién de los
residuos generados, con el objetivo de poder revalorizarlos. Para el caso de la industria
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agroalimentaria, por ejemplo, a través de la obtencidon de compuestos de alto valor biolo-
gico. Es importante destacar que la adopcidn de este tipo de estrategias produce no solo
un beneficio ambiental, sino que, ademas, produce un beneficio econémico adicional en
las empresas, ya que disminuye la cantidad de residuos generados y los costos de ges-
tién asociados, sumado a la generacion de un nuevo coproducto de alto valor agregado
que contribuira con los ingresos de la empresa.

La industria de alimentos y bebidas comprende uno de los sectores productivos mas
grandes a nivel mundial, motivo por el cual, la gestion de los residuos que genera es de
gran interés y preocupacién para las areas de proteccién ambiental y sostenibilidad (Ma-
tei et al., 2021).

A pesar de que actualmente los residuos de la industria agroalimentaria no son ade-
cuadamente aprovechados, estos representan una fuente accesible de biomoléculas va-
liosas. En relacién a esto, existen numerosas investigaciones que dan cuenta de que los
residuos agroindustriales son una excelente fuente natural de compuestos bioactivos
con potencialidad para ser utilizados en la generaciéon de productos valiosos para las
industrias alimenticia y farmacéutica, como lo son los compuestos nutraceuticos (Barros
et al., 2017; Majerska et al., 2019; Matharu et al., 2016).

Los compuestos obtenidos a partir de matrices de origen vegetal presentan una ma-
yor aceptabilidad por parte de los consumidores que su contraparte sintética; esto ha
aumentado significativamente el interés por parte de las industrias alimenticia y farma-
céutica sobre compuestos obtenidos a partir de residuos generados durante la produc-
cion de alimentos (Kowalska et al., 2017).

Los residuos generados por las industrias agroalimentarias que procesan materias
primas de origen vegetal, presentan en su composicién una gran variedad de compues-
tos de alto valor bioldgico, principalmente metabolitos secundarios, los cuales se carac-
terizan por poseer una gran diversidad quimica. Una clasificacion comunmente utilizada
los agrupa segun la ruta biosintética que les da origen, dividiéndolos en terpenos y ter-
penoides, sustancias fendlicas y alcaloides (Yonekura-Sakakibara y Saito, 2009). Dentro
de este gran grupo que forman los metabolitos secundarios, en el Ultimo tiempo los
compuestos fendlicos han cobrado una gran relevancia, dentro del cual, los flavonoides
son el grupo de mayor importancia debido a sus multiples propiedades funcionales.

Los flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos en los alimentos vegetales,
principalmente en frutas y verduras, encontrandose presentes en toda su estructura. Por
lo cual, los residuos generados por estas materias primas, luego de su procesamiento
presentan igual o incluso una mayor concentracion de flavonoides que la fraccién extrai-
da, lo que los convierte en una excelente fuente de estas biomoléculas (Wijngaard et al.,
2012).

Numerosas investigaciones han asociado el consumo de flavonoides con multiples
efectos beneficiosos para la salud, entre otras, estos compuestos presentan propieda-
des antialérgicas, antivirales, antiinflamatorias, vasodilatadoras, antioxidantes, antican-
cerigenas, antidiabéticas, antivirales y antibacterianas; y actuan como agentes de pre-

Revista Argentina de Ingenieria | ANO 14 | VOLUMEN 28 | JULIO-DICIEMBRE DE 2026

|



Carlos Andres Fernandez | Revalorizacion de subproductos citricos. Determinacion de flavonoides por cromatografia liquida

vencion de enfermedades neurodegenerativas y cardiovasculares (LeJeune et al., 2015;
Munir et al., 2024; Panche et al., 2016). Adicionalmente, estos compuestos son de interés
tecnoldgico en la fabricacion de alimentos debido a sus propiedades antioxidantes, an-
tifungicas y antimicrobianas; propiedades que ayudan a mantener la calidad de los ali-
mentos y aumentar su vida util.

Los citricos son una de las frutas mas cultivadas y consumidas en el mundo, y su pro-
duccién aumenta afio a afio debido a un aumento sostenido de la demanda por parte
de los consumidores (Gomez-Mejia et al., 2019). Esta tendencia se basa en los beneficios
para la salud que aporta la incorporacién de frutas citricas a la dieta. En el afio 2022 Ar-
gentina se ubicé octava en la producciéon mundial de frutas citricas frescas con 3880 mi-
les de toneladas, y se posiciond tercera a nivel mundial como industrializadora de frutas
citricas con 1619 miles de toneladas (Federcitrus, 2023), lo que denota la importancia de
esta actividad en el pais, donde el 42% de la fruta producida se destina a su industriali-
zacion.

Dentro de su composicion, los citricos contienen importantes cantidades de compues-
tos de alto valor biolégico como son los flavonoides, carotenoides, acido ascdrbico, fibra
alimentaria y oligoelementos; muchos de estos compuestos se encuentran en mayor
concentracion en las partes de la fruta que luego del procesamiento formaran parte de
los residuos, como la cascara (Ademosun et al., 2018). De aqui el gran valor econémico
gue pueden tener estos residuos si se los aprovecha adecuadamente.

La mayoria de las industrias de procesamiento de frutas, generan una fraccién de ma-
teriales de descarte muy elevada (Banerjee et al., 2017). Los citricos en particular son una
de las frutas que mayor proporcion de desechos generan, ya que el residuo obtenido lue-
go de su procesamiento representa en torno al 50% del peso de la fruta fresca (Sharma et
al., 2017). Por lo que, las industrias que procesan citricos son importantes generadoras
de residuos agroindustriales.

Los principales residuos generados en el procesamiento de citricos son pulpa, cascara
y semillas. Dentro de la cascara, el flavedo es rico en aceites esenciales y carotenoides,
y el albedo es rico en pectina y polifenoles. Gorinstein et al. (2001) encontraron que la
concentracion de polifenoles y acido ascérbico en la cascara de las frutas citricas es signi-
ficativamente superior al de la fruta pelada, lo que evidencia el gran potencial que tiene
su residuo como generador de este tipo de compuestos bioactivos.

Dentro de los flavonoides, las flavonas y las flavanonas son los grupos principales
presentes en la cascara de las frutas citricas. Donde las flavanonas mas frecuentemente
encontradas son derivados glicosilados de hesperetina (hesperidina, neohesperidina) y
naringenina (naringina, narirutina) (Munir et al., 2024).

Los efectos beneficiosos de los compuestos bioactivos presentes en los citricos no
solo han impulsado el consumo de la fruta fresca, sino que, ademas, han aumentado
significativamente el interés de la industria alimenticia por incorporarlos en la formu-
lacion de sus productos, lo que busca satisfacer la preferencia de los consumidores por
compuestos naturales que reemplacen los aditivos y conservantes sintéticos (Sharma
et al., 2017) o para la generacion de alimentos funcionales. Las industrias farmacéuticas
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y cosméticas comparten el interés por estos compuestos, ya que estas biomoléculas re-
ducen el deterioro celular oxidativo (Ademosun, 2022).

Multiples investigaciones han incorporado exitosamente tanto extractos fendlicos
como harinas de cascaras de citricos a las formulaciones de una diversidad de alimen-
tos (Ademosun, Oboh, et al., 2021; Ademosun, Odanye, et al., 2021; Jalilzadeh-Afshari y
Fadaei, 2021; Rani et al., 2020); donde obtuvieron mejoras significativas en el valor nutri-
cional, en la conservacion de nutrientes y en la vida util de los alimentos desarrollados.

A causa del graninterés que han generado los flavonoides en el ultimo tiempo, las téc-
nicas analiticas para su identificacidon y cuantificacién han cobrado una gran relevancia.
Las determinaciones analiticas de flavonoides en frutas, verduras y matrices derivadas
de su procesamiento tienen varios objetivos, como la determinacién del perfil polifeno-
lico de los productos frescos para determinar su valor nutricional; su cuantificacién en
productos derivados industrializados y su evolucién durante la vida util; la caracteriza-
cién de los residuos generados durante el procesamiento de productos vegetales para
determinar su potencialidad como fuente de estos compuestos bioactivos; entre otras
multiples aplicaciones. Adicionalmente, el analisis de los perfiles polifendlicos se utilizan
como marcadores quimiotaxondmicos naturales para la comprobacién de la autentici-
dad de los alimentos y la prevencion de fraude (Pardo-Mates et al., 2017).

La gran diversidad estructural que presentan los flavonoides, sumado a la diversidad
y complejidad de las matrices que los contienen; convierten su identificacion y cuantifi-
cacion en un desafio analitico complejo. Se requiere de técnicas analiticas sofisticadas
para lograr una identificacién y cuantificacién confiables de estos compuestos. La croma-
tografia liquida de alta resolucién (HPLC) acoplada a detectores UV-visible es la técnica
analitica mas utilizada para la identificaciéon y cuantificacién de flavonoides (De Villiers
et al., 2016; Pyrzynska y Sentkowska, 2015; Szultka et al., 2013).

Comunmente se utiliza cromatografia liquida en fase reversa (RP), donde la columna
mas utilizada para tal fin es la de C18. La elucidn isocratica resulta muy limitada para
la determinacién de flavonoides debido a la gran variabilidad estructural que presenta
este grupo de compuestos; para resolver esto, se han aplicado eluciones en gradiente
mediante el empleo multiples fases moéviles, donde los sistemas binarios son los mas
comunmente utilizados, comprendidos generalmente por una fase acuosa y un solvente
organico de menor polaridad (Biesaga et al., 2009). Es recomendable mantener la acidez
constante de la fase movil durante la elucion, para ello se agrega un acido a cada una de
las fases moviles (4cido acético, férmico o fosférico).

El acetonitrilo y el metanol son los solventes organicos mas utilizados en RP-HPLC,
ya que presentan propiedades favorables para esta aplicacion, como la miscibilidad en
agua, valores de viscosidad relativamente bajos, bajas absorbancias en un amplio rango
y baja reactividad quimica, tanto con las superficies de los equipos como con la mayoria
de los compuestos quimicos presentes en las muestras (Yabré et al., 2018).

Abad-Garcia et al., (2007) sefialan que los detectores de arreglos de diodos (DAD) son
una herramienta fundamental para la identificacién de las estructuras de las familias fe-
nolicas. En su trabajo, estos autores realizaron la identificacion de estructuras fendlicas
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a través de la comparacion de los tiempos de retencion y de los espectros de absorcion
UV-visible de los estandares con los obtenidos de las inyecciones de las muestras en
iguales condiciones; adicionalmente, para los picos cromatograficos de compuestos cu-
yos estandares no poseian, pudieron identificar la familia polifendlica a la que pertene-
cen mediante la comparacion de los espectros UV-visible de los estandares disponibles
e informacion bibliografica. Esto es posible ya que diferentes compuestos de una misma
familia de flavonoides presentaran diferentes tiempos de retencidén, pero compartiran
un espectro de absorcién practicamente idéntico. Mas aun, realizaron la cuantificacion
de los picos desconocidos luego de la identificacion de su familia, mediante la utilizacion
de las areas de integracion obtenidas en la curva de calibrado del estandar de la familia
a la cual pertenecen, esto es, por ejemplo, los compuestos desconocidos pertenecientes
a las familias de las flavanonas se cuantificaron como naringenina-7-O-rutinésido.

El gran potencial de los residuos citricolas como fuente de compuestos bioactivos ha
sido ampliamente documentado (Maqgbool et al., 2023; Posadino et al., 2024; Saini et al.,
2022; Sales et al., 2026; Suri et al., 2022), y ha generado un creciente interés por parte de
las empresas por aprovecharlos para generar coproductos de alto valor agregado. Sin
embargo, aquellas industrias que implementen su revalorizacién a través de la extrac-
cién de compuestos bioactivos deberan enfrentarse a la determinacion rutinaria de los
flavonoides recuperados en los extractos obtenidos.

Actualmente, las técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de masas (LC-
MS/MS) poseen la capacidad de determinar de manera simultdnea decenas de com-
puestos, las cuales ofrecen, ademas, una alta selectividad y sensibilidad (Tsagkaris et al.,
2021). Sin embargo, presentan un elevado costo de adquisicién, de funcionamiento y
mantenimiento, sumado a la necesidad de personal altamente capacitado (Pérez-Maga-
rifio et al., 2024), todo esto imposibilita su implementacién en laboratorios industriales
para controles de calidad de rutina (Patil et al., 2025). Los equipos de HPLC-UV en cambio,
presentan una mayor simplicidad, requieren de un menor costo inicial y bajos costos de
mantenimiento (Kaewpradit et al., 2024), y pueden ser operados por técnicos de labora-
torio luego de una breve capacitacién inicial.

Actualmente gran parte de los laboratorios de control de calidad de las industrias citri-
cas poseen equipos de baja complejidad para sus controles diarios, en general cuentan
con espectrofotémetros para determinar el contenido total de polifenoles (TPC) a través
del ensayo de Folin-Ciocalteu, o sistemas HPLC con detectores de UV-Vis de longitud de
onda variable (VWD) o detectores de longitud de onda multiples (MWD), principalmente
para el control de hesperidina en sus jugos, mediante la utilizacién del estandar de refe-
rencia correspondiente.

Sin embargo, estas técnicas presentan ciertas limitaciones, por un lado, el ensayo de
Folin-Ciocalteu puede producir sobreestimaciones del TPC debido al aporte de compues-
tos antioxidantes no fendlicos presentes en la muestra (Munteanu & Apetrei, 2021), y no
brinda ninguna informacion estructural sobre los compuestos que componen el extracto
(Pérez et al., 2023). En el caso de los equipos HPLC UV-Vis, estos enfrentan una limitacién
importante, solo pueden medir una (VWD) a cinco longitudes de onda en simultaneo
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(MWD), por lo que presentan la imposibilidad de adquirir espectros de absorcién de cada
uno de los picos obtenidos, y la adquisicion de los estandares analiticos para los princi-
pales flavonoides potencialmente presentes en la matriz representa un elevado costo
(Duan et al., 2022).

Las metodologias analiticas desarrolladas hasta el momento contemplan técnicas cro-
matograficas con detectores de complejidad mediay alta, como detectores de arreglo de
diodos (DAD) (Chen et al., 2021; dos Santos Lima et al., 2024) o espectrometros de ma-
sas (LC-MS/MS) (Lin et al., 2025; Nurzaman et al., 2026; Yang et al., 2022), equipamiento
con el que no cuentan las empresas de la regidn y cuya adquisicion representaria una
inversion inicial demasiado elevada. Mientras que los trabajos que utilizan detectores UV
basicos requieren contar con todos los estandares de referencia de los analitos que se
desean determinar (Al-Rimawi & Odeh, 2015; Kaur et al., 2024).

Ante esta situacion, existe la necesidad de desarrollar metodologias robustas, accesi-
bles y rapidas basadas en detectores 6pticos basicos (como VWD o MWD), comUnmente
encontrados en los laboratorios de control de calidad de las industrias procesadoras
de citricos, que permitan lograr obtener informacién espectral similar a la de los de-
tectores de arreglo de diodos (DAD). La capacidad de esta estrategia para reconstruir
espectros de absorcion UV-Vis permitira aprovechar los equipos existentes en la indus-
tria, para lograr realizar una caracterizacién de flavonoides de extractos del bagazo
generado, sin la necesidad de adquirir nuevos equipamientos de mayor complejidad
y, evitando el alto costo de tener que contar con la totalidad de los estandares de refe-
rencia, ofreciendo una solucion técnica econdmicamente viable para la transicion hacia
la economia circular.

Esta estrategia permite cuantificar la concentracién total de una familia de polifenoles
sin la necesidad de tener los estandares individuales de todos los compuestos pertene-
cientes a dicha familia.

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar una metodologia analitica que permita
identificar y cuantificar los principales compuestos flavonoides presentes en los baga-
zos obtenidos del procesamiento de frutas citricas, mediante cromatografia liquida de
alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC) con un detector de longitud de onda multiple
(MWD), establecer cual es el solvente organico y las condiciones de elucion que maximi-
cen la separacion y la respuesta cromatografica de los analitos en estudio.

METODOLOGIA

Estandares y reactivos

Los estandares de naringina (Nar), hesperidina (Hesp), neohesperidina (Neoh), pruni-
na (Prun) y quercetina (Quer) fueron provistos por Sigma-Aldrich (Seelze, Alemania). Las
soluciones madre (1000 mg/L) se prepararon mediante la disolucién de los estandares en
metanol grado HPLC (pureza 99.9%) y se almacenaron en refrigeracion a 4 °C en botellas
color caramelo con tapdn de PTFE. Las soluciones de trabajo (20 mg/L) se prepararon en
metanol grado HPLC.
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Todos los solventes utilizados en las pruebas fueron de grado HPLC (Pureza 99.9%). El
acetonitrilo y el metanol fueron provistos por Sintorgan (Buenos Aires, Argentina).

Determinacion de espectros de absorcion

Se obtuvieron los espectros de absorcidon de cada uno de los estandares de flavo-
noides a través del espectrofotémetro Agilent Technologies Cary 60 UV-Vis en el rango
de 200 a 350 nm, mediante la funcion de barrido espectral del equipo. A partir de los
espectros obtenidos, se identificé la longitud de onda de maxima absorcion para cada
compuesto. Dichos valores se emplearon para configurar el detector MWD con el fin de
maximizar la respuesta cromatografica.

Optimizacion de la técnica cromatografica

Las determinaciones por cromatografia liquida de ultra alta resolucién en fase reversa
(RP-UHPLC) se llevaron a cabo en un equipo Agilent Technologies 1260 Infinity equipado
con un detector MWD Hewlett Packard G1365A. La separacion se realiz6 mediante una
columna C18 (50 mm x 2.1 mm de diametro interno y tamafio de particula de 1.8 pm).

La fase mdvil consistié en una fase acuosa de agua ultrapura (AUP) acidificada con
acido férmico al 0.1% v/v y una fase organica. Con el fin de seleccionar el modificador
organico mas adecuado, se compararon acetonitrilo y metanol. Para ello se realizaron
ensayos en condiciones isocraticas a diferentes velocidades de flujo (0.1; 0.2; 0.3; 0.4 y
0.45 mL/min) y a distintas proporciones de la fase organica (10, 15, 20, 25%).

Una vez establecidas las condiciones de flujo y composicién que proporcionaron la
mejor separacion y resolucion de los compuestos individuales para cada solvente, se
realiz6 el analisis de una solucién multiestandar en dichas condiciones, para evaluar el
efecto de la interaccion entre los analitos. Finalmente, se optimiz6 el método mediante
gradientes de elucion para mejorar tanto la separacién como la resolucion de los picos
obtenidos. Se realiz6 un analisis comparativo de los resultados para cada uno de los sol-
ventes, para decidir cual es el mas adecuado.

Validacién del método

Los parametros de idoneidad y validacion del método cromatografico se determina-
ron siguiendo los lineamientos de la directriz Q2 del Consejo Internacional para la Armo-
nizacion (ICH) (Almpani et al., 2025). Para asegurar la confiabilidad del método, se eva-
luaron parametros de idoneidad del sistema, determinando la resoluciéon cromatografica
(Rs), la linealidad, precision (repetibilidad) y exactitud del método mediante ensayos de
recuperacion. Estos parametros se determinaron para naringina, hesperidina y neohes-
peridina, ya que estos fueron los analitos encontrados en los extractos.

La linealidad del método se estableci6 evaluando seis niveles de concentracion de los
estandares, 0,5; 1; 5; 10; 25 y 50 mg/L. El ajuste del modelo se determiné mediante el
calculo del coeficiente de correlacion (R2).
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La repetibilidad del método se evalud a partir de preparaciones independientes en
tres niveles de concentracion (5, 25y 50 mg/L) para los flavonoides de interés, se analiza-
ron tres réplicas por cada nivel de concentracion. Los resultados se expresaron mediante
el calculo de la desviacion estandar relativa porcentual (%RSD). Se considerd un umbral
de RSD inferior al 2% para validar este parametro.

La exactitud se evalué mediante un ensayo de recuperacion por adicion de estandar.
Las muestras fueron fortificadas con cantidades conocidas de los estandares de referen-
cia en tres niveles de concentracion (baja, media y alta), se analizaron tres réplicas inde-
pendientes por cada nivel. La exactitud se expresé como el porcentaje de recuperacion.

Los parametros de idoneidad del método, tales como resoluciéon cromatografica (Rs),
numero de platos tedéricos y la simetria de cada uno de los picos identificados fue calcula-
do mediante el software de adquisicion de datos del equipo, OpenLAB CDS ChemStation
Edition (Agilent Technologies). Se estableci6 un valor de Rs > 1,5 como criterio de acepta-
cidn para confirmar una separacién satisfactoria a la linea base.

Construccion de espectros de absorcién a partir de datos cromatograficos

Si bien el detector MWD tiene la capacidad de medir cinco longitudes de onda simul-
taneamente durante toda la corrida cromatografica, no tiene la capacidad de generar
espectros de absorcion como lo hacen los detectores de arreglos de diodos (DAD). No
obstante, debido a la importancia que tienen los espectros de absorcién en la identifica-
cion de flavonoides, se implementd una estrategia para construirlos a partir de los datos
cromatograficos.

Esta estrategia se basa en aprovechar la capacidad del detector MWD de medir cinco
longitudes de onda en simultaneo; donde a través de la repeticidn de la corrida cromato-
grafica de una misma muestra se pueden obtener los valores de absorcion a diferentes
longitudes de onda de cada uno de los picos resultantes, cuatro longitudes de onda dife-
rentes por corrida, ya que una de ellas se mantuvo fija; esta ultima se utilizé6 como refe-
rencia para garantizar que las inyecciones sean comparables. De esta manera se pueden
construir los espectros de absorcién para cada uno de los compuestos. Las longitudes
de onda utilizadas en cada una de las repeticiones fueron seleccionadas de manera es-
tratégica para poder capturar las formas de los espectros (minimos, maximos y puntos
de inflexion), esta informacion fue obtenida de los espectros absorcion determinados
previamente.

Obtencidn de extractos de cascaras de citricos

Se obtuvieron muestras de naranja, mandarina y pomelo de 3 verdulerias de la ciudad
de Concordia (Entre Rios, Argentina). Se compraron 5 kg de cada variedad por comercio,
lo que formd una muestra inicial de 15 kg, de la cual se separ6 una submuestra represen-
tativa de 1 kg para su procesamiento.

La superficie de la fruta se limpi6 con agua destilada para eliminar la suciedad, el polvo
y la microflora, posteriormente se sec6 con papel absorbente. Se separé manualmente la
cascara (albedo y flavedo) de la pulpa de la fruta. Las cascaras fueron secadas en estufa a
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45°C por 24 h. El material seco se trituré con una licuadora doméstica hasta obtener un
polvo fino, el cual se almacend en recipientes herméticos bajo refrigeracion hasta su uso.

Para la extraccion de los compuestos bioactivos de la matriz vegetal seca se pesaron
0.2 g del polvo de cascara y se agregaron 20 mL de la solucion de extraccion (etanol y
AUP 75% v/v); La mezcla se someti6 a extraccién asistida por ultrasonido en bafio ultra-
sonico a temperatura ambiente durante 40 min. El extracto crudo se centrifugd a 12000
rpm durante 10 min. Finalmente, el sobrenadante se filtr6 a través de filtro de jeringa de
0.45 pm y se realiz6 una dilucidn 1:10 para su posterior analisis cromatografico, segun
las condiciones optimizadas descritas anteriormente.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacién de los espectros de absorcién

La Figura 1 presenta los espectros de absorcién de cada uno de los estandares analiza-
dos. A partir de dichos espectros, se identifico la longitud de onda de maxima absorcién
para cada analito. Se observé que la prunina, naringina, hesperidina y neohesperidina
exhibieron un maximo coincidente a 285 nm, mientras que la quercetina presentd su
maximo a 256 nm. En consecuencia, se seleccionaron estos valores para la deteccién en
el andlisis cromatografico.

Figura 1: Espectros de absorcién de los estandares de flavonoides a 20 ppm.

Se puede observar ademas que hay una gran similitud entre los espectros de absor-
cién de estos primeros cuatro compuestos, esto se atribuye a su estructura quimica,
debido a que los mismos pertenecen a la misma familia de flavonoides, las flavanonas;
mientras que la quercetina pertenece a la familia de los flavonoles.
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Los espectros de absorcién obtenidos coinciden con los encontrados en la literatura
cientifica, donde diferentes trabajos de investigacidon describen que las flavanonas se
caracterizan por poseer una banda de absorcion en el rango de 260 a 295 nm (Banda II),
asociada a las transiciones electronicas del sistema benzoilo del anillo A; regién donde
encuentran su pico maximo de absorcion (Mabry et al., 1970; Taniguchi et al., 2023).

Por lo tanto, el analisis de los espectros de absorcidon constituye una herramienta efi-
caz para agrupar diferentes compuestos dentro de una misma familia, o bien, diferenciar
compuestos pertenecientes a diferentes familias de flavonoides.

Eleccion del solvente organico
La Tabla 1 detalla los gradientes de elucion y las condiciones cromatograficas optimi-

zadas tanto para el acetonitrilo como para el metanol.

Tabla 1: Gradientes de elucion optimizados para acetonitrilo y metanol

[ ACETONHTRILO)(FASEB) I WiErANGL (Fase®) I conprcrones oe anAusis
Tiempo | % FASE %FASE | Tiempo | % FASE % FASE (F"T“‘IJ_‘; Isgpera' :;ae;_ié"
(min) AUP B (min) AUP B min) (°C) (bar)
0.00 90.0 10.0 0.00 85.0 15.0 0.45 40 400
7.00 90.0 10.0 7.00 85.0 15.0 0.45 40 400
7.10 87.0 13.0 7.10 70.0 30.0 0.45 40 400
8.00 80.0 20.0 17.0 70.0 30.0 0.45 40 400
15.00 80.0 20.0 18.0 80.0 20.0 0.45 40 400
18.00 90.0 10.0 20 85.0 15.0 0.45 40 400

La Tabla 2 presenta los tiempos de retencion y las respuestas cromatograficas obte-
nidas con cada modificador organico bajo las condiciones optimizadas. Los resultados
presentados corresponden a un promedio de corridas realizas por triplicado.

Tabla 2: Respuestas cromatograficas de los compuestos analizados

) Acetonitrilo Metanol

Longitud de
Compuesto onda de detec- ) .

cién (nm) Tiempo de re- Altura de Tiempo de reten- | Altura de

tencién (min) pico (mAU) cién (min) pico (mAU)

Prunina 285 9.92 6.60 10.62 17.55
Naringina 285 10.55 17.84 11.63 12.58
Hesperidina 285 10.96 21.41 12.41 14.05
Neohesperidina 285 11.25 21.29 13.18 13.30
Quercetina 256 12.48 9.72 15.35 5.18

El analisis de los tiempos de retencidn revelé que el orden de elucién se mantuvo
constante para ambos modificadores organicos: prunina, naringina, hesperidina, neo-
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hesperidina y quercetina. Los cromatogramas obtenidos para ambos solventes en las
condiciones establecidas se pueden observar en la Figura 2.

MWD1 A, Sig=285,48 .ACETONITRILO
MWD1 A, Sig=285,48.METANOL
mall
20—
18—
10—
5—
T—_—
0 =
o
T T T T T 1
(<] k-] 10 12 14 18 min
[+] I i

Figura 2: Comparacion de cromatogramas con acetonitrilo y metanol como solventes organicos

Como se puede observar tanto en la Tabla 2 como en los perfiles cromatograficos de
la Figura 2, el cromatograma obtenido con acetonitrilo como modificador organico pre-
senta una menor respuesta cromatografica para el pico correspondiente a la prunina,
en relacién al obtenido con metanol, pero presenta mejores respuestas para los 4 picos
restantes. Mas precisamente, el primer pico del cromatograma presenta una respuesta
un 43.5% inferior en relacién al pico con metanol, pero presenta respuestas un 30, 35, 38
y 47% superiores para los picos de naringina, hesperidina, neohesperidina y quercetina,
respectivamente.

Adicionalmente, el cromatograma generado con acetonitrilo presentdé una mejor re-
solucién de los picos y menores tiempos de retencién, lo que se traduce en un menor
tiempo total de analisis; en el mismo sentido, su gradiente de elucion requiere de meno-
res proporciones del solvente organico que para metanol; todo esto implica un menor
consumo de solvente al utilizar acetonitrilo como solvente organico en la fase mavil.

El comportamiento cromatografico y los tiempos de retencién observados estan re-
lacionados con las caracteristicas estructurales de los analitos, particularmente con su
grado de glicosilacién y con el numero de grupos hidroxilo presentes en la molécula, los
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cuales determinan su interaccion con la fase mévil y estacionaria (Buszewski et al., 2020).
En el caso de hesperidina y la neohesperidina, isomeros estructurales que solo se dife-
rencian en el enlace interglicosidico de sus disacaridos, rutinésido y neohesperidésido
respectivamente, presentan tiempos de elucion distintos debido a que la conformacion
espacial tridimensional del azucar afecta el impedimento estérico y su solvatacién. Final-
mente, la quercetina, al ser una aglicona, carece de azUcares en su estructura, pero su
polaridad y tiempo de elucién intermedio se explican por la presencia de cinco grupos
hidroxilo libres en su nucleo flavénico (Lagana Vinci et al., 2024).

Adicionalmente, los tiempos de retencidn y la resolucién de picos estan relacionados
con la naturaleza fisicoquimica de los solventes, lo que determina, su interaccion con la
columnay con la estructura polihidroxilada de los flavonoides (Kumar, 2017). El metanol
es un solvente prético que compite fuertemente en la formacion de puentes de hidro-
geno tanto con los grupos hidroxilo de los flavonoides como con los silanoles residuales
de la fase estacionaria, lo que a menudo ralentiza la cinética de desorcién y ensancha los
picos. Por el contrario, el acetonitrilo, es un solvente polar aprético que no actia como
donador de puentes de hidrégeno, lo que impacta favorablemente la selectividad de la
separacion (Roy et al., 2013).

Desde el punto de vista cinético y de la mecanica de fluidos del sistema, las mezclas
de acetonitrilo-agua poseen una viscosidad menor que las de metanol-agua, esta menor
viscosidad incrementa el coeficiente de difusion de los analitos en la fase mévil, optimi-
zando la transferencia de masa hacia y desde la fase estacionaria (Fekete et al., 2014).
Como resultado, se obtienen picos mas estrechos, separaciones mas rapidas y una me-
nor contrapresion en la columna (Welch et al., 2009), lo que justifica la seleccién del ace-
tonitrilo como el solvente mas eficiente y adecuado para este analisis.

En concordancia con los resultados obtenidos, diversas investigaciones han utilizado
acetonitrilo como solvente organico en la fase movil para la determinacion de flavonoi-
des (Choi et al., 2023; Jang et al., 2019; N. Li et al., 2025; Sammani et al., 2021).

Especificamente, Manchén et al. (2011) encontraron que el uso de acetonitrilo como
modificador organico en la fase mévil logré separaciones mas rapidas, mejor resolucion,
picos mas estrechos y simétricos, y generé una menor contrapresion en la columna en
relacion al metanol. Esto lo atribuyen a la menor viscosidad del acetonitrilo, lo que facilita
la transferencia de masa y reduce la presion del sistema, mejorando la eficiencia croma-
tografica.

Validacion del método

Los resultados correspondientes a la evaluacion de la idoneidad y la validacién del
método analitico se encuentran en las tablas 3 y 4 respectivamente. Los parametros que
evaluan el desempefio cromatografico, incluyendo la resolucion (Rs), el nUmero de platos
tedricos (N) y la simetria de los picos para la naringina, hesperidina y neohesperidina, se
detallan en la Tabla 4. Por otra parte, los parametros de validacién que comprenden la
linealidad del modelo (R?), la precisién (%RSD) y la exactitud del método expresada como
porcentaje de recuperacion, se presentan en la Tabla 5.
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Tabla 3: Parametros de idoneidad del método

Matriz Analito Resolucién (Rs) Na?;z:?cii ?I:Stos Simetria
Compuesto 1 2.43 5841 1.39
Compuesto 2 2.93 5347 0.85
Extracto de Naranja Naringina 47.54 72919 1.00
Hesperidina 6.71 192345 0.91
Compuesto 5 19.33 81314 1.07
Compuesto 1 2.1 5291 0.89
Compuesto 2 31.18 15294 0.91
Extracto de Mandarina Naringina 3.38 141333 0.80
Hesperidina 3.83 192924 0.91
Compuesto 5 19.11 92090 0.91
Compuesto 1 29.56 26335 0.96
Naringina 3.04 77047 0.71
Extracto de Pomelo Neohesperidina 6.07 195101 0.89
Compuesto 4 7.38 157256 0.92
Compuesto 5 14.12 70681 0.98
Tabla 4: Parametros de validacién del método
Analito Matriz Linealidad (R?) Re;zf/:;l;ig;lad Exactit:it:'"g"/; sR;():upera-
Naranja 0.9 99.4+3.0
Naringina Mandarina 0.9962 1.0 101.8 £ 1.1
Pomelo 1.0 99.6+1.3
Naranja 0.7 98.5+2.2
Hesperidina Mandarina 0.9991 0.7 98.7+1.2
Pomelo 0.8 100.9+2.0
Naranja 1.3 97.5+£22
Neohesperidina Mandarina 0.9974 1.3 98.1+2.0
Pomelo 1.2 98.7£2.6

Construccion de los espectros de absorcion

Tras seleccionar el acetonitrilo como el modificador organico mas adecuado, se pro-
cedid a construir los espectros de absorcién a partir de tres corridas cromatograficas,
donde cada una de ellas tuvo un valor de longitud de onda de deteccién constante y las
cuatro restantes variaron para obtener los puntos necesarios para construir el espectro.

La Tabla 5 detalla las respuestas cromatograficas (altura y area de pico) obtenidas para
cada compuesto a las diferentes longitudes de onda evaluadas. Estos valores se utiliza-
ron para el trazado de las curvas de absorcion.
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Tabla 5: Respuestas cromatograficas de los flavonoides a diferentes longitudes de onda

Long Prunina Naringina Hesperidina Neohesperidina Quercetina
onda
de | Altura Area Altura Area Altura Area Altura Area Altura Area
detec- de de pico | de pico | depico |depico| depico | depico | de pico de de pico
cion pico (mAU*s) | (mAU) [ (mAU*s) | (mAU) | (mAU*s) | (mAU) | (mAU*s) | pico (mAU*s)
(nm) | (mAU) (mAU)

210 12.70 174.06 41.53 199.26 73.29 338.33 72.33 296.46 34.52 252.38

215 12.55 166.26 42.47 195.02 57.52 263.23 56.59 229.29 21.30 143.94

220 13.85 158.41 42.11 184.06 50.41 225.62 50.28 202.36 13.74 95.65

230 11.49 144.32 34.81 164.82 39.64 190.16 38.22 151.75 4.44 32.70

240 4.52 43.86 11.81 54.85 15.85 69.43 15.97 47.64 1.45 19.12
250 0.61 4.84 1.80 7.96 1.86 7.73 1.93 7.24 8.11 51.31
260 2.39 21.15 6.17 29.69 6.39 31.64 6.26 25.57 9.72 52.63

270 5.38 62.00 15.32 70.53 17.54 85.19 17.21 71.68 6.98 21.11

285 7.17 73.17 17.14 86.90 21.05 97.66 21.17 88.80 5.88 41.30

285 6.95 75.39 17.84 92.14 21.41 105.42 21.30 92.87 5.96 43.68

285 7.16 77.62 17.80 88.09 21.29 104.32 21.29 104.32 6.02 46.80

300 4.81 59.68 13.53 63.98 15.90 76.31 15.66 65.24 9.28 36.67
305 3.40 40.16 8.77 45.19 10.45 51.85 10.41 45.88 9.93 38.23
315 1.30 13.67 3.58 16.80 4.31 19.52 4.21 16.54 8.84 39.47
320 1.09 10.73 3.08 14.67 3.67 16.81 3.65 14.61 7.48 32.03

La Figura 3 muestra uno de los ensayos realizados para la recoleccion de los datos es-
pectrales. En ella se observan las respuestas cromatograficas de cinco longitudes de onda
distintas durante una misma corrida. Aqui se puede ver claramente la dependencia de la
intensidad de la sefial respecto a la longitud de onda de deteccién para cada flavonoide.
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Figura 3: Respuestas cromatograficas obtenidas a diferentes longitudes de onda

A partir de los resultados obtenidos se construyeron los espectros de absorcion co-
rrespondientes a cada uno de los flavonoides en estudio, los cuales se visualizan en la
Figura 4.

Figura 4: Espectros de absorcién de flavonoides construidos a partir de datos cromatograficos
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El analisis comparativo entre esta ultima figura y la Figura 1 permite observar que los
espectros construidos a partir de los resultados cromatograficos capturan muy bien la
morfologia espectral de los estandares. Esto demuestra que pese a las limitaciones del
detector MWD, la estrategia aplicada permite compensarlas para obtener funcionalida-
des similares a los detectores DAD; es decir, que esta estrategia permitiria identificar
la familia a la que pertenecen picos obtenidos para muestras de extractos de matrices
citricas, a pesar de no contar con sus estandares.

Mas aun, si se observa la Figura 4 también se puede ver que prunina, naringina, hes-
peridina y neohesperidina, todas pertenecientes a la familia de las flavanonas, presen-
tan respuestas muy similares en un amplio rango de longitudes de onda, incluida la
region de sus maximos de absorcién. Este comportamiento corrobora lo reportado por
Abad-Garcia et al., (2007), donde sefialan que ademas de la identificacion dentro de una
familia de flavonoides, esta homogeneidad espectral permite también la cuantificacién
de compuestos empleando la curva de calibrado de un estandar representativo de la
familia a la cual pertenecen.

Analisis cromatografico de los extractos

La aplicacion del método optimizado previamente a los extractos de naranja, manda-
rinay pomelo evidencié fendmenos de coelucién en ciertas regiones del cromatograma.
Esto se atribuyé a la complejidad de la matrizy a la presencia de flavonoides adicionales
que no formaban parte de la solucién multiestandar inicial. Para lograr la separacién de
todos los compuestos presentes en los extractos se realizaron modificaciones en el gra-
diente de elucién.

Las Figuras 5, 6 y 7 exhiben los cromatogramas obtenidos para los extractos de na-
ranja, mandarina y pomelo, respectivamente, tras la aplicaciéon del gradiente de elucion
ajustado.

En estos cromatogramas se aprecia una buena separacion de los constituyentes ma-
yoritarios, con una resolucién adecuada en las zonas donde previamente se observaba
coelucién. La identificacion de los picos se realizé mediante la comparacion de sus tiem-
pos de retencién con los de los estandares, sumado al analisis de coincidencia entre los
espectros de absorcidén construidos para cada pico y los espectros obtenidos para los
estandares.

Adicionalmente a la asignacién de los compuestos de referencia, se realizé la cons-
truccién de los espectros de absorcién para los picos restantes detectados en los croma-
togramas de las tres matrices citricas. El objetivo fue caracterizar aquellos metabolitos
presentes en los extractos para los cuales no se dispone de estandares, lo que permitio
su clasificacién dentro de una de las familias de flavonoides mediante la comparacion de
sus espectros de absorcioén.
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Figura 5: Cromatograma obtenido para el extracto de naranja
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Figura 6: Cromatograma obtenido para el extracto de mandarina
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Figura 7: Cromatograma obtenido para el extracto de pomelo.

De esta manera se logro la identificacién de naringina y hesperidina en el extracto de
naranja, donde esta Ultima se encontré en mayor concentracion. Este resultado concuer-
da con diversos estudios previos que han identificado a la hesperidina como el flavonoi-
de predominante en extractos de cascara de naranja (Foudah et al., 2021; Gomez-Mejia
et al., 2019; Lachos-Perez et al., 2018; Montero-Calderon et al., 2019). Por otro lado, el
denominado “Compuesto 1” presentd un espectro de absorcion caracteristico de los aci-
dos fendlicos informados en la literatura cientifica, especificamente de la clase de los
acidos hidroxibenzoicos (Robbins, 2003). Adicionalmente, su tiempo de elucién corto es
caracteristico de este tipo compuestos debido a su mayor polaridad en relacion al resto
de familias de flavonoides (Afifi et al., 2023).

Mientras que los compuestos 2 y 5 mostraron los espectros de absorcidn caracteristi-
cos de las flavanonas, lo que sugiere su pertenencia a esta familia.

En cuanto al extracto de mandarina, el analisis mediante estandares confirm¢ la pre-
sencia de hesperidina y naringina. Respecto a los picos no asignados, se obtuvieron es-
pectros de absorcién caracteristicos de los acidos hidroxibenzoicos para el compuesto 1
y espectros caracteristicos de las flavanonas para los compuestos 2 y 5.

Como se puede ver en la Figura 6, el compuesto 2, perteneciente a la familia de las
flavanonas, presenta la sefial de mayor intensidad, por encima de hesperidina. Si bien
la mayoria de las investigaciones sefialan a hesperidina como el flavonoide mayoritario
en la cidscara de mandarina (Anticona et al., 2021, 2022; Martinidou et al., 2024), existen

Revista Argentina de Ingenieria | ANO 14 | VOLUMEN 28 | JULIO-DICIEMBRE DE 2026



Carlos Andres Fernandez | Revalorizacion de subproductos citricos. Determinacion de flavonoides por cromatografia liquida

estudios que reportan a narirutina como el componente principal. Especificamente, Liu
et al. (2021) encontraron a narirutina como el flavonoide méas abundante en su estudio
de analisis de composicion de polifenoles en extractos de mandarina, donde informa-
ron concentraciones de 1643.60 pug-g'y 2155.57 pg-g™' para hesperidina y narirutina,
respectivamente. En consecuencia, dado su espectro correspondiente a una flavanonay
su tiempo de retencion menor en relacién a hesperidina, resulta razonable inferir que el
Compuesto 2 corresponde a la narirutina.

Finalmente, el analisis del cromatograma correspondiente al extracto de pomelo pre-
sentado en la Figura 7, permitié confirmar la presencia de neohesperidina y naringina
mediante la comparacién con los estandares. Los resultados revelaron que la naringina
es el componente mayoritario en este extracto, la cual present6 una intensidad en la se-
fal respuesta notablemente superior al resto de los picos en este extracto, e incluso a la
de los compuestos predominantes en los extractos de naranja y mandarina.

Por otra parte, la construccion de los espectros de absorcion para los picos no asig-
nados (compuestos 1, 4 y 5) mostrd perfiles caracteristicos con maximos de absorcidon
en el rango de los 280-290nm. Esta evidencia espectral sugiere que dichos compuestos
pertenecen también a la familia de las flavanonas, lo que coincide con los perfiles fenéli-
cos reportados por multiples investigaciones para extractos de cascara de pomelo (Cas-
tro-Vazquez et al., 2016; El Kantar et al., 2019; Garcia-Castello et al., 2015; P. Li et al., 2022).

Con respecto a quercetina y prunina, las cuales no fueron detectadas en los extractos
evaluados, Gattuso et al. (2007) en su revisidén sobre la composicion de flavonoides en
frutas citricas, seflalan que las agliconas (estructuras que carecen de la fraccién glicosidi-
ca, como es el caso de quercetina) se presentan con muy baja frecuencia en estas matri-
ces. Este comportamiento se atribuye a la naturaleza apolar de este tipo de moléculasy a
su consecuente baja solubilidad en el medio acuoso celular; asimismo, dichos autores no
reportan la presencia de prunina dentro de las flavanonas caracteristicas de los citricos.

Por otra parte, la ausencia de prunina (naringenina-7-O-glucésido) concuerda con di-
versas investigaciones, que muestran a este compuesto como un metabolito minoritario
o ausente en frutas citricas (Martinidou et al., 2024; Nogata et al., 2006; Sanches et al.,
2022; Suleria et al., 2020). Su presencia suele asociarse a una etapa intermediaria de la
biosintesis o a un producto de la degradacién enzimatica de la naringina en frutos sobre-
maduros (Ribeiro, 2011). En consecuencia, el perfil de flavanonas en las matrices estudia-
das se encuentra dominado por los diglicosidos caracteristicos, tales como hesperidina,
naringina y narirutina.

Finalmente se realizé la cuantificacién de los componentes principales de cada uno
de los extractos, a través de las curvas de calibracion generadas para la validacién del
método, donde se encontré a hesperidina como el flavonoide predominante en naranja
(79.6 mg/g de cascara), mientras que en pomelo naringina fue el componente mayorita-
rio (215.2 mg/qg). En el extracto de mandarina se cuantificaron hesperidina (53.4 mg/qg) y
naringina (51.0 mg/q).
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CONCLUSION

Se desarrollé y optimiz6é una metodologia analitica cromatografica para la determinacion
simultanea de prunina, naringina, hesperidina, neohesperidina y quercetina.

La estrategia de construccion espectral implementada demostré ser eficaz para su-
perar las limitaciones del detector de longitud de onda multiple (MWD), esto le otorga
al sistema capacidades de identificacion cualitativa comparables a las de un detector de
arreglo de diodos (DAD). Lo que posibilita la identificacién y cuantificacién de flavanonas
y flavonoles totales en extractos de cascaras de citricos mediante el uso de estandares
representativos de cada familia.

La aplicacién de esta metodologia permitié la identificacion de hesperidina, naringina
y neohesperidina en extractos de naranja, mandarina y pomelo. Adicionalmente, el ana-
lisis espectral posibilitd la clasificacion del resto de los picos no identificados en los cro-
matogramas dentro de una familia de flavonoides especifica, lo que permite determinar
la concentracién total de dichas familias en cada uno de los extractos sin la necesidad de
contar con la totalidad de los estandares comerciales.

La metodologia propuesta representa una valiosa herramienta que permitira evaluar
la potencialidad de los residuos agroindustriales del sector citricola como fuentes de
compuestos bioactivos de alto valor agregado.
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