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RESUMEN

En nuestro pais, desde el afio 2013, la mezcla de los flavonoides diosmina y
hesperidina ha sido aprobada como un medicamento, para el tratamiento de
enfermedades relacionadas con la circulacién venosa tales como: la isquemia de
extremidades inferiores, varices, las Ulceras por decubito, hemorroides, insuficiencia
venosa cronica y la claudicacién intermitente. Por su parte, la diosmetina (aglicona
de la diosmina) ha demostrado tener efectos bioldgicos importantes, entre los que
destacan su actividad antibacteriana, anti-inflamatoria y anticancerigena
principalmente contra la leucemia mieloide. La cascara de la naranja (Citrus sinensis)
es una fuente significativa del flavonoide hesperidina, razén por la cual puede ser
aprovechada para extraer este importante compuesto. Actualmente, cuando se
consume un fruto citrico como la naranja, toronja, lima y limon, la cascara no es
utilizada, lo que representa un desecho de aproximadamente el 62 % del fruto. En la
actualidad, existe una imperante necesidad de aprovechar y reutilizar los recursos
naturales al maximo con los objetivos principales de disminuir los costos de
produccion y el impacto ambiental provocado por la explotacion de estos. En el
presente trabajo, se aprovechd la cadscara de naranja (Citrus sinensis) para extraer,
mediante un método verde (extraccion asistida por ultrasonido), a la hesperidina, de
la cual se obtuvo un rendimiento de 432.9+18.9 pg por gramo de albedo. La
hesperidina se us6 como materia prima para obtener, por medio de semisintes,
moléculas con efecto farmacologico comprobado: hesperetina, diosmina y
diosmetina. Para estas transformaciones, se obtuvo un porcentaje de conversion del
99 %. Cada una de las reacciones fue monitoreada por HPLC-DAD Yy los productos
fueron caracterizados mediante RMN, lo que permitié confirmar la naturaleza quimica
de dichos compuestos. A partir de la hesperidina y de su aglicona, la hesperetina, se
evaluaron distintas condiciones de reaccion para obtener la chalcona de hesperidina
y la chalcona de hesperetina, respectivamente. Sin embargo, dichas chalconas no
lograron ser sintetizadas.



I. INTRODUCCION

México es uno de los principales paises productores de naranjas a nivel global. A
nivel nacional, su produccién representa el 56.3 % del total de citricos cultivados
anualmente (Ortiz y col., 2023). Sin embargo, sus residuos como cascaras, semillas
y pulpas, suelen estar desaprovechados y si acaso, se usan para alimentacion del
ganado o compostaje, a pesar de que estos subproductos son ricos en fibras
dietéticas, flavonoides, polifenoles, aceites esenciales y polisacéaridos. El uso de
tecnologias que permitan la extraccion de estos compuestos bioactivos es
conveniente para revalorizarlos y darles alguna aplicacion en la quimica medicinal,
ya sea como moléculas puras o como material de partida en reacciones de
semisintesis. La hesperidina es un flavonoide obtenido del albedo de la naranja. Se
obtiene mediante extraccidn etanolica y ha demostrado tener propiedades
farmacoldgicas interesantes. Ademas de ello, puede ser usada como molécula de
partida para la obtencién de otros flavonoides, tales como la diosmina, la hesperetina,
la diosmetina y las chalconas de la hesperidina y de la hesperetina, las cuales
también se han reportado con actividad bioldgica,. Si bien alguna de las reacciones
de semisintesis de estas moléculas ya estan reportadas, se busca obtener la ruta
semisintética mas optimizada en tiempos y concentracién de reactivos para mejorar

la eficiencia y el rendimiento de los productos.



. ANTECEDENTES

[I.1.La naranja

La naranja es un alimento altamente nutritivo, fuente de compuestos
fitoquimicos como la vitamina C, flavonoides y carotenoides, que también le confieren
propiedades antioxidantes (Chanson-Rolle y col., 2016). Es comunmente consumido
fresco, en jugos y mermeladas. Sus subproductos (cascara y semillas) generalmente
se desechan en el medio ambiente, aumentando la cantidad de residuos organicos
en la naturaleza. La industria utiliza estos desechos para la produccion de pectina,
melaza, fibras, aceites y alimentos para animales; sin embargo, estos subproductos
contienen altos niveles de compuestos activos y fitoquimicos como aceites
esenciales, vitamina C, azucares, flavonoides, carotenoides, fibras dietéticas,

polifenoles, entre otros que pueden ser aprovechados (Magbool y col., 2023).

[1.2. El albedo

El albedo (Figura 1), es la capa blanca y esponjosa de los citricos. Este no
solo es una buena fuente de fibra dietética, sino también una fuente de componentes
bioactivos como vitamina C, flavonoides y otros antioxidantes (Escobedo y col.,
2014).

Endocarpo Exocarpo

~— —
—

Albedo

Figura 1. Anatomia de la naranja.



[1.3. Produccién de la naranja en México

La naranja es el citrico mas cultivado en México y Veracruz es el principal
productor a nivel nacional. Este estado cuenta con mas de la mitad de la produccion
total de naranjas con un reparto del 52.1 % en tan solo el primer semestre del afio
2022 (enero a julio), lo cual equivale a 1,861,230 toneladas, seguido de Tamaulipas
con un 20.6 % y San Luis Potosi con un 6.2 %. La produccion total a nivel nacional
en este periodo de tiempo fue de 3,570,135 toneladas, posicionando a México como
el quinto productor a nivel internacional (SADER, 2022).

La produccién de citricos aporta el 2,78 % al Producto Interno Bruto (PIB) agricola
nacional, y la naranja aporta el 1,15 % segun la Secretaria de Agricultura y Desarrollo
Rural (SADER, 2022). Las variedades de naranja cultivadas en México incluyen
Valencia, Navel-lane-late y Navelina. La variedad Valencia es la que mas se produce
(SADER, 2016).

[1.4. Flavonoides

Los flavonoides son metabolitos secundarios de las plantas; estos son
responsables de algunos roles importantes para su supervivencia tales como el
crecimiento, la proteccion contra la luz UV, hongos, y microorganismos o insectos.
También tienen propiedades quelantes, asi como de inhibicibn enzimética y de
proliferacion, induccion de apoptosis, entre otros (Ma y col., 2020). Son una familia
de compuestos naturales conformada por seis grupos: las antocianinas, los
flavonoles, los flavanoles, las flavonas, las isoflavonas y las flavanonas (Panche y
col., 2016). Sin embargo, en los citricos, solo se han encontrado los siguientes cuatro
grupos: flavanonas, flavonas, flavonoles y antocianinas (Barreca y col., 2020). Todas
ellas descienden de un esqueleto basico de 2-fenil-1,4-benzopirona y cada clase se
distingue por caracteristicas quimicas estructurales particulares. Sus
concentraciones varian dependiendo de los factores naturales a los que se ven

expuestos, por lo que es dificil estimar el contenido exacto de flavonoides en los



productos naturales y se manejan por rangos dependiendo de la especie en la que

se encuentren.

Ademas, los flavonoides son moléculas bioactivas que poseen actividades
antioxidantes, antiinflamatorias, anti alergénicas, antifingicas, antimicrobianas,
citotdxicas, hepato-protectoras y antivirales (Ma y col., 2020). Es por ello que se ha
impulsado la investigacion de dichas moléculas, para poder hacer uso de ellas y
optimizar su obtencion. Hostetler y col. (2017) reportan que los flavonoides pueden
prevenir enfermedades mediante tres mecanismos: por su accién en el lumen o
epitelio intestinal, por su accion en los tejidos periféricos y por accién indirecta, por
ejemplo, beneficiando a la microbiota.

Una de las actividades mas relevantes de los flavonoides es mejorar el tono venoso
y la disminucién de la permeabilidad capilar. De hecho, la mayoria de los tratamientos
flebotonicos para estos padecimientos estan hechos de flavonoides micronizados
gue son extraidos de fuentes naturales o se obtienen por semisintesis a partir de
ellos (Steinbruch y col., 2020).

[1.5. Hesperidina

La hesperidina (3,5,7-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucésido) es una flavanona
cuya estructura de aglicona (hesperetina o metil eriodictiol) esta unida a la rutinosa
[6-O-(a-L-ramnopiranosil)-D-glucopiranosal] o] [6-O-(a-L-ramnosil)-D-glucosa],
(Figura 2) (Pyrzynska, 2022). Se encuentra en la cascara de algunos citricos como
el limén, naranja, mandarina, toronja, entre otros (Wdowiak y col., 2022). La
concentracion de hesperidina es alta en Citrus sinensis (15,25 * 8,21 mg/100 g de
peso de fruta fresca) y Citrus reticulate (19,26 + 11,56 mg/100 g de peso de fruta
fresca) (Schluesener & Li, 2016).

La hesperidina tiene un peso molecular de 610.67 g/mol, su punto de fusion va de
258 °C a 262 °C, es muy soluble en piridina, poco soluble en metanol y casi insoluble
en acetona, benceno, cloroformo y agua. Puede formar complejos con metales (Garg
y col., 2001).



La hesperidina exhibe propiedades analgésicas, antiinflamatorias,
antihipercolesterolémicas, antihipertensivas, diuréticas, neuroprotectoras,
anticancerigenas, antimicrobianas, antioxidantes, entre otras (Victor y col. 2020).
Grag y col. (2001) mencionan que la hesperidina modula las poblaciones bacterianas
de la microflora al promover el crecimiento de las bacterias benéficas como son los
filos firmicutes y bacteroidetes. La hesperidina es también importante para la
absorcién y retencion de vitamina C; incluso su deficiencia esta ligada a algunos
padecimientos como debilidad capilar, dolor de extremidades y calambres en las
piernas (Al-Ashaal & El-Sheltawy, 2011). Ademas, es importante mencionar que su
uso es muy seguro debido a que no se acumula y tiene pocos efectos adversos,

incluso puede usarse durante el embarazo (Wdowiak y col., 2022).

Figura 2. Estructura de la hesperidina.

11.5.1. Farmacocinética de la hesperidina

Se sabe que la hesperidina tiene baja solubilidad en agua, baja permeabilidad
de membrana y en consecuencia una biodisponibilidad limitada (menor del 25 %)
(Grag y col., 2001). Tiene una vida media de 6 horas y su biodisponibilidad también
es altamente variable debido a que se hidroliza a su aglicona hesperetina, la cual es
su forma activa por ser la que puede entrar mas facilmente a circulacion sistémica y
ejercer su efecto farmacolégico; también es capaz de cruzar barrera
hematoencefélica y efectuar una actividad neuroprotectora directa (Li y col., 2008).
Ademas, la hesperidina tiene un buen perfil de toxicidad con una dosis letal media
de 4,837.5 mg/kg de peso corporal, de acuerdo con un estudio realizado en ratas
Sprague-Dawley (Liy col., 2019).



[1.5.2. Actividades farmacoldgicas de la hesperidina

Como se ha mencionado, la hesperidina tiene remarcables actividades
biolégicas y farmacolégicas. A continuacién, se mencionan los mecanismos de las

mas importantes.

[1.5.2.1. Actividad cardiovascular

Es usado como farmaco flebotonico en pacientes que sufren de problemas
venosos como fragilidad y permeabilidad capilares. Garg y col. (2001) reportan que
la capacidad que tiene la hesperidina para combatir la fragilidad capilar se debe a su
efecto inhibitorio en la enzima hialuronidasa, cuyo principal papel es el degradar las
moléculas de &cido hialurénico que en esta zona causa permeabilidad y
debilitamiento capilar. Las consecuencias de no tratar estas condiciones son la
aparicion de varices, hipertension, insuficiencia venosa cronica, hemorroides, Ulceras
y moretones (Garg y col., 2001). Actualmente, en el mercado existen medicamentos
a base de hesperidina y otro flavonoide llamado diosmina en una relacién 1:9, entre
sus efectos se encuentran el evitar la distension venosa, disminucion de la sintesis
de prostaglandinas, atrapar radicales libres, regular la actividad del complemento y
mejorar el drenaje linfatico (Nicolaides & Struckman, 1994). En realidad, todos los
efectos antes mencionados estan relacionados, ya que el flavonoide tiene accion
antiinflamatoria debido a la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas PGE2, PGF2-
alfa y tromboxano B, a su vez esto evita que el complemento se active y propicie un
trafico membranal, aumentando la permeabilidad de membrana y ocasionando la
distension venosa. Su efecto antioxidante también evita la activacion de mecanismos
inflamatorios causados por radicales libres, la oxidacion de lipidos de membranay la
fuga de liquido citoplasmatico hacia el espacio intercelular, evitando la formacion de

edemas (Nicolaides & Struckman, 1994).

Asi mismo, Pyrzynska (2022) reporta un efecto cardioprotector, gracias a que baja la
presion diastolica, los niveles de glucosa y el perfil lipidico, que en conjunto reducen

la agregacion plaquetaria y previenen infartos.



[1.5.2.2. Actividad antioxidante

En los flavonoides, la capacidad antioxidante va en funcion de la posicion de
los grupos hidroxilo disponibles. En el caso de la hesperidina, el grupo OH unido al
carbono de la posiciéon 3" es importante para dicha actividad (Choi y col., 2022). Se
reporta una actividad antioxidante “moderada” de un 36.65 % contra el radical DPPH

en comparacion con el 99.33 % de la vitamina C (Al-Ashaal & El-Sheltawy, 2011).

La actividad antioxidante de la hesperidina funciona mediante dos mecanismos, el
directo que es atrapando radicales libres, e indirectamente inhibiendo enzimas
prooxidantes, aumentando la accion de las enzimas antioxidantes (catalasa y
superoxido dismutasa) y quelando metales de transicion reactivos. Con respecto a
este Ultimo punto, se ha reportado que la hesperidina tiene mayor potencial para
quelar el hierro que la deferoxamina, un farmaco con el nombre comercial “Desferin”

gue se prescribe como quelante para el hierro excedente (Pyrzynska, 2022).

11.5.2.3. Efectos neuroprotectores

Los flavonoides como la hesperidina y su aglicona tienen efectos
neuroprotectores, por su ya mencionada actividad antioxidante, antiinflamatoria, la
capacidad de mejorar el flujo sanguineo y la facilidad que tienen de atravesar la
barrera hematoencefélica. Entre sus efectos, se resalta una mejora en enfermedades
como el Parkinson y el Alzheimer cuando se administra como tratamiento in vivo e in

vitro en células de neuroblastoma SK-N-SH (Roohbakhsh y col.,2014).

Asi mismo, Huang y col. (2012) reportan que una deficiencia de flavonoides se ha
relacionado con la demencia y el Alzheimer. La agregacion de beta amiloides en esta
enfermedad desregula el metabolismo de la glucosa en las células neuronales,
debido a que se acumulan en sus transportadores y en los receptores de insulina,
dafando la sinapsis y promoviendo la autofagia; la hesperidina y hesperetina
mejoran el metabolismo de la glucosa ejerciendo un efecto neuroprotector al evitar
acumulacion de beta amiloides, ademas de que su actividad antioxidante regula la

neurotoxicidad generada por los radicales libres y el peroxido de hidrégeno generado

7



por el estrés celular. La hesperetina tiene incluso mayores efectos neuroprotectores
gue la hesperidina de acuerdo con lo observado en células corticales de rata (Cho,
2006).

Asi mismo, es importante mencionar que se ha reportado que la hesperidina tiene
efectos antidepresivos mediados por la activacion del receptor 5-HTia

serotoninérgico (Roohbakhsh y col., 2014).

II.6. Hesperetina

La hesperetina (Figura 3), como se mencioné en el punto 2.5, es la aglicona de
la hesperidina, por lo tanto, pertenece también a las flavanonas. Si bien puede
obtenerse mediante semisintesis, la hesperetina aparece en el plasma 3 horas
después de haber ingerido hesperidina (Pyrzynska, 2022), ya que la microbiota
intestinal la produce mediante catalisis enzimatica usando la enzima a-rhamnosidasa
secretada principalmente por Bifidobacterium pseudocatenultum (Wdowiak y col.,
2022). Tiene las mismas propiedades bioactivas que la hesperidina e incluso con
mejores resultados gracias a que se absorbe y metaboliza méas facilmente.

La hesperetina destaca en el tratamiento de dislipidemias. Wilcox y col. (2001)
reportaron que la hesperetina puede disminuir hasta en un 74 % la secrecion de ApoB
(lipoproteina que transporta colesterol LDL, VLDL e IDL) en la linea celular HepG2 y
una disminucion del 84 % en la esterificacion del colesterol. También, se ha reportado
gue la hesperetina mejora la salud ésea por su actividad osteoblastica (formacion de
hueso) al aumentar los marcadores osteogénicos BMP-2, BMP-4, Runx2 (Ortiz y col.,
2022).
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Figura 3. Estructura quimica de la hesperetina.

[1.7.Diosmina

La diosmina (3',5,7-trihidroxi-4' -metoxiflavona-7-rutinésido) cuya estructura se
observa en la Figura 4, es un glucésido de flavona obtenido de frutos citricos (Victor
y col., 2020). Se ha reportado que tiene propiedades bioactivas, por lo que resulta de
gran interés para su aplicacion terapéutica, sobre todo se ha destacado por ser
tratamiento para hemorroides, Ulceras venosas (varices), insuficiencia venosay otros
problemas circulatorios (Zaragoza y col., 2021). La diosmina actlia en sinergia con la
hesperidina para el tratamiento de dichos desérdenes venosos y puede encontrarse

disponible en algunas farmacias con el nombre de Daflon o su version genérica.

Ademas de ello, la diosmina tiene otras actividades farmacolégicas como
antiinflamatoria, antioxidante, antidiabético, anticancerigena, proteccion hepética,
neuroprotectora, renoprotectora y proteccion retinal (Zheng y col., 2022). Si bien
muchos de estos estudios se han llevado a cabo de forma experimental en ratas,
ratones e in vitro, no deja de ser un buen candidato a farmaco para tratamiento de
diversas patologias. Ademas, tiene un buen perfil toxicolégico que lo posiciona como

un tratamiento seguro y efectivo (Huwait & Mobashir, 2022).

Farmacologicamente hablando, la diosmina no se absorbe facilmente, al consumirse
se hidroliza a diosmetina (su aglicona) por medio de las enzimas a-glucosidasa y -
glucosidasa para su posterior absorcion (Russo, Chandradhara & De Tommasi,
2018).



Figura 4. Estructura quimica de la diosmina.

[1.8. Diosmetina

La diosmetina (3', 5, 7-trihidroxi-4'-metoxiflavona) es la aglicona del glucésido
flavonoide diosmina, que se puede encontrar en especies de citricos y hojas de olivo
(Meirinhos y col., 2005). Se ha reportado que la diosmetina (Figura 5) posee
diferentes  propiedades biolégicas, como actividades anticancerigenas,
antimicrobianas, antioxidantes y antiinflamatorias. Se ha demostrado que la
diosmetina tiene un potente efecto antiproliferativo en células tumorales, incluidas las
células de cancer de mama MDA-MB 468, en células de carcinoma de cuello uterino

y en células de carcinoma hepatocelular HepG2 (Choi y col., 2019).

Actualmente, no hay una fuente natural de la que se puedan obtener buenos
rendimientos de diosmetina, y de acuerdo con el indice de precios promedio de los
Estados Unidos, el precio de este compuesto es de $3,337 ddlares por kilogramo,
mientras que al hacerlo por semisintesis se obtienen buenos rendimientos con
precios de $3 doélares por kilogramo partiendo de otros flavonoides como la
hesperidina (Victor y col., 2020).
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Figura 5. Estructura quimica de la diosmetina.

[1.9. Chalcona de hesperidina

El nombre chalcona proviene del griego chalkos que significa “bronce”. Estas
moléculas fueron nombradas asi por el color que presentan. Son estructuras
prioritarias en la quimica medicinal por ser la Unica familia de flavonoides que carece
del anillo C heterociclico y por ser precursores intermediarios de todos los demas
flavonoides. La estructura de las chalconas se encuentra en un gran numero de
productos naturales y la mayoria poseen actividades bioldgicas, entre las que se
destacan estrogénicas, antifingicas, antibacterianas, antivirales y antiinflamatorias
(Le Bail y col., 2001).

Las chalconas tienen un esqueleto general de 1,3-diaril-2-propen-1-ona que pueden
ser cis o trans (Zhuang y col., 2017); son consideradas fitoestrogenos por ser
estructuralmente similares a los estrégenos y andrégenos. Tienen la capacidad de
pasar membranas celulares y de interaccionar con receptores y enzimas como el
receptor de estrogenos, la aromatasa y la 173-hidroxiesteroide deshidrogenasa,
todos ellos involucrados en la biosintesis de las hormonas esteroideas (Le Bail y col.,
2001).

La dihidrochalcona de hesperidina (Figura 6) tiene propiedades vasoprotectoras,
antioxidantes, analgésicas y antiinflamatorias. Ademas, se encuentra presente en la

industria alimentaria como un edulcorante semisintético bajo en calorias con un
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poder endulzante aproximadamente 1500 veces mayor que la sacarosa y con un

valor caldrico menor a 0.002 kcal/g (Ortiz y col., 2022).

HO OH
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0
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H()&W :
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Figura 6. Estructura quimica de la dihidrochalcona de hesperidina.

La chalcona de hesperidina es méas soluble en agua que la hesperidina, lo cual
incrementa su biodisponibilidad, estabilidad metabdlica y puede ser mejor absorbida
por los tejidos diana. Cuando se encuentra metilada como hesperidina metil chalcona
(Figura 7), es incluso aiin mas soluble y sigue siendo tan segura como la hesperidina
a dosis altas y exposicion prolongada segun lo reportado por Bussmann 'y col. (2022).
Se ha demostrado que la hesperidina metil chalcona es una excelente alternativa
antiinflamatoria ante los AINES que causan dafio renal por uso prolongado, pues

tiene efectos antiinflamatorios y nefroprotectores. En cuanto a sus mecanismos
antiinflamatorios, actua al inhibir la transcripcién del factor nuclear proinflamatorio kB

(NFkB) y otras citocinas proinflamatorias, mediante la induccion de la citocina
antiinflamatoria IL-10 y la induccion del factor nuclear eritroide 2 (Nrf2), una proteina
gue controla la expresion de genes citoprotectores contra el dafio causado por los
radicales libres y activando una respuesta antioxidante (Bussmann y col., 2022).
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Figura 7. Estructura de la metil chalcona de hesperidina.
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II. OBJETIVOS

.1. Objetivo general

Realizar la semisintesis de los flavonoides diosmetina, hesperetina, diosmina,

chalcona de hesperidina y chalcona de hesperetina a partir de la hesperidina

extraida de la cascara de naranja (Citrus sinensis).

l.2. Objetivos particulares

e Obtener el flavonoide hesperidina a partir del albedo de la cascara de

naranja (Citrus sinensis) mediante extraccion asistida por ultrasonido.

e Realizar la semisintesis de la flavona hesperetina a partir de la

hesperidina mediante hidrdlisis acida.

¢ Realizar la sintesis parcial de diosmina y diosmetina mediante una

reaccion de oxidacion a partir de hesperidina y hesperetina,

respectivamente.

e Realizar la semisintesis de la chalcona de hesperidina y la chalcona de
hesperetina mediante una catalisis basica a partir de hesperidina 'y
hesperetina, respectivamente.

e Efectuar la caracterizacion de los productos obtenidos por medio de

espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN).
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IV. METODOLOGIA

V.1 Extraccion de la hesperidina a partir de la cascara de naranja

A partir de los residuos de la cdscara de naranja se separ6 el albedo (parte blanca)
del flavedo (parte exterior). El albedo se cortoé en pequefios trozos de alrededor de 5
mm. La extraccion se realizé con un equipo de ultrasonido de la marca Branson y se
mantuvo la temperatura constante a 35 °C. Se utilizaron 6.5 g de albedo y 43 ml de
etanol en una primera extraccion de 5 minutos, se recupero el disolvente y se efectué
una segunda extraccion con 13 ml mas durante otros 5 minutos (Martinez y col.,
2022).

Los extractos obtenidos se juntaron y fueron analizados y cuantificados mediante
HPLC.

IV.2. Analisis y cuantificacién de la hesperidina extraida y de los

flavonoides sintetizados mediante HPLC-DAD

El analisis y la cuantificacion de la hesperidina extraida se realizé mediante HPLC
acoplado a un detector de arreglo de diodos (DAD). Para este analisis, se utiliz6 como
fase estacionaria una columna Cis (150 x 4.6 mm, 5 um) y como fase movil un
gradiente de agua acidulada con &cido acético (0.0125N), con acetonitrilo, a un flujo
de 1 ml/min (Tabla 1) (Martinez y col., 2022). Para la cuantificacion de la hesperidina
extraida, se prepar6 una curva de calibracidon por estandar externo con un estandar

comercial de hesperidina, usando las siguientes concentraciones: 15, 75, 125y 175

pg/ml.

Para cada una de las transformaciones realizadas, se determind su porcentaje de

conversion siguiendo el método cromatografico descrito.
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Tabla 1. Gradiente de la fase movil.

AGUA
TIEMPO FLUJO | ACIDULADA | CHaCN (%)
(minutos) (ml/min) (%)
0 1 95 5
2 1 95 5
5 1 85 15
20 1 50 50
25 1 95 5
35 1 95 5
IV.3. Transformacion de hesperidina a hesperetina (reaccioén de hidrdlisis)

En un matraz bola de 25 ml, se colocaron 0.25 mmoles de hesperidina y se
adicionaron 10 ml de una disolucién acuosa de acido sulfdrico (1.5 N). La mezcla se
calent6 a 90 °C durante 3 horas. Transcurrido este tiempo, se detuvo la agitacion y
se dejo a temperatura ambiente. Posteriormente, se le adicionaron 20 ml de una
disolucién saturada de bicarbonato de sodio. Finalmente, se extrajo la fase organica
con tres lavados de 5 ml de acetato de etilo cada uno; la fase organica se concentré

al vacio con ayuda de un rota-evaporador (Martinez y col., 2022).

V.4, Transformacion de hesperidina a diosmina

En un matraz bola de 25 ml limpio, seco y provisto de un agitador magnético, se
colocaron 0.25 mmoles de hesperidina, 0.25 mmoles de yodo y 5 ml de piridina. Esta
mezcla se agitd y se calenté a 95 °C durante 24 horas. Posteriormente, se le
afiadieron 50 mg de metabisulfito de sodio disuelto en 5 ml de agua y 5 ml de acido
clorhidrico al 1 %. Por ultimo, la diosmina se extrajo con tres lavados de 5 ml de
acetato de etilo. La fase organica se evapor6 con ayuda de un evaporador rotatorio
(Victor y col., 2020).

IV.5. Transformacion de hesperetina a diosmetina

En un matraz bola de 25 ml limpio, en condiciones anhidras y provisto de un agitador
magnético, se colocaron 0.25 mmoles de hesperetina, 0.25 mmoles de yodo y 5 ml
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de piridina. Esta mezcla se agito y se calento a 95 °C durante 24 horas.
Posteriormente, se afiadieron 50 mg de metabisulfito de sodio disuelto en 5 ml de
agua y 5 ml de &cido clorhidrico al 1 %. Por ultimo, la diosmetina se extrajo con tres
lavados de 5 ml de acetato de etilo. La fase organica se evaporé con ayuda de un

evaporador rotatorio (Victor y col., 2020).

IV.6. Transformacion de hesperidina a chalcona de hesperidina

En un matraz bola de 25 ml limpio, seco y provisto de un agitador magnético, se
colocaron 0.25 mmoles de hesperidina'y 10 mmoles de hidréxido de sodio. Se usaron
agua y metanol en una relacién 1:1 como disolventes. Esta mezcla se agitd y se
calentd a 40 °C durante 10 min. Transcurrido este tiempo se detuvo la agitacién y se
dej6 atemperar (Le Bail y col., 2001). Posteriormente, se le adicionaron 20 ml de una
disolucién de acido citrico 10 mmol para neutralizar. Finalmente, se extrajo la fase
organica con tres lavados de 5 ml acetato de etilo cada uno; la fase organica se

concentro6 al vacio con ayuda de un rota-evaporador.

IvV.7. Transformacion de hesperetina a chalcona de hesperetina

En un matraz bola de 25 ml limpio, seco y provisto de un agitador magnético, se
colocaron 0.25 mmoles de hesperetina y 10 mmoles de hidréxido de sodio. Se usaron
agua y propilenglicol en una relacién 1:1 como disolventes. Esta mezcla se agité y
se calento a 40 °C durante 10 min. Transcurrido este tiempo se detuvo la agitacion y
se dejo atemperar a temperatura ambiente (Le Bail y col., 2001). Posteriormente, se
le adicionaron 20 ml de una disolucion de &cido acético glacial 10 mmol para
neutralizar. Finalmente, se extrajo la fase organica con tres lavados de 5 ml de
acetato de etilo cada uno; la fase organica se concentro al vacié con ayuda de un

rota-evaporador.

IV.8. Caracterizacion estructural mediante RMN

La caracterizacion quimica de los flavonoides extraidos y sintetizados se realizo

utilizando un espectrémetro de resonancia magnética nuclear (RMN) de 500 MHz.
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Para este analisis, se pesaron 15 mg del compuesto a caracterizar y se disolvieron
en 0.6 ml de piridina o de metanol deuterados. La mezcla se coloc6 en un tubo para
RMN vy se registraron sus espectros unidimensionales de *H, 13C y APT, asi como
los espectros bidimensionales en modalidad COSY, HSQC y HMBC (Martinez y col.,
2022).
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V. RESULTADOS

V.1.Extraccion de la hesperidina del albedo de la cascara de naranja

La hesperidina fue extraida del albedo de la naranja por medio de ultrasonido. La
cuantificacion de este compuesto se elabor6 usando una curva de calibracion
obtenida mediante HPLC (Figura 8).
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Figura 8. Curva de calibracion de la hesperidina.

A través de la extraccién asistida por ultrasonido se obtuvieron 432.9 + 18.9 ug de
hesperidina por cada gramo de albedo fresco. La cantidad de hesperidina por

muestra se observa en la Tabla 2.
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Tabla 2. Cuantificacion de la hesperidina extraida a partir del albedo de naranja.

Muestras Area bajo Cantidad Cantidad (ug/g de
la curva (ug/mil) albedo)
1 1229304 58.83 452.6
3 1182380 56.04 431.1
4 1146704 53.92 414.8
Promedio 432.9
Desviacion estandar 18.9

En la Figura 9, se aprecia un cromatograma representativo de las muestras extraidas
donde se observa un solo pico con un tiempo de retencion de 14.24 minutos y su

espectro de UV con un maximo de absorcién de 284.3 nm.
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Figura 9. Cromatograma de la hesperidina extraida del albedo de la cascara de

naranja.

Se caracteriz6 a la hesperidina mediante RMN. En el espectro de H* (Figura 10) las
sefales correspondientes a los hidrogenos unidos a los carbonos en las posiciones
2,3 (ayb), 6y 8son las sefales caracteristicas de las flavanonas. Los protones en
el C-3 generan dos sefiales (a y b) debido a que ambos son adyacentes a un carbono
quiral. En la estructura de la hesperidina destaca la sefial de los hidrégenos unidos
al metoxilo (OCH3) que se observa como un singulete y que integra para tres
hidrogenos. También se observa entre 4.0 y 5.5 ppm los picos correspondientes a
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los hidrogenos de los azucares (sefiales etiquetadas por los niumeros en color verde

”n

y azul), a excepcion de la sefal 6™ que por ser un CHs se encuentra en el campo
mas alto entre 0. 7 y 1.5 ppm. Las sefiales de los hidrégenos C-1" y C-1"" se
encuentran ligeramente desplazadas a campo bajo por estar adyacentes a dos

oxigenos.
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Figura 10. Espectro de RMN de H! (500 MHz, piridina-ds) de la hesperidina.

En cuanto al espectro de '3C (Figura 11), la sefial C-4 cercana a 200 ppm es
caracteristica del grupo carbonilo. Las sefiales de los azlcares se encuentran entre
65 y 85 ppm por haber un enlace carbono-oxigeno, a excepcion de los C-1"y 1”” que
se encuentran ligeramente desplazados a campo bajo por ser doblemente

oxigenados; y del C- 6" que por ser un CHs se encuentra a campo alto con una sefal
cercana a los 18 ppm. Normalmente los aromaticos aparecen entre 110 y 140 ppm;
sin embargo, en la hesperidina sus sefiales aparecen entre 95 y 170 ppm, esta

diferencia en desplazamiento se debe a que los carbonos 5,7 y 9 no solo son
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aromaticos, sino que también se encuentran adyacentes a oxigeno. La sefal del

metoxilo se encuentra cercana a las 55 ppm.
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Figura 11. Espectro de RMN de 3C (500 MHz, piridina-ds) de la hesperidina.

V.2.0btencién de hesperetina a partir de hesperidina

La hesperetina es la aglicona de la hesperidina, es decir, posee su misma estructura
sin los dos azlcares que van unidos a ella mediante un enlace O-glucosidico, que,
por ser un éter, puede romperse mediante hidrélisis acida. En el Esquema 1, se
representa la reaccion; en la parte superior se encuentra la hesperidina con sus dos
azucares en rojo y en la parte inferior se muestra la hesperetina con un hidroxilo color

rojo en la posicién donde anteriormente se encontraban los azlcares.
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Esquema 1. Obtencion de hesperetina mediante la hidrdélisis de la hesperidina.

Se realizaron varios experimentos para encontrar las mejores condiciones de
hidrdlisis. Todos los experimentos se llevaron a cabo a una temperatura de 100 °C,
por 3 horas y usando acido sulftrico 1.5 N; lo que se evalud en las distintas pruebas

fue el disolvente utilizado como se observa en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de hidrdlisis para la obtencion de hesperetina.

. ) H2S04 Tiempo de Rendimiento
Experimento Disolvente _,
[N] reaccion (h) (%)
1 Agua 15 3 SR
2 Agua 15 3 SR
3 Metanol 15 3 SR
Propilenglicol/agua
4 P 5_4 J 15 3 100 %

SR = sin reaccioén
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El calor de reaccion aumenta la solubilidad de la hesperidina en agua y en metanol;
sin embargo, no es suficiente para que pueda reaccionar con el acido y se lleve a
cabo la hidrolisis de los azlcares. La mejor condicion para esta reaccion se encontro
al usar como disolvente la mezcla propilenglicol con agua en una proporcién 6:4, ya
gue la hesperidina es muy soluble en éste (Garg y col., 2001). El producto de la
reaccion de hidrolisis se analizé mediante HPLC con las condiciones descritas en la
metodologia (Ver punto 1V.2) y se compardé su tiempo de retencion (19.6 min) con un
estandar comercial de hesperetina. El rendimiento obtenido de la hidrdlisis acida de
la hesperidina fue del 100 %. En la Figura 12 puede observarse el cromatograma con
un solo pico a un tiempo de retencién de 19.68 minutos y el espectro UV-vis muestra
que dicho compuesto posee una longitud de onda de méaxima absorbancia de 288
nm; la diferencia encontrada con respecto al tiempo de retencidén de la materia prima
y el producto es indicativa de que hubo una transformacion quimica, pues la

hesperidina eluye a los 14.24 minutos (Figura 9).
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Figura 12. Cromatograma y espectro UV-Vis de la hesperetina obtenida a partir de

hesperidina.

Para corroborar la identidad del producto, la hesperetina fue caracterizada mediante
espectroscopia de RMN. La Figura 13 muestra su espectro de proton H?, si lo
comparamos con el espectro H! de la hesperidina (Figura 10), se observa muy similar

con la excepcion de que carece de las sefiales correspondientes a sus azlcares.

Entre 5.8 y 7 ppm aparecen los hidrégenos de los aroméaticos. El hidrégeno del C2

aparece como un doble de dobles cercano a 5.4 ppm. Los hidrogenos del C3 (ay b)
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se muestran como 2 sefiales por estar adyacentes a un carbono quiral y el metoxilo

se encuentra alrededor de 3.9.
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Figura 13. Espectro de RMN de H! (500 MHz, piridina-ds) de la hesperetina.

En la Figura 14, puede apreciarse el espectro de 3C de la hesperetina. En él, se
destaca el C4 perteneciente al grupo carbonilo, ubicado en el campo mas bajo del
espectro. Los carbonos aromaticos se encuentran normalmente entre 110y 160 ppm,
sin embargo, en este espectro el rango se extiende ligeramente a 100-170 ppm
debido a la presencia de oxigeno en la molécula que desplazan las sefiales a campo
bajo. La sefial del metino (C2) se observa cercana a 80 ppm y la del metileno (C3)
aparece en la region del campo mas-alto del espectro, alrededor de 45 ppm. La sefial

del metoxilo se encuentra en 55 ppm, tipica de un carbono monooxigenado.
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Figura 14. Espectro de RMN de *3C (500 MHz, piridina-ds) de la hesperetina.

V.3.0btencién de diosmina a partir de hesperidina

También se logré obtener la diosmina a partir de la oxidacion de la hesperidina. Se
eligi6 yodo como reactivo por ser altamente oxidante y relativamente facil de
manipular por encontrarse en estado solido a diferencia de los otros hal6genos. La
piridina se utiliz6 como disolvente por dos razones principales: la primera razén es
que por ser una base organica, ayuda a que ocurra la reaccion de
deshidrohalogenacion (Lépez, 2021), la segunda razén y la mas importante, es que
la hesperidina es altamente soluble en ella.

La diosmina tiene una estructura muy similar a la hesperidina, salvo que tiene un

doble enlace entre el carbono 2 y el 3 en el anillo C (Esquema 2).
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Esquema 2. Sintesis de diosmina a partir de hesperidina.

Para lograr la semisintesis de este compuesto, se realizaron los experimentos
mostrados en la Tabla 4. En ambos casos se utilizé yodo (I2) como oxidante disuelto
en piridina y la temperatura a la cual ocurrio la reaccién fue a 95 °C. La diferencia en
rendimiento pudo haberse debido a una ligera presencia de agua en el experimento

ndmero 1, pues esta reaccion debe realizarse en condiciones anhidras.

Tabla 4. Condiciones de reaccion para la obtencion de diosmina.

Tiempo de Conversion

Experimento Disolvente

reaccion (h) (%)
1 Piridina 24 h 75 %
2 Piridina 24 h 100 %
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El avance de cada una de las reacciones realizadas en este trabajo se siguio
mediante HPLC. En la Figura 15, se aprecia el cromatograma donde se observa un

pico con un tiempo de retencion de 14.1 minutos.

0.00 1.00 2.00 300 400 5.00 .00 7.00 8.00 900 1000 11,00 1200 1300 1400 1500 1600 17.00 1800 19.00 20.00 2100 2200 2300 2400 25.0¢
16.0244 Minutes, 0.02483 AU Minutes

Figura 15. Cromatogama y espectro UV-Vis de la diosmina obtenida a partir de la

hesperidina.

Cabe resaltar que, debido a la similitud estructural de ambas moléculas (diosmina y
hesperidina) y por ende una polaridad similar, su tiempo de retencion en el analisis
cromatografico (14.12 minutos) es muy cercano y puede confundirse con el de la
hesperidina que es de 14.2 minutos. Sin embargo, esta posible confusiéon en cuanto
al tiempo de retencion puede ser resuelta al obtener el espectro de UV-Vis para cada
pico cromatogréfico. La Figura 16 muestra los espectros de ambas moléculas. En
ella, puede apreciarse que la hesperidina posee una Amax. de 284.3 nm, mientras que
la diosmina presenta un efecto batocrémico con una Amax. de 347.2 nm; este

desplazamiento es consecuencia de aumentar la conjugacion.
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Figura 16. Espectros UV-vis de la hesperidina y la diosmina.

Para confirmar que el producto de reaccion fuera diosmina, se realizO su
caracterizaciéon mediante RMN. En la Figura 17 se muestra el espectro de H. A
diferencia de la hesperidina (Figura 10), la diosmina carece de la sefial del hidrogeno
unido al C-2 debido a que su estructura es de una flavona. De igual forma, se observa
una sola sefal arilica a 6.8 ppm para el hidrogeno del C-3, mientras que en la
hesperidina se observaban dos sefiales de los hidrogenos diastereotédpicos. El pico
del metoxilo se encuentraa 3.8 ppm y las sefiales de los azlcares entre 4 y 6 ppm.

Los hidrégenos aromaticos se muestran entre 6.8 y 8 ppm.
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Figura 17. Espectro de RMN de H! (500 MHz, piridina-ds) de la diosmina.

En cuanto al espectro 3C (Figura 18), las sefiales que cambian con respecto al de la
hesperidina (Figura 11) son las del carbono 2 y 3 que se desplazan de 78 y 42 ppm,
a campo mas bajo hacia 165 y 105 respectivamente, ya que, ahora se encuentran

dentro de un sistema de dobles enlaces conjugados.

El resto de las sefiales tienen un comportamiento muy similar, resaltando la
presencia de azucares entre 65 y 80 ppm, las sefiales de los arométicos entre 85y

165 ppm, el carbonilo a 184 ppm y el metoxilo cercano a 55 ppm.
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Figura 18. Espectro de RMN de 3C (500 MHz, piridina-ds) de la diosmina.

Se incluy6 también un espectro bidimensional HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Coherence) (Figura 19). En él, se resaltan dos sefiales, la del C6”"" y la del metoxilo.
Para la del C6”"", podemos observar el punto de convergencia entre el carbono que
se encuentra en el eje y a 18 ppm y sus hidrégenos en el eje x (f2) alrededor de 1.6
ppm; ambas se muestran como lineas color azules. En el caso del metoxilo, el punto
de interseccion se da entre la sefial del carbono cercano a 55 ppm encontrado en el

eje y (f1), y su hidrégeno en el eje x a 3.8 ppm, como lo muestran las lineas negras.
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Figura 19. Espectro de RMN bidimensional HSQC (500 MHz, piridina-ds) de la

diosmina.
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V.4.0btencion de diosmetina a partir de hesperetina

La metodologia para la sintesis de diosmetina es muy similar a la de la diosmina, a
excepcion de que su precursor es la hesperetina. EI esquema 3 representa la
reaccion y en €l se observa que los carbonos 2 y 3 de la hesperetina sufren una

oxidacion, dando lugar a un doble enlace que se observa en color rojo.

<Iocrl3
HO O_ .
OH

H

Hesperetina

l2 Py
OCH,
HO O o O oH
OH O
Diosmetina

Esquema 3. Sintesis de diosmetina a partir de hesperetina.

Para la obtencion de diosmetina se uso también yodo (I2) como oxidante y piridina
como disolvente. Derivado de los resultados positivos obtenidos en la semisintesis
de la diosmina, se utilizo el mismo tiempo de reaccion (24 horas) (Tabla 5), para la
cual se obtuvo un porcentaje de conversiéon del 100 %. Con la intensién de optimizar
el tiempo de reaccion, se evaluaron otras condiciones con menor tiempo: 16 y 12
horas. Sin embargo, el porcentaje de conversion disminuyé conforme lo hizo el

tiempo de la reaccion (Tabla 5).
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Tabla 5. Condiciones de reaccion para la obtencion de diosmetina.

Tiempo de Rendimiento

Experimento Disolvente

reaccion (h)* (%)
1 Piridina 24 h 100 %
2 Piridina 16 h 70 %
3 Piridina 12 h 30 %

*Todas las reacciones se llevaron a cabo a una temperatura de 95 °C.

Para confirmar que se hubiese obtenido diosmetina se analiz6 mediante HPLC. El
cromatograma de la Figura 20 muestra un pico a los 20.12 minutos y al extraer su
espectro UV-Vis se observa un valor de Amax de 344.1 nm. Al realizar el analisis
comparativo entre la hesperetina, la cual tiene un tiempo de retencién similar (19.68
min) y una Amax a 288 nm, contra la diosmetina se comprob6 que, aunque poseen un
tiempo de retencidbn muy cercano, el desplazamiento batocromico producto de la

oxidacion comprueba que se transformé toda la materia prima.
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Figura 20. Cromatogama y espectro UV-Vis de la diosmetina obtenida a partir de la

hesperetina.
El compuesto obtenido de esta transformacién también fue caracterizado por RMN.

La Figura 21 muestra el espectro H*. En él, se muestran las sefiales de los aromaticos
entre 6.5y 8 ppm, mientras que el grupo metoxilo aparece alrededor de 3.8 ppm. Los

valores de los desplazamientos son practicamente iguales a los que presenta la
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Figura 21. Espectro de RMN de H! (500 MHz, piridina-ds) de la diosmetina.

T T T
9.0 8.5 8.0 7.

diosmina (Figura 16); sin embargo, la diosmetina carece de las sefales de los
azucares.

El espectro de 3C se muestra en la Figura 22. De éste, se puede recalcar que el
carbono 2 aparece a campo bajo muy cercano a los carbonos 5, 7, 9, 4’y 3"; pues
todos ellos comparten un ambiente quimico similar por estar dentro de un sistema
conjugado y adyacentes a oxigenos. El resto de las sefiales pertenecen a los
carbonos de los bencenos, a excepcion de la sefial del OCHs, y la sefial del C-4 que
se encuentran en extremos opuestos, la primera a campo alto por ser un metilo y la

segunda a campo bajo por pertenecer a un carbono carbonilico.
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Figura 22. Espectro de RMN de *3C (500 MHz, piridina-ds) de la diosmetina.

Para corroborar la identidad de los hidrégenos, se usd un espectro bidimensional
HMBC (Heteronuclear Mutiple Bond Correlation) (Figura 23). El C-4 resaltado en el
eje y nos proporciona informacién sobre los hidrégenos que estan cercanos a €ly las
lineas negras muestran los puntos de interseccién entre el carbono y los hidrégenos
gue se encuentran a 2 y 3 enlaces de distancia. El hidrogeno 2" pertenece a un
aromatico, se encuentra a tres enlaces de distancia y a campo mas bajo (cercano a
7.8 ppm) por ser el més cercano a un hidroxilo. El H-5" esta enlazado a un aromético,
se encuentra a dos enlaces de distancia y se desplaza ligeramente (alrededor de 7.6
ppm) por ser también cercano al oxigeno del metoxilo; el H-6" esta a 3 enlaces de
distancia, es aromatico y se observa cercano a 7 ppm; finalmente, los hidrégenos del
metoxilo se encuentran en el campo mas alto del espectro de H! a 3.8 ppmy a 2
enlaces de distancia del C-4".

Otro carbono representativo del HMBC es el C-4, encontrado en el eje y, y facilmente

identificable por la sefial representativa del carbonilo. Este nos proporciona la
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informacion unicamente del H-3, debido a que es el Unico cercano a él. La linea azul

muestra la interseccion entre el carbono y el hidrogeno.
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Figura 23. Espectro de RMN bidimensional HMBC (500 MHz, piridina-ds) de la

diosmetina.

V.5.Mejor ruta para la obtencién de diosmetina

A partir de las distintas reacciones llevadas a cabo (hidrélisis y oxidacion) es
importante mencionar cual es la ruta Optima para lograr la semisintesis de la
diosmetina (Esquema 4). Analizando la ruta A (via diosmina), se encontré que el
rendimiento global es el mismo que cuando se sigue la ruta B (via hesperetina),
siendo del 99 %. En ese sentido, es indistinto iniciar con la hidrdlisis de la hesperidina
gue primero llevar a cabo la oxidacion, seguida de la hidrélisis y/o una oxidaciéon
consecutiva. Sin embargo, se puede destacar que, de manera experimental, es mas
facil tratar con la hesperetina que con la hesperidina, por la susceptibilidad que tiene

ésta a hidrolizarse. En ese sentido, es mas accesible seguir la ruta B.
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Esquema 4. Rutas para la obtencion de diosmetina.

V.6.0btencién de las chalconas de hesperidina y hesperetina

Las chalconas son derivados de flavonoides ya que no poseen el anillo C. En este
trabajo, se realizaron distintas pruebas para sintetizar la chalcona de hesperidina y
la de hesperetina a partir de hesperidina y hesperetina respectivamente. Para dichas
transformaciones, se usaron distintas bases (Esquema 5). Sin embargo, no fue
posible obtener las chalconas a pesar de haber evaluado distintas condiciones de

reaccion.
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Esquema 5. Esquema de obtencién de chalconas de hesperidina y hesperetina.

La Tabla 6 muestra las distintas condiciones de reaccién que fueron evaluadas para

obtener la chalcona de hesperidina. En la Tabla 7, se muestran las condiciones para

la obtencion de la chalcona de hesperetina. Como se observa en ambas tablas, se

hizo un disefio experimental en el que se vario la base usada, la concentracion de la

base, el disolvente, la temperatura y el tiempo. Sin embargo, en ninguna de estas,

se obtuvo un resultado exitoso.
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Tabla 6. Condiciones de reaccion para la obtencion de la chalcona de hesperidina.

: i : T° Tiempo
Experimento Base Concentracion Disolvente (°C) (horas)
1 NaOH 0.5 mmol Agua, etanol 1:1 90 0.5
Agua,
2 propilenglicol
NaOH 0.5 mmol 1:1 130 1
Agua,
3 propilenglicol
NaOH 0.5 mmol 1:1 130 2
4 NaOH 10 mmol Sin disolvente 130 1
Agua,
5 propilenglicol
NaOH 10 mmol 1:1 130 2
Agua,
6 propilenglicol
NaOH 10 mmol 1:1 130 4
Agua,
7 propilenglicol
NaOH 5 mmol 1:1 130 16
8 NaOH 01:20 Agua: Metanol 100 2
9 DBU 01:10 Agua: Metanol 100 2
10 NaOH 01:10 Agua: Metanol 40 10 min
11 KOH 01:10 Agua: Etanol 40 10 min

Tabla 7. Condiciones de reaccion para la obtencion de la chalcona de hesperetina.

Experimento Concentracion Disolvente
1 Agua,
NaOH 0.5 mmol propilenglicol 1:1 130 1
5 Agua,
NaOH 10 mmol propilenglicol 1:1 130 4
3 NaOH 01:20 Metanol:Agua 100 16

En las Figuras 24 y 25 se observan algunos cromatogramas de los productos
obtenidos y sus respectivos espectros UV-Vis. En dichos cromatogramas se

observan mayoritariamente la materia prima y el producto de la hidrolisis acida. Los
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demas picos, debido a la baja concentracion inyectada en este analisis, son ruido y

desgaste de la columna cromatografica.
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Figura 24 . Cromatograma de la chalcona de hesperidina, experimento 6 de la Tabla 5.

Tiempo de retencién de hesperidina: 14.24. Tiempo de retencion de hesperetina: 19.68
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Figura 25. Cromatograma de chalcona de hesperetina. Experimento 2 de la Tabla 6.

Tiempo de retencion de hesperidina: 14.24. Tiempo de retencion de hesperetina: 19.68
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VI. CONCLUSIONES

1.

Se logré extraer el flavonoide hesperidina mediante ultrasonido a partir del
albedo fresco de la naranja (Citrus sinensis).

La hesperidina es un precursor de facil acceso para la obtencion de otros
flavonoides relevantes con actividad biolégica comprobada.

Se logro la obtencion de las agliconas de la hesperidina y diosmina mediante
hidrélisis acida. Asimismo, se lograron las semisintesis de la diosmina a partir
de la hesperidina y de la diosmetina a partir de la hesperetina, mediante una
reaccion de oxidacion catalizada con yodo y piridina, con un 99 % de
conversion.

La sintesis de las chalconas no fue exitosa, por lo que se recomienda a partir
de las condiciones evaluadas en este trabajo realizar un disefio experimental
para poder encontrar las condiciones 6ptimas de reaccion.

Se confirmé la naturaleza quimica, mediante RMN de 'H, 3C vy
bidimensionales, de la hesperidina extraida, de la hesperetina, diosmina y

diosmetina obtenidas mediante semisintesis.
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VIIIl.  ANEXOS

Cromatograma de la hesperidina extraida del albedo de naranja, muestra 3.
Reaccion de hidrolisis de hesperidina con etanol sin éxito.

Espectro bidimensional COSY de la diosmetina.

Espectro bidimensional COSY de la diosmina.

Espectro bidimensional COSY de la hesperidina.

Espectro bidimensional HMBC de la diosmetina.

Espectro bidimensional HMBC de la hesperidina.

Espectro bidimensional HSQC de la diosmetina.

Espectro bidimensional HSQC de la diosmina.

Espectro bidimensional HSQC de la hesperidina.
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Figura 1. Cromatograma de la hesperidina extraida del albedo de naranja, muestra
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Figura 3. Espectro bidimensional COSY de la diosmetina.
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