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RESUMEN 
 

Los cítricos son el cultivo más importante a nivel mundial. La elaboración de 

zumos genera grandes cantidades de residuos de fácil degradación, pero con alto 

contenido de compuestos bioactivos. La extracción asistida con ultrasonidos es 

uno de los métodos no-convencionales de extracción con resultados favorables. 

Durante la extracción son necesarios procesos de clean-up que favorezcan la 

purificación de los extractos para su mejor aprovechamiento. Además, la 

bibliografía indica que existe un mayor número de estudios con los de cítricos 

más conocidos, sin embargo, pocas investigaciones muestran resultados en 

mandarinas híbridas. Por todo ello el objetivo del presente trabajo es el estudio 

de mandarinas híbridas para la determinación de las características físico-

químicas y funcionales del zumo, y de extractos de piel obtenidos por 

ultrasonidos, así como la caracterización del perfil fenólico de los extractos, y el 

estudio para la determinación de carotenoides en extractos cítricos. 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que los zumos de 

mandarinas híbridas (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique) presentan 

características fisicoquímicas adecuadas para garantizar su calidad. La variedad 

y la temporada de cosecha influyen significativamente en el contenido de 

compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de los zumos. Así pues, los 

zumos de mandarina Clemenvilla muestran el mayor contenido de compuestos 

fenólicos totales y ácido ascórbico, con alta capacidad antioxidante según los 

métodos empleados. Los zumos de variedad Nadorcott presentan las 

concentraciones más altas de flavonoides totales mientras que en la variedad 

Ortanique de la segunda temporada de cosecha se obtiene el contenido más alto 

de carotenoides totales. La capacidad antioxidante de los zumos se correlaciona 

significativamente con el contenido de los compuestos bioactivos.  

La extracción asistida por ultrasonidos tiene un efecto positivo en el contenido 

de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante. No se determina una 

influencia significativa de la variedad y el tiempo de tratamiento sobre las 
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características físico-químicas, sin embargo el contenido de compuestos 

bioactivos es influenciado por estos factores. Las muestras de variedad 

Clemenvilla presentan mayor concentración de flavonoides totales y ácido 

ascórbico. Los extractos de Ortanique contienen mayor cantidad de compuestos 

fenólicos, mientras que en las muestras de variedad Nadorcott se obtiene el 

mayor contenido de carotenoides totales. Durante la evaluación de la capacidad 

antioxidante se determina que el contenido de flavonoides y ácido ascórbico 

influye significativamente en los resultados, siendo las muestras de variedad 

Clemenvilla las de mayor actividad. El análisis del índice de extracción evidencia 

que cortos tiempos de tratamiento favorecen la obtención de compuestos 

bioactivos como los flavonoides, con alta capacidad antioxidante.  

También se estudia la aplicación de diversos métodos de purificación sobre 

extractos de mandarina obtenidos por ultrasonidos. Se observa que con la 

extracción en fase sólida empleando cartuchos de C18 como método clean-up se 

obtienen resultados satisfactorios para la separación y caracterización de 

polifenoles por HPLC-UV. Los compuestos de mayor concentración, 

identificados por UPLC-qTOF-MS/MS, son hesperidina y narirutina, siendo la 

piel de mandarinas Nadorcott y Ortanique las de mayor concentración, 

respectivamente. 

Asimismo, se realiza un estudio sobre diversos procedimientos de extracción 

líquido-líquido y saponificación para la caracterización de carotenoides por 

HPLC-UV, en extractos de piel de mandarina obtenidos por ultrasonidos. Se 

observa un mejor perfil de carotenoides después de la extracción con dietil-éter 

en tres fases y una posterior saponificación.  

Palabras claves: ultrasonidos, características físico-químicas, compuestos 

bioactivos, capacidad antioxidante, residuos cítricos, piel de mandarina.
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1.1. FRUTOS CÍTRICOS 

Los cítricos son el cultivo principal de frutas a nivel mundial con una 

producción estimada en 2015 de 130 947 miles de toneladas (FAO, 2017). Los 

cítricos se cultivan en las regiones de clima templado del mundo, donde las 

temperaturas en invierno son adecuadas para la supervivencia de los árboles y 

para evitar los daños por congelación, con suficiente agua y suelos adecuados 

que permiten el crecimiento de los árboles y la producción de los frutos (Talon 

& Gmitter, 2008). Durante el desarrollo de los frutos cítricos, estos pueden caer 

del árbol cuando el fruto es inmaduro, así, la caída se da de forma natural en 

frutos con un diámetro de 1 a 3 cm según las diferentes variedades y en este caso 

las frutas caídas se descartan en el campo (Ye et al., 2011). Aparte de su uso 

alimentario, los frutos cítricos han sido empleados ampliamente en la medicina 

tradicional china por sus efectos antimicrobianos y antiinflamatorios, 

principalmente atribuidos a altos niveles de compuestos bioactivos como fenoles 

(incluidos flavonoides), aceites esenciales, vitamina C y carotenoides (Duarte et 

al., 2016).  

Los frutos del género Citrus pertenecen a la sub-familia Aurantioideae de la 

amplia familia Rutacea y son, probablemente, de los primeros frutos cultivados 

y explotados por el hombre (Ollitrault et al., 2020). El origen de los cítricos 

podría situarse en una extensa región del sudeste asiático que comprende el 

noreste de India, Myanmar y el sudeste de China, posteriormente se extenderían 

hacia el Medio Oriente, y finalmente por Europa y América (Talon et al., 2020). 

Wu et al. (2018) indican que los cítricos se diversificarían, aproximadamente, 

durante el mioceno tardío (6-8 Ma) a través de una rápida extensión desde el 

sudeste asiático, dando lugar a ocho especies progenitoras. Asimismo, indican 

que probablemente a través de dispersiones trans-oceánicas, ocurridas durante 

una segunda etapa de extensión en el primer plioceno de Oceanía, se originarían 
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varias especies de cítricos en Australia. De este mismo modo, la mandarina 

Tachibana, una especie nativa de Taiwán, el archipiélago de Ryukyu y Japón, se 

originaría durante el primer pleistoceno (2 Ma) (Wu et al., 2018).  

Estudios previos han permitido determinar que los ancestros de la mayoría de 

especies cítricas conocidas serían C. medica (citron), C. reticulata Blanco 

(mandarina), C. máxima (pomelo) y C. micrantha Wester (papeda) (Ahmed et 

al., 2019; Curk et al., 2015; Wu et al., 2018) (Figura 1). A partir de estas especies 

y como resultado de la hibridación entre ellas, se originarían especies secundarias 

como C. sinensis L. Osbeck (naranja dulce), C. aurantium L. (naranja amarga), 

C. paradisi Macf. (toronja), C. limon L. Burm. (limón) y C. aurantiifolia 

Christm. Swing. (lima) (Ahmed et al., 2019). El estudio filogenético más 

completo en cítricos fue presentado por Wu et al. (2018) mediante un análisis 

genómico comparativo de 58 lotes de semillas de diversos cítricos y 2 variedades 

relacionadas, se identificaron 10 especies de cítricos como progenitores, dentro 

de los cuales, tres especies ancestrales (C. medica, C. maxima y C, reticulata) se 

asociaron con variedades comerciales conocidas (limones, limas, naranjas y 

toronjas), así como con nuevos híbridos.  

 
Figura 1. Especies ancestrales de cítricos A. Citrón (C. medica), B. Mandarina 

(C. reticulata Blanco), C. Pomelo (C. maxima), D. Papeda (C. micrantha 

Wester). 

 

A B C D
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A pesar de que los frutos cítricos son ampliamente cultivados y consumidos 

en toda el área mediterránea, no son especies nativas de la región, ya que fueron 

importados por diversas culturas durante su expansión. En la zona de la cuenca 

mediterránea los cítricos empezarían a conocerse con la introducción del citrón 

(especie nativa de la India) por los persas (Antigua Media). Mas adelante, con la 

conquista de Persia por los griegos, se extendió su consumo. En su obra Historia 

Plantarum, Theophrastus de Eresos (372-287 a.C.) señala que al fruto del árbol 

del citrón se le conocía como median debido al origen persa (Antigua Media) que 

los griegos le atribuían del cual se derivaría su nombre en latín, Citrus medica, y 

no por sus propiedades medicinales (Duarte et al., 2016; Langgut, 2017). 

Posteriormente con la conquista Romana, estos frutos serían conocidos en casi 

todo el imperio. Pagnoux et al. (2013) señalan que los restos de C. medica 

(semillas) encontrados en un templo de Pompeya datarían de los siglos III y II 

a.C., siendo los hallazgos más antiguos de cítricos en la región mediterránea. El 

fruto del limonero, C. limón, fue posiblemente extendido en la región 

mediterránea occidental por los romanos, quienes empezaron a cultivarlo en casi 

todas las áreas de su imperio como un símbolo de élite, encontrándose restos (de 

semillas y fragmentos de piel) en el Forum Romanum en Roma que datan 

aproximadamente de entre los años 27 a.C. y 14 d.C. (Langgut, 2017; Pagnoux 

et al., 2013). La naranja agria (C. aurantium), cuya formación se remonta a la 

zona del sur de China o norte de Indochina, fue inicialmente introducida en 

Mesopotamia y el Mediterráneo oriental, aproximadamente en el siglo X y desde 

allí emigraría a la región occidental durante la expansión árabe hasta Sicilia, 

Cerdeña y España. Los frutos de C. aurantifolia, tienen su origen probablemente 

en Malasia o en el archipiélago de las Indias Orientales, desde dónde se 

extendieron hasta occidente por los árabes. Se han encontrado restos de semillas 

que datan de los siglos XI y XIII en territorios Egipcios, como resultado de la 

conquista Islámica (Langgut, 2017; Pagnoux et al., 2013). El origen del pomelo 
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(C. máxima) se sitúa en el sudeste asiático continental y el archipiélago malayo, 

y su migración al territorio mediterráneo se remonta a los siglos XI y XII siendo 

introducido en España por los árabes, donde sus condiciones climáticas 

favorecieron su expansión (Langgut, 2017). Las naranjas dulces (C. sinensis) 

fueron ampliamente cultivadas en China antes de llegar a la zona del 

mediterráneo; sin embargo, no existe una fecha determinada hasta mediados del 

siglo XV que existen referencias de su cultivo en el sur de Europa, sobre todo a 

partir de inicios del siglo XVI, siendo los portugueses quienes fomentaron su 

importación (Duarte et al., 2016; Langgut, 2017). Las mandarinas (C. reticulata), 

cuyo origen se remonta a cientos de años en China y el noreste de la India, fueron 

en un inicio traídas de China a Inglaterra en 1805, y desde allí a Malta y luego a 

Italia, extendiéndose al resto del territorio mediterráneo (Duarte et al., 2016; 

Langgut, 2017), dónde rápidamente se adaptó, debido a sus condiciones 

climáticas favorables. En la figura 2 se muestra la expansión a Europa y territorio 

mediterráneo. Con el paso del tiempo, los medios de cultivo y los avances en 

irrigación han permitido contar con miles de hectáreas de árboles citrícolas en 

diversas zonas de la cuenca mediterránea, siendo España el mayor país productor 

de la zona. 
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Figura 2. Mapa de expansión de los frutos cítricos a Europa y territorio mediterráneo. 

• Citrón 
• Limón
• Naranja agria
• Lima

zona de origen
zonas de expansión
ruta de difusión 
dirección

• Pomelo
• Naranja dulce
• Mandarina
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La producción de cítricos para su consumo, en fresco o procesado, es 

importante para el comercio mundial donde tienen un alto impacto económico. 

Entre los países con mayor producción citrícola se encuentran China, Brasil, 

India, Estados Unidos, México, España y Egipto, entre otros (FAO, 2017) (Figura 

3). A nivel europeo, España constituye el principal productor de cítricos con una 

producción estimada en 2015 de un 58,6% del total europeo (10414 miles de 

toneladas) (FAO, 2017). Siendo sus condiciones climáticas y las características 

del suelo las que favorecen el crecimiento de estos arboles, cuyos frutos tienen 

un sabor y color más atractivo que los cítricos de las regiones originarias (Duarte 

et al., 2016). En el último informe correspondiente a la campaña 2019/2020, 

España tuvo una producción citrícola de 6 238 673 toneladas y sólo en la 

Provincia de Valencia se produjeron 1 874 349 toneladas, un 30% de la 

producción nacional de cítricos (Generalitat Valenciana, 2020). 

Los cítricos incluyen una amplia gama de variedades de las cuales casi el 70% 

corresponde a la naranja dulce (C. sinensis L. Osb.) (Talon & Gmitter, 2008), 

seguida por las mandarinas (C. reticulata). Entre los cítricos de mayor 

producción también se encuentran limas (C. latifolia), limones (C. aurantifolia) 

y pomelos (C. paradisi). Todos estos frutos derivan de especies ancestrales como 

C. medica, C. reticulata, C. maxima y C. micrantha que fueron sometidos a 

diferentes modificaciones según el lugar y tiempo. Las variedades de cítricos 

comerciales más conocidos hoy en día se clasifican según su constitución 

filogenómica, actualizada recientemente en diferentes estudios (Ahmed et al., 

2019; Curk et al., 2015; Wu et al., 2018). 
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 PMC: Producción mundial de cítricos; PC: producción de Cítricos, CPI: cítricos empleados en procesos industriales. Datos en miles de toneladas 

Figura 3. Producción mundial de frutos cítricos (fuente FAO, 2017). • Producción mundial de cítricos (PMC), Producción de Cítricos (PC), Cítricos empleados en procesos industriales (CPI)
• Miles de toneladas

Fuente: FAO, 2017
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Aproximadamente el 87% del peso de los frutos cítricos es agua, mientras que 

el 13% corresponde a varios compuestos (3% grasas, 5% aceites esenciales, 9% 

proteínas, 10% minerales, 10% de glucósidos, 11% fibras, 15% de pentosanos, 

16% ácidos cítricos y 21% de pectinas) (Zema et al., 2018). Estructuralmente el 

fruto cítrico está constituido por la piel que representa entre el 25 y el 40% del 

peso del fruto (Yu et al., 2021) formada por una parte externa coloreada conocida 

como flavedo (exocarpo), una parte interna incolora llamada albedo (mesocarpo) 

y los sacos de zumo (endocarpo) (Chen et al., 2021) (Figura 4). El típico color 

naranja-amarillo de la piel de los cítricos se debe a la degradación de la clorofila 

verde y la formación del característico color amarillo-rojo (conversión de β,Ɛ-

carotenoide en β,β-carotenoide en el flavedo) durante la maduración (Putnik et 

al., 2017a). 

 

 Figura 4. Estructura de un fruto cítrico 

El almacenamiento adecuado de los cítricos (véase Tabla 1) es necesario para 

preservar sus características de calidad como color, sabor, olor y actividad 

enzimática (Li et al., 2021). Los principales problemas del almacenamiento en 

condiciones no óptimas corresponden a lesiones por frío, daños y oscurecimiento 

Albedo 
(mesocarpo)

Flavedo (exocarpo)

Piel

Pulpa (endocarpo)

Eje central

Septas

Albedo (mesocarpo)

Flavedo (exocarpo)
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de la piel, así como enfermedades fúngicas post-cosecha (Pérez-Gago & Palou, 

2020). 

Tabla 1. Condiciones óptimas de almacenamiento post-cosecha de frutos cítricos  

Condiciones Naranjas Mandarinas Limas Limones Toronjas 
Temperatura 2-5 ºC  5-10 ºC 10-13 ºC 7-12 ºC  10-12 ºC 

Tiempo hasta 3 
meses 

1-2 meses 6-8 
semanas 

4-6 meses 2-3 meses 

Humedad 90-95 % 
Atmosfera < 5-10% 

O2 
< 0-5% 

CO2 

< 5-10% O2 
< 0-2% CO2 

 < 5-10% 
O2 

< 0-10% 
CO2 

< 3-10% 
O2 

< 5-12% 
CO2 

Adaptado de Pérez-Gago & Palou (2020). 

1.1.1. Mandarinas 

Después de la naranja, la mandarina (Citrus reticulata Blanco) es uno de los 

mayores cultivos cítricos y representa el 22% de la producción mundial de este 

tipo de futos (FAO, 2017). Son uno de los principales cítricos producidos en 

España con más de 1 966 448 toneladas durante 2017-2018 y 2 408 753 toneladas 

en 2018-2019. En la provincia de Valencia se cosechó el 38% y el 39% de la 

producción nacional de mandarinas en las temporadas 2017-2018 y 2018-2019, 

respectivamente (Generalitat Valenciana, 2018, 2019).  

La especie C. reticulata posee el genoma más corto del género Citrus (Gmitter 

et al., 2020; Ollitrault et al., 2020). Originaria del sudeste asiático, llegó a Europa 

en 1805 extendiéndose hasta la región del mediterráneo. En España, la mandarina 

se introdujo en 1845 pero su cultivo se inició en 1856, en la provincia de 

Castellón (Duarte et al., 2016). Estos frutos tienen un sabor dulce, color naranja 

rojizo y comúnmente es fácil de pelar (Ye et al., 2011). El término "mandarina" 

comprende un número de especies puras aún indeterminadas, así como una vasta 

colección de mezclas heterogéneas con diferentes proporciones de introgresión 

de pomelo. Asimismo, C. Tachibana (variedad nativa de Japón) puede ser 
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considerada como una subespecie de C. reticulata, mientras que las "mandarinas 

salvajes" naturales de Mangshan, del norte de las montañas de China, representan 

dos especies distintas: C. mangshanensis y C. reticulata. La evidencia genómica, 

ha permitido saber que C. mangshanensis no es un antepasado directo de C. 

reticulata por lo que ambas serían especies separadas (Gmitter et al., 2020). 

C. reticulata constituye una especie ancestral para la generación de los cítricos 

modernos (Wang et al., 2017) siendo asociada con la formación de diferentes 

híbridos como C. x aurantium, C. x amblycarpa, C. x limonia, C. x microcarpa, 

C. x lemon, y C. x latifolia (Ollitrault et al., 2020). Sin embargo, Wu et al. (2014) 

indican que en algunas variedades de mandarinas tradicionales como ´Ponkan` y 

´Willowleaf`, que antes se consideraban erróneamente como especies C. 

reticulata puras, se han identificado introgresiones inter-específicas de C. 

maxima. En un estudio realizado por Curk et al. (2015) se confirmó una 

sistemática introgresión de C. maxima en varios cultivos de mandarinas 

comestibles, indicando que tendría un importante papel en su expansión, entre 

otros cítricos híbridos como naranjas (C. sinensis) y pomelos (C. paradisi), 

basado en la asociación de la proporción de C. maxima, con el tamaño y la 

palatabilidad de la fruta, entre otras características (Curk et al., 2015; Wu et al., 

2018). Los datos actuales indican que solo las variedades C. reticulata var. 

Tachibana ined. y C. reticulata var. Austera Swingle no son especies con 

introgresiones de C. maxima. Estos serían los frutos de mandarino más puros y 

antiguos, de característica poliembriónica, que además no se consideran frutos 

comerciales. Ambos producen frutas pequeñas muy ácidas y con muchas 

semillas, que alcanzan el color naranja en la madurez (Ollitrault et al., 2020).  
La clasificación más antigua de mandarinas fue realizada por Swingle (1943) 

y posteriormente por Tanaka (1954), quienes sentaron las bases para la 
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taxonomía actual de los cítricos. Recientemente Barry et al. (2020) clasificaron 

las mandarinas en tres tipos (Figura 5):  

 
Figura 5. Clasificación de las mandarinas (Adaptado de Barry et al., 2020). 

 

En la formación de diferentes cultivos de mandarinas se han desarrollado 

procesos de hibridación, con el objetivo de incrementar la resistencia de los 

árboles frente a las condiciones climáticas y enfermedades que afectan 

directamente a los frutos, y para mejorar las características organolépticas de 

aroma y sabor según las preferencias de los consumidores y la industria (Barboni 

et al., 2009). Una de las prácticas más desarrollada es emplear injertos que 

permitan producir rápidamente una cantidad ilimitada de árboles genéticamente 

idénticos y con frutos de características similares a los del árbol original 

(Bowman & Joubert, 2020). Como resultado de estos procesos se han obtenido 

diversas variedades a lo largo del mapa de cultivos citrícolas.  

Mandarinas

Tipo 1
Mandarinas puras 

(Tachibana, Indica, 
Sun Chu Sha Kat)

Tipo 2

Tipo 2a
Mandarinas de mezcla temprana 

con cantidad pequeña de alelos de 
C. maxima (Cleopatra, Sunki). 

Suelen ser ácidas y algo amargas.

Tipo 2b
Mandarinas de mezcla temprana 

con alelos de C. máxima 
adicionales. Son dulces y poco 

ácidas (Ponkan, variedades 
Mediterráneas, Dancy).

Tipo 3 (Modernas)
Frutos de mezcla tardía 

formadas por introgresiones de 
C. maxima en mandarinas tipo 

2 (Satsuma, Clementinas, 
Nadorcott).
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Uno de los híbridos más comercializados es la variedad Ortanique. En 1963 

se describe como mandarina Tangor, un híbrido de C. reticulata Blanco × C. 

sinensis (L.) Osbeck. Es un cultivo de maduración tardía, cuyos frutos son 

grandes y permanecen en el árbol en buen estado por períodos prolongados. Se 

caracterizan por tener una aureola estilar en la base del fruto y una piel muy 

aceitosa (Barry et al., 2020). Nadorcott es un híbrido de Murcott (C. reticulata 

Blanco × C. sinensis (L.) Osbeck) × Mandalina (C. reticulata), descubierto en 

1982 y desarrollado por el Instituto Nacional de Investigaciones Agronómicas de 

Marruecos. Mandalina es posiblemente es un sinónimo de Ponkan en algunos 

países del Medio Oriente de donde se deriva. Sus árboles se caracterizan por ser 

de crecimiento erguido, menos denso que la Clementina, cuyos brotes no suelen 

ser espinosos. El polen de Nadorcott es altamente fértil; sin embargo, es muy 

sensible a la polinización cruzada. Las frutas son de tamaño mediano de color 

naranja profundo y albedo rosáceo, la textura de la piel es muy suave, de forma 

aplanada y posee leves nervaduras en el extremo del tallo. Su sabor se caracteriza 

por ser dulce ya que el contenido de azúcar es alto (10 - 14 °Brix) y su grado de 

acidez es moderado (1,0% - 1,4%) con una proporción bien equilibrada (Barry et 

al., 2020). Clementina es un híbrido natural de mandarinas mediterráneas y 

naranja dulce (C. × aurantium var. Sinensis). Fue descubierta por Clement Rodier 

(a quien debe su nombre) en el jardín de un orfanato en Argelia. Estos frutos 

tienen un excelente sabor, aunque son de tamaño más pequeño que otras 

clementinas cultivadas en otras regiones. Las Clemenvillas también conocidas 

como Nova desde 1964, son híbridos de Clementina (C. clementina Hort) y 

Tangelo Orlando (C. paradisi Macf x C. tangerina Hort). Los frutos son 

redondeados de tamaño mediano a grande, de piel color naranja-rojizo. Dado su 

alto contenido de azúcar y acidez equilibrada, los frutos son de sabor apetecible 

(Carrau, 2004; Verzera et al., 2000).  
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1.1.2. Zumo 

La extracción de zumo es uno de los principales usos de los frutos cítricos, 

que según la FAO (2017) la cantidad destinada a procesos industriales representa 

un 18% de la producción. Las propiedades físico-químicas de los zumos permiten 

evaluar la calidad de estas bebidas. Datos como acidez, ºBrix, pH, conductividad 

y color son los parámetros mayormente determinados en zumos cítricos (Coelho 

et al., 2021; Li et al., 2021). Según los datos del Departamento de Agricultura de 

los Estados Unidos (USDA), 100 g de zumo de mandarina fresco proporcionan 

43 calorías, y contiene 10,1 g de hidratos de carbono (de los cuales 9,9 g 

corresponde a azucares totales y 0,2 g a fibra). Asimismo, aporta diversas 

vitaminas y minerales tales como vitamina C (31 mg), vitamina B9 (5 mg), 

vitamina A (253 UI) y potasio (178 mg), entre otros (véase Tabla 2). 

Numerosos estudios han determinado el contenido de compuestos bioactivos 

y la capacidad antioxidante de zumos de cítricos comprobándose que la 

capacidad antioxidante está asociada al contenido de vitamina C y compuestos 

fenólicos de los zumos (Betoret et al., 2012; Hunlun et al., 2017; Roussos et al., 

2019; Xu et al., 2008). Factores como el grado de madurez, condiciones 

climáticas e incluso forma de cultivo y actividades post-cosecha, además de las 

características genéticas propias según la variedad de las frutas, afectan a la 

composición de los zumos (Hunlun et al., 2017; Li et al., 2021; Roussos et al., 

2019). 

Aunque la comercialización de zumo de naranja es la principal actividad de la 

industria citrícola, la adición de zumo de mandarina se puede realizar para 

intensificar el color e incluso el sabor (Pérez et al., 2005) reforzando estos 

parámetros de calidad en los zumos. El zumo de mandarina, de sabor típicamente 

dulce y color naranja intenso, es rico en compuestos fenólicos, principalmente 

hesperidina, narirutina y didimina (Betoret et al., 2012), y carotenoides como ß-
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criptoxantina (Ma et al., 2017; Nakamura & Sugiura, 2019). En menor 

concentración se han encontrado compuestos volátiles, principalmente limoneno 

y ɣ-terpineno (Barboni et al., 2009). Diversos estudios han demostrado las 

propiedades anticancerígenas del zumo de mandarina tanto en estudios in vitro 

(Camarda et al., 2007; Celano et al., 2015, 2015; Cilla et al., 2020) como in vivo 

en ratas (Kohno et al., 1999; Tanaka et al., 2000). Recientemente se ha 

determinado el efecto protector de zumo de mandarina frente al síndrome 

metabólico (in vivo) en ratas (Testai et al., 2021) y la enfermedad de Parkinson 

(in vitro) (Cirmi et al., 2021). 

Tabla 2. Composición nutricional en 100 g de zumo de mandarina 

(Adaptado de USDA, 2020). 

Composición Contenido en 100g de zumo de 
mandarina 

Calorías (Kcal/100g) 43 
Agua (g) 88,9 
Hidratos de carbono (g) 10,1 

- Azúcares (g) 
- Fibra total (g) 

9,9 
0,2 

Proteínas (g) 0,5 
Grasa total (g) 0,2 
Sodio (mg) 1 
Potasio (mg) 178 
Magnesio (mg) 8 
Calcio (mg) 18 
Hierro (mg) 0,2 
Cobre (mg) 0,03 
Cinc (mg) 0,03 
Selenio (mg) 0,1 
Vitamina C (mg) 31 
Vitamina E (mg) 0,13 
Vitamina A (UI) 253 
Vitamina B9 (mg) 5 
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1.2. RESIDUOS DE FRUTOS CÍTRICOS 

En el mundo se producen toneladas de residuos sólidos, que provienen de 

diferentes fuentes (doméstica, industrial, agricultura, etc.) y que en la mayoría de 

los casos no se vuelven a utilizar, generando un impacto negativo en el medio 

ambiente. En 2018, solo en la Unión Europea se produjeron alrededor de 2 317 

millones de toneladas de residuos provenientes de actividades económicas y 

domésticas, de los cuales 10,6% provienen de la industria (EUROSTAT, 2020). 

El sector agrario y la industria agroalimentaria emplean recursos de la naturaleza 

para la obtención, manejo, procesamiento y comercialización de productos, sin 

embargo, solo se aprovecha un pequeño porcentaje de estos, generando una 

cantidad adicional de residuos que ocasionan serios problemas asociados a su 

eliminación (Cury et al., 2017; Ghosh et al., 2016). En 2011, se dio a conocer que 

1,3 billones de toneladas de alimentos por año, generados desde la producción 

agrícola hasta el consumo, van a la basura (FAO, 2011), y representa casi un 

tercio del total de alimentos que se producen en el mundo y que no son 

consumidos. El 20% se pierde durante la cosecha y clasificación, el 3% en la 

etapa de almacenamiento y transporte, el 2% en los procesos agroindustriales 

(como la elaboración de zumos), un 9% durante la comercialización (venta al por 

mayor a los supermercados) y un 19% es descartado en los hogares. No hay una 

cifra exacta de la cantidad de residuos vegetales producidos por año, pero se 

conoce que tienen un impacto negativo sobre el medio ambiente por un mal 

manejo y porque son altamente perecederos, sin embargo, estos residuos son una 

fuente rica de biomoléculas y compuestos bioactivos (Figura 6). Recientemente, 

la FAO indica que de los alimentos producidos en el mundo, el 13,8% se pierden 

entre la explotación agrícola y el comercio al por menor (FAO, 2019). Entre el 

15 y el 50% de todos los residuos de frutas y verduras producidos, se originan en 

la etapa de post-cosecha (Ghosh et al., 2016). Estos residuos que incluyen piel, 
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semillas y restos de pulpa y fibras, son en muchos casos reutilizables, presentan 

problemas de eliminación y son contaminantes por su fermentabilidad (Tripodo 

et al., 2004) y fácil biodegradación (Plazzotta et al., 2017) por lo que el estudio 

y aprovechamiento de estos residuos es creciente. La reutilización de residuos 

vegetales se centra en obtener los máximos beneficios y reducir la cantidad de 

residuos que van a vertederos, a su vez está dirigida a encontrar mejores formas 

de usar estos recursos naturales y renovables (Ghosh et al., 2016). A ello se suma 

que en la actualidad las empresas de alimentos son mejor valoradas por su 

compromiso de protección al medio ambiente y como política institucional deben 

ser conscientes del impacto ambiental que generan en sus procesos productivos.  

Durante el procesado de cítricos, principalmente en la elaboración de zumo, 

se generan grandes cantidades de residuos que corresponden aproximadamente 

al 50% del peso total del fruto, que pueden ser reutilizados (Boukroufa et al., 

2017). Del total de residuos, del 60 al 65% corresponden a la piel, del 30 al 35% 

son residuos de pulpa, y las semillas suponen menos del 10% (Mahato et al., 

2019) (Figura 6).  

El estudio de recuperación e identificación de compuestos bioactivos 

procedentes de residuos cítricos es creciente y ha llevado a investigar y 

desarrollar diversos métodos para la extracción de compuestos de interés como 

flavonoides, carotenoides, aceites esenciales y pectinas (Anticona et al., 2020). 

El residuo más utilizado como sustrato para la obtención de estos compuestos 

bioactivos es la piel que generalmente se descarta sin tener en cuenta su potencial 

valor, dado que no es incluida como parte de la dieta humana como la pulpa o el 

zumo (Yu et al., 2021). En diversas investigaciones se ha estudiado la obtención 

de compuestos bioactivos de gran interés a partir de residuos de la piel de los 

cítricos (Buniowska et al., 2015; Ferreira et al., 2018; Gómez-Mejía et al., 2019; 

Ma et al., 2009; Ma et al., 2008; Saini et al., 2019), siendo los componentes 
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mayoritarios los flavonoides, carotenoides y aceites esenciales, que le atribuyen 

propiedades protectoras de la salud dado su potente carácter antioxidante (Wang 

et al., 2017).  

 

Figura 6. Componentes en residuos cítricos (adaptado de Anticona et al., 2020; Damian, 

2018; Mahato et al, 2019; Rosa et al, 2019 y Zema et al., 2018). 

El interés por el aprovechamiento y el manejo responsable de residuos cítricos 

ha ido en aumento por su alta disponibilidad, el bajo coste y la necesidad 

emergente de reducir el impacto ambiental ocasionado por su desecho 

(Peñaranda-Gonzalez et al., 2017). La potencial reutilización de los residuos 

cítricos ha permitido su empleo en la elaboración de sub-productos como 

biocombustibles (Taghizadeh-Alisaraei et al., 2017), como el bioetanol 

(Ghorbanpour Khamseh & Miccio, 2012), biopolímeros para envases de 

alimentos (Bátori et al., 2017), bio-nanopartículas de hierro (piel de pomelo como 

Piel (60-65%)
Flavedo: Polifenoles, 
carotenoides, aceites 

esenciales, acido cítrico.
Albedo: Pectina, 
celulosa, aceites 

esenciales, flavonoides.

Residuos pulpa (30-
35%)

Pectinas, celulosa, 
compuestos fenólicos 
(Flavonoides), acido 

cítrico.

Semillas (0-10%)
Ácidos grasos 

insaturados (linoleico, 
oleico, palmitico, α-

linoleico), 
triacilgliceroles 

(monolinoleína y 
dilinoleína), minerales 

(K, Ca, Fe y Mg)

Residuos Cítricos 
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agente reductor) (Wei et al., 2016) y plata (piel de limón, naranja y limón dulce 

como agente reductor) (Annu et al., 2018), fertilizantes y alimentos para animales 

(Castellanos & Torres, 2017), briquetas de carbón vegetal (Zanella et al., 2016), 

adsorbentes de compuestos químicos, así como para la extracción de aceites 

esenciales y pectinas (Rezzadori et al., 2012). Asimismo, hay estudios sobre el 

aprovechamiento termoquímico de los residuos sólidos de naranja (Aguiar et al., 

2015), además de su uso para la extracción de celulosa, que puede ser empleada 

como relleno y material absorbente (por sus buenos niveles de pureza, baja 

cristalinidad, blancura, retención de agua y pesos moleculares moderados) (Bicu 

& Mustata, 2011, 2013). 

En la revisión realizada por Mahato et al. (2018) diversos estudios han puesto 

en evidencia los beneficios para la salud de extractos de residuos cítricos, a su 

vez las empresas farmacéuticas, la industria alimentaria y la cosmética han 

manifestado su interés en extraer y purificar compuestos bioactivos de estos 

residuos para su utilización en productos como aditivos y/o principios activos. 

Por ejemplo, para la obtención de colorantes alimentarios naturales (Tsitsagi et 

al., 2018). Se han estudiado los compuestos fenólicos, flavonoides, carotenoides, 

ácido ascórbico y otros componentes de origen cítrico por sus propiedades 

antioxidantes, antiinflamatorias, anticancerígenas, antimicrobianas, 

cardioprotectoras, neuroprotectoras, nefroprotectoras y antialérgicas 

promoviendo este tipo de residuos como productos funcionales (Mahato et al., 

2018). Asimismo, diferentes compuestos aromatizantes (aceites esenciales) se 

han empleado en bebidas y otros productos alimentarios, y también se han 

utilizado en la preparación de perfumes, jabones y otros productos cosméticos 

(Chavan et al., 2018). Otros productos químicos importantes obtenidos a partir 

de residuos cítricos son los ácidos orgánicos (principalmente cítrico, succínico, 

láctico y pirúvico), y fibras (pectina, celulosa, etc.) que se pueden utilizar para 
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desarrollar polímeros biodegradables para la administración controlada de 

fármacos y materiales funcionales, así como para la elaboración de envases de 

alimentos (Mahato et al., 2020). 

1.2.1. Residuos de mandarina (C. Reticulata) e híbridos 

El flavedo, parte de la piel de mandarina, se caracteriza por ser de color naranja 

en su estado de madurez, aunque según la variedad puede ser de tonos verde-

amarillento a naranja-rojizo. El grosor del albedo puede variar afectando al 

pelado manual del fruto y por ende a su consumo. Organolépticamente el color y 

grosor de la piel influye en la aceptación de la mandarina por parte del 

consumidor, y en su empleo en la industria citrícola. Sin embargo, numerosos 

estudios han puesto en evidencia que esta parte del fruto es la que mayor cantidad 

de compuestos bioactivos presenta en comparación con la pulpa y el zumo 

extraído (Agócs et al., 2007; Babazadeh-Darjazi, 2017; Barros et al., 2017). 

Asimismo, se han evidenciado propiedades saludables de extractos obtenidos de 

residuos de mandarina, principalmente de la piel, generalmente en referencia a 

diversas enfermedades de origen oxidativo (véase Tabla 3). 

En algunos estudios se ha demostrado un contenido mayor de compuestos 

bioactivos en residuos de mandarina, comparado con otros cítricos. Por ejemplo, 

en piel de mandarina se ha determinado mayor cantidad de polifenoles y aceites 

esenciales, que en piel de lima, limón o naranja (Casquete et al., 2015; Omar et 

al., 2013). De todos modos, los métodos y protocolos de extracción afectarían 

directamente a la estabilidad de los compuestos extraídos de este tipo de residuos. 

En concreto, los residuos de piel, pulpa y semillas de C. reticulata y especies 

derivadas se consideran un sustrato atractivo para la obtención de compuestos 

con propiedades beneficiosas. 
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Tabla 3. Estudios de efectos protectores y preventivos de extractos de residuos de 

mandarina realizados en los últimos 10 años. 

Residuo 
cítrico 

Compuesto 
bioactivo 

Efecto Tipo de 
estudio 

Referencia 

Piel de 
Satsuma  

(C. unshiu) 

Flavonoides Actividad 
antitumoral frente a 

carcinoma renal. 

In vivo Lee et al. 
(2011) 

Piel de  
C. reticulata 

Blanco y  
C. unshiu 
Marcovich 

Flavonoides 
(nobiletina) 

Mejora del 
aprendizaje y 

memoria 

In vivo Kawahata et 
al. (2013) 

Piel de  
C. unshiu 

Polifenoles 
(taninos) 

Disminución de 
colesterol y 
triglicéridos 

séricos, y pérdida 
de grasa visceral 

In vivo Kim et al. 
(2016) 

Piel de  
C. unshiu 

Flavonoides 
(hesperidina, 
narirutina) 

Proangiogénico, 
mejora de 
circulación 
sanguínea 

In vitro Lee et al. 
(2016) 

Piel de  
C. reticulata 

Blanco 

Flavonoides Antiedad, 
antioxidante 

In vitro Apraj & 
Pandita, 
(2016) 

Piel de 
mandarina e 

híbridos 

Flavonoides Actividad 
citotóxica en 3 

líneas celulares de 
carcinoma gástrico 

In vitro Wang et al. 
(2017) 

Piel de  
C. reticulata 

Blanco 

Flavonoides Antiproliferativo 
frente a células de 

carcinoma 
hepático, mama y 

cólon-rectal 

In vitro Ferreira et al. 
(2018) 

Residuos de 
C. reticulata 

Blanco 

Polifenoles Antiproliferativo 
frente a células de 
cáncer cólon-rectal 

In vitro Esparza-
Martínez et al. 

(2019) 
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1.3.  EXTRACCIÓN DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE RESIDUOS 

CÍTRICOS 

Desde que se introdujo el primer carotenoide sintético en los años 50 del siglo 

pasado, el β-caroteno obtenido a partir de β-ionona derivado de acetona y 

butadieno (Rutz et al., 2016), se ha continuado con el estudio de nuevas y mejores 

fuentes de obtención de diversos compuestos bioactivos para ser empleados en 

productos alimenticios, cosméticos y farmacéuticos. Además, durante los últimos 

años existe un creciente interés por consumir alimentos con propiedades 

saludables. Al mismo tiempo, en la industria alimentaria hay una tendencia 

constante hacia la producción de alimentos y obtención de ingredientes 

alimentarios funcionales de origen natural, con el objetivo de satisfacer esta 

demanda. Es así como las técnicas de extracción deben garantizar no sólo una 

mayor recuperación de compuestos, sino también proporcionar extractos que 

puedan ser utilizados directamente o con el mínimo procesado y que resulten 

seguros a fin de poder ser empleados en la industrias alimentaria, farmacéutica y 

cosmética sin afectar la salud. 

En la actualidad existe un interés en encontrar métodos de extracción que 

faciliten la obtención de compuestos funcionales como polifenoles y carotenoides 

de fuentes naturales y renovables, que sean aptos para el consumo humano y que 

la forma de extracción sea respetuosa con el medio ambiente. Putnik et al. 

(2017b) indican que, para la obtención segura de compuestos bioactivos de 

residuos de frutos cítricos, se requiere conocer la fuente del compuesto de interés, 

a fin de seleccionar la variedad y el tejido que mayor contenido tenga. Así como 

las técnicas y condiciones de extracción deben ser optimizadas según las 

características de la muestra y los compuestos, para obtener la máxima 

selectividad. La purificación influye en el aislamiento de los compuestos que, ya 

sean puros o mezclas caracterizadas, podrían utilizarse por la industria. Para 
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garantizar el aprovechamiento de los compuestos adicionados a cualquier 

producto, son necesarios estudios de bioaccesibilidad y biodisponibilidad, así 

como la interacción de los compuestos obtenidos y otros componentes. 

1.3.1. Métodos convencionales y no-convencionales 

La extracción convencional con solventes orgánicos es el método más 

empleado para extraer compuestos bioactivos y su eficiencia depende del 

solvente elegido. Además, la característica común entre los métodos 

convencionales es el uso del calor y el largo tiempo de extracción, factores que 

afectarían al contenido de compuestos presentes en los extractos. Asimismo, 

emplean solventes orgánicos que afectan a la seguridad de los extractos para el 

consumo y son considerados dañinos para el medio ambiente (Reddy et al., 

2020). Entre los métodos convencionales, el más empleado es la extracción 

sólido-líquido utilizando cuatro solventes principalmente: acetona, etanol, 

metanol y agua (Jelley et al., 2016). El Soxhlet, con etanol y metanol como 

solventes, se ha empleado para la extracción de compuestos fenólicos, sin 

embargo, tiene como desventaja un tiempo largo de extracción y altas 

temperaturas que pueden causar hidrólisis y subsecuente degradación de los 

compuestos (Caldas et al., 2018).  

Estos efectos negativos pueden reducirse empleando métodos no-

convencionales o green extraction methods, para la extracción de compuestos 

bioactivos. Entre otras ventajas, se caracterizan por emplear cortos tiempos de 

extracción a temperaturas no muy elevadas favoreciendo el ahorro de energía, 

requieren menos tiempo, aumentan la transferencia de calor y masa, emplean 

menor cantidad de solventes orgánicos y permiten extraer con solventes 

alternativos, la eficiencia de la extracción puede ser mayor con menos unidades 
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de operación, no son tóxicos y no desnaturalizan los compuestos extraídos 

(Sharmila et al., 2016).  

Una de las consideraciones más importantes en el desarrollo de nuevos 

procesos y tecnologías para la extracción es la seguridad de los productos finales 

cuando se utilizan como productos alimentarios (Strati & Oreopoulou, 2011), 

pues al ser menos agresivos con las muestras vegetales, estas mantendrían sus 

caracteres organolépticos e incluso nutricionales. Al mismo tiempo y en base al 

concepto de “green extraction methods”, serían respetuosos con el medio 

ambiente, por minimizar o no emplear solventes orgánicos y por el menor uso de 

energía. Es así como estos métodos contribuyen a la sostenibilidad 

medioambiental y a la seguridad alimentaria (Chemat et al., 2019), y por ello se 

debe continuar con el estudio de su aplicación en fuentes naturales que ofrecen 

una mayor cantidad de compuestos bioactivos, como son los residuos cítricos. 

Anticona et al. (2020) revisan las ventajas y resultados de aplicar métodos no-

convencionales en residuos cítricos como la extracción asistida por ultrasonidos, 

microondas, fluidos supercríticos, agua presurizada, pulsos eléctricos, descargas 

eléctricas de alto voltaje y altas presiones hidrostáticas. En función de los 

compuestos bioactivos (polifenoles y carotenoides) a extraer a partir de residuos 

cítricos algunos métodos resultan más convenientes que otros (Tabla 4).  
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Tabla 4. Métodos de extracción para la obtención de polifenoles y carotenoides 

de residuos cítricos 

Compuestos Métodos 
convencionales 

Métodos no-convencionales 

Polifenoles  líquido-líquido 
(Maceración) 
sólido-líquido 
(Soxhlet) 
 

ultrasonidos 
microondas 
fluidos supercríticos 
agua presurizada 
líquidos presurizados 
pulsos eléctricos 
descargas eléctricas de alto voltaje 
altas presiones hidrostáticas 

Carotenoides  líquido-líquido 
sólido-líquido 
(Soxhlet) 

ultrasonidos 
fluidos supercríticos 
descargas eléctricas de alto voltaje 

1.3.2. Ultrasonidos 

La extracción asistida por ultrasonidos se emplea para la extracción de 

compuestos fenólicos, así como de carotenoides por la facilidad del proceso y la 

mejora de las variables. Durante este proceso se ha descrito una reducción del 

tiempo de extracción, mayor reproducibilidad, disminución del uso de solventes 

orgánicos, prevención de la degradación de compuestos termolábiles con una 

mayor pureza del producto final, y mayor rendimiento de extracción, eliminando 

el post-tratamiento de las aguas residuales y consumiendo menor energía fósil de 

la que normalmente es necesaria para un método de extracción convencional 

(Chemat et al., 2017; Gullón et al., 2021).  

Los ultrasonidos consisten en ondas mecánicas que tienen la propiedad de 

extenderse en un medio elástico, principalmente líquido, que involucran ciclos 

de alta (compresión) y baja presión (rarefacción) (Gullón et al., 2021). La onda 

ultrasónica involucra cuatro parámetros físicos: frecuencia (Hz), potencia (W), 

longitud de onda (cm) e intensidad (W/cm2) (Khadhraoui et al., 2019). La 

generación de ondas ultrasónicas involucra el fenómeno de cavitación (Figura 7).  
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Figura 7. Fenómeno de cavitación producido por las ondas ultrasónicas (compresión 

y rarefacción) durante el proceso de extracción (adaptado de Khadhraoui et al., 2019). 

Durante este fenómeno se crean, agrandan e implosionan microburbujas de 

vapores o gases disueltos en el medio líquido por la compresión y rarefacción de 

las moléculas que constituyen el medio. El colapso de las burbujas producidas 

por cavitación induce el aumento de la temperatura y presión, generando un 

aumento de energía e incrementando la intensidad acústica eléctrica, dando inicio 

a un movimiento oscilatorio en la superficie. Las moléculas constitutivas del 

medio que experimentan la sucesión de fases de compresión y rarefacción pueden 

desplazarse de su posición de equilibrio. El colapso de las burbujas es asimétrico 

y genera microchorros y ondas de choque dirigidas hacia la superficie de la 

matriz, esto facilita la ruptura de la pared celular, generando diversos efectos en 
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la matriz (fragmentación, erosión, sonoporación, etc) y promueve la liberación 

del contenido celular proporcionando una excelente difusión del solvente en el 

medio de extracción (Boukroufa et al., 2017; Chemat et al., 2017; Gullón et al., 

2021; Khadhraoui et al., 2019). 

Los ultrasonidos han mostrado una buena aplicación comercial y un alto 

rendimiento por la mejora del proceso de producción, simplicidad, requerir de un 

mantenimiento de menor costo y ser aplicable a gran escala (Gullón et al., 2021). 

La optimización del proceso es necesaria dado que la eficiencia de la extracción 

depende de varios parámetros como la concentración del solvente, el tiempo de 

sonicación, la temperatura, la relación sólido-solvente, la potencia ultrasónica y 

la frecuencia. Estos factores también influyen en las estructuras moleculares de 

los compuestos de interés y, por consiguiente, puede afectar a su rendimiento y 

sus diferentes actividades biológicas (Gullón et al., 2021). Por ejemplo, se ha 

observado un aumento de la concentración de carotenoides con el aumento de la 

intensidad ultrasónica (Boukroufa et al., 2017).  

La extracción asistida por ultrasonidos puede aplicarse empleando dos tipos 

de sistemas: el baño de ultrasonidos y la sonda de ultrasonidos (Figura 8). Ambos 

sistemas emplean un transductor electromecánico como fuente de energía, siendo 

los transductores piezoeléctricos los más usados por ser más versátiles y 

eficientes (Chemat et al., 2017; Gullón et al., 2021).  

El baño de ultrasonidos ha sido el equipo más común en la extracción de 

compuestos bioactivos. Este equipo consta de transductores ultrasónicos 

adheridos a su base y un generador electrónico que suministra energía eléctrica 

al transductor, generalmente funcionan a una frecuencia de 40 - 45 kHz y pueden 

estar equipados con un calentador controlado termostáticamente (Lavilla & 

Bendicho, 2017), se considera económico y tiene la capacidad de tratar varias 

muestras simultáneamente. Asimismo, la distribución de la intensidad ultrasónica 
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ocurre de forma heterogénea en el baño (Rutkowska et al., 2017). Su principal 

inconveniente es la baja potencia de los ultrasonidos aplicados a la matriz y la 

baja reproducibilidad del método (Chemat et al., 2017; Gullón et al., 2021). Sin 

embargo, esta se puede mejorar con el control de temperatura durante la 

extracción (Lavilla & Bendicho, 2017). 

 

 

Figura 8. Equipos de ultrasonidos mayormente empleados A. baño de ultrasonidos y B. 

sonda de ultrasonido (adaptado de Gullón et al., 2021). 
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La sonda de ultrasonidos incluye un generador, que generalmente funciona a 

unos 20 kHz y un transductor unido a la sonda, que se sumerge en el recipiente 

que contiene la materia prima (Chemat et al., 2017; Gullón et al., 2021). En 

comparación con el baño, la sonda  de ultrasonidos es más ventajosa porque la 

intensidad del ultrasonido se transmite desde la sonda directamente a la muestra, 

siendo su efectividad hasta 100 veces mayor (Gullón et al., 2021; Rutkowska et 

al., 2017).  

1.4. DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS BIOACTIVOS DE 

RESIDUOS DE MANDARINA 

Los compuestos bioactivos, como su nombre indica son sustancias que 

presentan actividad biológica con efectos beneficiosos para la salud. Estas 

sustancias, de origen vegetal en su mayoría, son sintetizadas en pequeñas 

cantidades de forma natural como metabolitos secundarios y actúan como 

agentes protectores frente a microorganismos y otros factores externos (Câmara 

et al., 2021). Pueden ser de naturaleza hidrófila y lipófila y se suelen clasificar de 

acuerdo con su estructura química. Los compuestos bioactivos determinados en 

residuos de mandarina, principalmente la piel, son compuestos fenólicos, 

carotenoides, aceites esenciales, ácidos orgánicos (ácido ascórbico) y algunos 

minerales. 

1.4.1. Etapas del análisis de compuestos bioactivos 

El proceso de extracción es una etapa importante durante la determinación de 

compuestos bioactivos, ya que es un factor que afecta a la cuantificación y 

caracterización de estos. Dado que se encuentran en pequeñas cantidades en 

alimentos y otras fuentes naturales, es necesario el uso de procedimientos de 

extracción que permitan su recuperación de forma eficiente y que al mismo 

tiempo eliminen algunos compuestos de poco interés para el estudio que pueden 
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interferir durante el análisis. Câmara et al. (2021) indican que el análisis de 

compuestos bioactivos de alimentos involucra cuatro etapas importantes: la 

preparación de la muestra, la adquisición de los datos, la proyección de los datos 

y el análisis estadístico de los datos obtenidos (Figura 9), siendo la primera etapa 

la que mayor tiempo involucra, dependiendo de la matriz a analizar. En el caso 

de residuos de mandarina y otros cítricos, estas etapas varían en función de los 

compuestos de interés del estudio.   

 

Figura 9. Etapas del análisis de compuestos bioactivos de alimentos. 

La etapa de preparación de la muestra involucra procesos de pre-tratamiento 
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extracción y son determinantes para una mayor recuperación de los compuestos 

mediante el método extractante seleccionado. 
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extractante, y relación muestra/solvente entre otros, influyen en el contenido de 

compuestos bioactivos extraídos de la muestra, por lo que es necesaria una 

optimización para reducir todos los factores que puedan interferir en los 

resultados y mejorar la reproducibilidad del método. Recientemente, las técnicas 

de extracción para la industria química, alimentaria y farmacéutica han recibido 

mucha atención debido al aumento de los precios de la energía, las emisiones de 

CO2 y otros problemas relacionados con el medio ambiente. Por ello, los métodos 

clásicos de extracción empleando solventes, también conocidos como métodos 

convencionales, son reemplazados por el uso de tecnologías no-convencionales 

que se proponen como métodos con mayores ventajas durante el proceso de 

extracción. Diversos estudios evidencian una mayor recuperación de compuestos 

bioactivos de residuos de mandarinas y otros cítricos con el uso de estos métodos 

no-convencionales que además son más respetuosos con el medio ambiente 

(Khan et al., 2010; Nipornram et al., 2018; Safdar et al., 2017; Sun et al., 2011).  

Dado que los métodos de extracción no suelen ser selectivos, una vez el 

extracto ha sido preparado se requiere un proceso de fraccionamiento o 

purificación a fin de eliminar diversas moléculas que interferirían potencialmente 

en la obtención de los resultados. Este paso se conoce como clean-up e incluye 

la ejecución de un método de purificación para aislar los compuestos de interés 

que se escoge teniendo en cuenta la naturaleza del extracto, que será seleccionado 

en función de los compuestos que se pretendan eliminar y de la polaridad de las 

moléculas a aislar. 

Una vez purificado el extracto, se procede a la caracterización y/o 

cuantificación de los compuestos bioactivos de interés para el estudio. Las 

técnicas basadas en cromatografía permiten separar los compuestos bioactivos ya 

que son más específicas y ofrecen datos más detallados que las técnicas 

espectrofotométricas (Câmara et al., 2021). La cromatografía líquida de alta y 
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ultra resolución (en sus siglas en inglés HPLC y UHPLC, respectivamente) es 

más utilizada en extractos de residuos de mandarina para cuantificar compuestos 

bioactivos. La separación de los compuestos bioactivos se lleva a cabo con un 

modelo de cromatografía liquida en fase reversa (RP-LC), con el uso columnas 

de sílice  como octilsilano (C8), octadecilsilano (C18) y triacontilsilano (C30), 

cuyos átomos de silicio forman enlaces de hidrógeno con los grupos hidroxilo de 

los compuestos a analizar presentes en la muestra, facilitando la separación 

(Mahato et al., 2019).   

Los detectores acoplados al equipo cromatográfico favorecen la identificación 

de los compuestos, siendo los más comunes el detector diode-array (DAD), el 

detector de fluorescencia (FD) y la espectrometría de masas (MS). El sistema de 

análisis por HPLC a menudo está equipado con MS (HPLC-MS) para una rápida 

y precisa identificación de los compuestos de interés, incluso cuando no se 

dispone de estándares (Mahato et al., 2019). La cromatografía de gases acoplada 

a MS (GC-MS) se utiliza con resultados favorables para separar compuestos 

determinados y provee información más específica como su peso molecular y la 

presencia de moléculas derivadas. También se ha descrito el empleo de la 

electroforesis capilar para evaluar la influencia de la exposición a atmósferas de 

N2 sobre la expresión génica de la fermentación de etanol en albedo de 

mandarinas Murcott (C. reticulata Blanco) (Shi et al., 2007).  

1.4.2. Determinación de compuestos fenólicos 

Los compuestos fenólicos o polifenoles, son metabolitos secundarios de las 

plantas y se caracterizan por presentar uno o más grupos hidroxilos unidos a uno 

o más anillos de benceno u otras estructuras aromáticas, variando desde 

moléculas simples hasta otras más complejas, de alto peso molecular (Figura 10) 

(Durazzo et al., 2019; Zuorro et al., 2016).  
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Estructura base de los compuestos fenólicos 

 
Principales compuestos fenólicos en frutos cítricos 
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Figura 10. Estructura de los principales compuestos fenólicos en frutos cítricos 

(adaptado de Ma et al., 2020). 

Se han descrito aproximadamente entre 8000 y 9000 estructuras polifenólicas, 

por ello son considerados como los compuestos mayoritarios de las plantas (Khan 

et al., 2018; Tsao, 2010). La forma más común de clasificar los compuestos 

fenólicos ha sido según su estructura química, agrupándolos en ácidos fenólicos, 

flavonoides, isoflavonoides, estilbenos, polímeros fenólicos, lignanos y 

cumarinas (Craft et al., 2012), sin embargo en los últimos años se ha optado por 

clasificar a estos compuestos en dos grandes grupos: flavonoides y no 
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flavonoides (Câmara et al., 2021; Khan et al., 2018) (véase Figura 11). Estos 

compuestos desempeñan funciones protectoras en las plantas frente a patógenos 

y depredadores. Asimismo, en diversos estudios se han descrito los efectos 

protectores y beneficiosos de los polifenoles dado su carácter antioxidante. 

Los polifenoles mayoritarios en frutos cítricos son las flavanonas y los ácidos 

fenólicos (Xi et al., 2014). Sin embargo, es variable en función de la parte del 

fruto que se va a analizar. Así, se ha observado una mayor concentración de 

compuestos fenólicos, principalmente flavonoides, en la piel de las mandarinas 

que en la pulpa y zumo. Estos compuestos suelen estar en forma aglicona o 

glucósido, que favorece su estabilidad (Kundu et al., 2020; Sammani et al., 2019). 

Las polimetoxiflavonas (PMF) y los O-glucósidos de flavona y sus agliconas, 

son los flavonoides más comunes en los cítricos. Las PMF están presentes 

especialmente en la piel de naranjas dulces y mandarinas silvestres (Wang et al., 

2017). Asimismo, el grado de madurez del fruto afecta el contenido de 

flavonoides en la piel (Zhu et al., 2020), incluso se ha observado que la 

disminución del aroma puede correlacionarse con la pérdida del contenido de 

flavonoides como resultado de la muerte celular y envejecimiento de la piel (Jo 

et al., 2018). 
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Figura 11. Clasificación de compuestos fenólicos según su estructura.
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Durante el proceso de extracción, la solubilidad de los compuestos fenólicos 

en los solventes a emplear es un factor importante, y generalmente no es muy 

alta, dada su naturaleza hidrófila. En diversos estudios se ha evidenciado una 

eficiente extracción de compuestos fenólicos, principalmente flavonoides, 

empleando etanol, metanol, acetona y acetato de etilo,  tanto de forma absoluta o 

mezclado con agua u otro co-solvente (Barreca et al., 2020; Mahato et al., 2019). 

Sin embargo, en algunos casos estos solventes no garantizan la seguridad de los 

extractos en el contexto de seguridad y protección de la salud si se emplean en 

productos alimenticios, farmacéuticos y cosméticos. Asimismo, solventes como 

el metanol presentan otras desventajas como un mayor coste de eliminación para 

disminuir la contaminación propia del proceso de extracción. 

Previo al análisis de los compuestos fenólicos en una muestra es necesario 

realizar un procedimiento de purificación para eliminar compuestos interferentes 

del extracto y facilitar la identificación de las moléculas fenólicas. La separación 

por cromatografía de permeación en columna/gel y las técnicas de extracción en 

fase sólida (EFS) son técnicas comúnmente utilizadas de purificación antes del 

análisis fenólico. 

La cromatografía en columna es una técnica eficaz para aislarlos a gran escala 

dada su simplicidad durante las separaciones iniciales. Las columnas empleadas 

son la columna abierta con gel de sílice, gel dextrano reticulado, poliamida y 

adsorbentes de celulosa. A pesar de que los adsorbentes de sílice favorecen la 

separación de flavonoides menos polares, es necesario utilizar solventes 

altamente polares como eluyentes para la purificación de algunos flavonoides 

glucosilados. Los adsorbentes de gel dextrano reticulado separan los compuestos 

de acuerdo con sus tamaños moleculares (Reddy et al., 2020). 

Durante el proceso para aislar compuestos fenólicos de los extractos aplicando 

EFS se emplean cartuchos C18 con cantidades de sílice que varían entre 4 - 200 
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mg (Câmara et al., 2021). Durante el procedimiento se debe acondicionar el 

cartucho con una serie de solventes, principalmente agua y metanol, para la 

mayor retención de los compuestos de interés en la fase sólida, mientras las 

moléculas que interfieren son eliminadas. El fluido suspendido en el cartucho se 

lava con agua acidificada para eliminar azúcares, ácidos orgánicos y otros 

componentes solubles en agua. Asimismo, el arrastre de los compuestos fenólicos 

retenidos se realiza principalmente con metanol que en algunos casos es 

acidificado. Este extracto fenólico se evapora y redisuelve en el medio adecuado 

seleccionado para su determinación (Mahato et al., 2019). Recientemente, se han 

desarrollado nuevos enfoques de extracción y limpieza para simplificar la 

preparación de las muestras, avanzando hacia análisis más eficientes en términos 

de cantidad y calidad, y técnicas más respetuosas con el medio ambiente. Una de 

ellas es el uso del método ‘Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe’ 

(QuEChERS), que se caracteriza por combinar  la extracción líquido-líquido 

(ELL) (muestra) y la extracción en fase sólida-dispersa (EFD-D) con MgSO4, 

amina primaria/secundaria (PSA) y C18, y se propone como una alternativa 

económica y sostenible (Aguiar et al., 2020).  

Para conocer la concentración de cada compuesto fenólico se emplean 

sistemas de separación que permiten caracterizar y cuantificar estos compuestos. 

Incluyen cromatografía en columna, HPLC y cromatografía en contracorriente 

de alta velocidad (HSCC) (Mahato et al., 2019). La cromatografía líquida de alta 

resolución en fase normal (NP-HPLC) utiliza resinas de sílice o alúmina como 

fase estacionaria, siendo esta última de naturaleza hidrófila. La cromatografía 

líquida de alta resolución en fase reversa (RP-HPLC), a diferencia del NP-HPLC, 

emplea una fase estacionaria hidrofóbica, que consiste en cadenas de alquilo 

unidas covalentemente, que se unen con los compuestos hidrófobos o menos 

polares de la muestra, que son separados con la fase móvil (Mahato et al., 2018). 
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La cuantificación y caracterización de compuestos fenólicos de la piel de 

mandarina se realiza usualmente mediante HPLC con detector diode-array 

(HPLC-DAD) o ultravioleta visible (HPLC-UV/Vis) y acoplada a un 

espectrómetro de masas (HPLC-MS) es considerada selectiva para analizar 

flavonoides de residuos cítricos (Londoño-Londoño et al., 2010). En la Tabla 5 

se resumen los sistemas cromatográficos utilizados para el análisis de 

compuestos fenólicos de piel de mandarina realizados durante los últimos 10 

años. 

Las columnas de fase reversa empleadas para el análisis cromatográfico de los 

compuestos fenólicos suelen ser de sílice C18 con dimensiones entre 50 - 250 mm 

de largo × 2,1 - 4,60 mm de diámetro. La elución se realiza mediante sistemas de 

solventes binarios, empleando metanol o acetonitrilo (puros o acidificados) como 

solvente orgánico y agua acidificada (ácidos fórmico o acético entre 0,01-5%, 

v/v) como solvente polar. En un estudio reciente realizado por Gómez-Mejía et 

al. (2019) se empleó como solvente polar una solución acuosa con ácido 

trifluoroacético 0,1%, (v/v). La adición de ácido en la fase polar es necesaria para 

minimizar las colas de los picos que suprimen la ionización de los grupos 

hidroxilo de los compuestos fenólicos (Câmara et al., 2021).  

La cromatografía en contracorriente de alta velocidad (HSCC) que se utiliza 

para extraer y purificar flavonoides emplea sistemas solventes de dos fases, que 

fluyen simultáneamente en la dirección opuesta. A diferencia de los métodos 

anteriores, no emplea ninguna matriz de soporte sólido, descartando la pérdida 

de muestra en la fase sólida. Su uso se describe por primera vez para la 

purificación de PMF extraídas de piel de mandarina (Wang et al., 2005).  

La determinación estructural de compuestos bioactivos extraídos de piel de 

mandarina emplea técnicas espectroscópicas como ultravioleta visible (UV-Vis) 

que permiten identificar una amplia gama de compuestos fenólicos como 
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flavonoides, antocianinas, taninos, cumarinas y ácidos fenólicos. Las técnicas de 

espectrometría de MS se caracterizan por someter a la molécula orgánica a 

procesos de ionización y fragmentación. Estos se separan en diferentes tamaños 

según su relación masa-carga (m/z) de acuerdo con los campos eléctricos y 

magnéticos. Conociendo la relación m/z, se puede deducir la masa molecular de 

la molécula original y la fórmula molecular exacta de la misma mediante un 

análisis de los tipos de fragmentos producidos durante el proceso (Mahato et al., 

2019). La espectrometría MS-MS adiciona una detección más permitiendo 

obtener los datos en dos dimensiones. De hecho los espectros MS y MS-MS, 

tanto iones positivos como negativos, de los glucósidos de flavonas cítricas 

tienen patrones de fragmentación característicos, que dependen en gran medida 

del número o la naturaleza de los residuos glúcidos y sus enlaces C u O-

glucosídicos (Barreca et al., 2020). El proceso de separación y purificación 

llevado a cabo por HPLC-MS se emplea para una identificación rápida y precisa 

de los compuestos, incluso cuando no se dispone de estándares purificados y ha 

sido utilizado en muestras de piel de mandarina (Guccione et al., 2016; Li et al., 

2012; Londoño-Londoño et al., 2010). Asimismo, la ionización por 

electropulverización (ESI) es una herramienta de alta eficiencia de ionización 

para la fragmentación de compuestos fenólicos (Mahato et al., 2019).  

El detector más empleado para el análisis de polifenoles de muestras de 

residuos de mandarina es el diode-array. Diversos estudios señalan la detección 

e identificación de compuestos fenólicos a una longitud de onda entre 240 - 285 

nm, como los ácidos fenólicos a  270 - 280 nm (Hayat et al., 2010; Safdar et al., 

2017), los grupos de flavonoides pueden definirse entre 280 - 370 nm, flavonas 

y flavonoles se identifican entre 350 - 365 nm y las antocianinas a 460 - 560 nm 

(Barreca et al., 2020; Câmara et al., 2021; Singanusong et al., 2015). Se utiliza 

HPLC con detección por diode-array y espectrometría de masas con ionización 
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por electro-pulverización (HPLC-DAD-ESI-MS/MS) para caracterizar 

compuestos fenólicos extraídos de tejidos (albedo, flavedo, segmentos de 

membrana y sáculos de zumo) de mandarina entre otros cítricos, detectándose 

hasta 7416 señales metabólicas (Wang et al., 2017). Los compuestos mayoritarios 

en residuos de mandarina son los glucósidos de flavanonas como la hesperidina, 

detectados a 280 nm (Hayat et al., 2010). 
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 Tabla 5. Sistemas cromatográficos para el análisis de compuestos fenólicos de piel de mandarina. 

Sistema 
cromatográfico 

Columna Fase móvil Compuestos Referencia 

HPLC-UV 
285 nm 

C18 (100 × 4.6 mm 
d. i., 3,5 μm) 

agua acidificada (ác. 
acético 0,6 %, v/v) 

metanol 

Hesperidina, naritunina Cheigh et al. 
(2012) 

LC-MS/MS C18 (50 × 4.6 mm d. 
i., 1,8 μm) 

agua destilada (amonio 
formiato 5 

mM)/metanol/ácido acético 
(29.4:70:0.6, v/v/v) 

HPLC-UV/VIS 
330 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

agua 
acetonitrilo 

5,6,7,3`,4`-pentametoxiflavona; 
6,7,8,3`,4`-pentametoxiflavona; 3-

hidroxi-5,6,7,4`-tetrametoxiflavona ; 
5,6,7,8,3`,4`- hexametoxiflavona; 

3,6,7,4`-tetrametoxiflavona; 
3,5,6,7,8,3`,4`-heptametoxiflavone ; 

5,6,7,8,4`-pentametoxiflavona 

Han et al. 
(2012) 

HPLC-DAD-ESI/MS 
254 nm 

SB-Aq (150 × 4.6 
mm d. i., 5 μm) 

agua acidificada (ácido 
fórmico 0,5 %, v/v) 

metanol 

Hesperidina, nobiletina, tangeretina Li et al. (2012) 

HPLC-DAD-ESI-
MS/MS 

200 - 400 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

agua acidificada (ácido 
fórmico 0,1 %, v/v) 

acetonitrilo 

Polimetoxiflavonas (32) Zhang et al. 
(2012) 

RP-HPLC-ESI-
MS/MS 

C18 (50 × 4.6 mm d. 
i., 1,8 μm) 

agua acidificada (ácido 
fórmico (0,1 %, v/v) 

acetonitrilo 

compuestos fenólicos (41) Zheng et al. 
(2013) 
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Tabla 5. Continuación 

Sistema 
cromatográfico 

Columna Fase móvil Compuestos Referencia 

HPLC-UV/VIS 
280 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

 

agua acidificada (ácido 
acético 0,5%, v/v) 

acetonitrilo 

Hesperidina, naringina Singanusong 
et al. (2015) 

HPLC C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

metanol 
agua acidificada (ácido 

acético 4%, v/v) 

Hesperidina Ma et al. 
(2015) 

HPLC-PDA 
200 - 600 nm 

C18 (150 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

agua acidificada 
metanol 

acetonitrilo 

Vicenina-2, naringina, hesperidina, 
poncirina, sinensetina 

nobiletina, 3,5,6,7,8,3′,4′-
heptametoxiflavona, tangeretina 

Guccione et al. 
(2016) 

HPLC-MS/MS   

HPLC-UV 
285 nm 

C18 (100 × 4.6 mm 
d. i., 3,5 μm) 

agua acidificada (ácido 
acético 0,5 %, v/v) 

metanol 

Narirutina, naringina, hesperidina, 
naringenina 

Ko et al. 
(2016) 

HPLC-UV/VIS 
370 nm (flavonoids) 

280 nm (ácidos 
fenólicos) 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

acetonitrilo 
agua acidificada (ácido 

acético 0,1 %, v/v) 

Ácido gállico, ácido clorogénico, 
ácido ferúlico, ácido cumárico, ácido 

cafeico, catequina, epicatequina, 
hesperidina, naringenina, quercitina, 

kaempferol 

Safdar et al. 
(2017) 

HPLC-UV 
280 - 330 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i.) 

acetonitrilo 
agua acidificada (ácido 

fórmico 0,4 %, v/v) 

Hesperidina, sinesteina, 4′,5,7,8-
tetrametoxiflavona, nobiletina, 

tangeretina, 5-O-desmetil nobiletina 

Fu et al. 
(2017) 
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Tabla 5. Continuación 

Sistema 
cromatográfico 

Columna Fase móvil Compuestos Referencia 

HPLC-PAD 
280 - 330 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

acetonitrilo 
agua acidificada (ácido 

acético 0,5%, v/v) 

Narirutina, hesperetina, hesperidina, 
didimina, luteolina , naringenina , 

naringina, sinensetin, 5,7,40-
trimetoxiflavona, nobiletin, 

3,5,6,7,8,30,40, hetametoxiflavona, 
tangeretina, 5- demetillnobiletina 

Hu et al. 
(2017) 

ULPC-DAD-LC-
ESI-MS/MS 
200 - 500 nm 

C18 (150 × 2.1 mm 
d. i.) 

agua 
acetonitrilo 

Compuestos fenólicos (39) Wang et al. 
(2017) 

HPLC-UV/VIS 
280 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

agua acidificada (ácido 
acético 0,5 %, v/v) 

acetonitrilo 

Hesperidina 
 

Nipornram et 
al. (2018) 

HPLC-PDA 
200 - 600 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

agua acidificada (ácido 
fórmico 5%, v/v) 

metanol 

Hesperidina, naringina, tangeretina, 
rutina, quercitina, ácido clorogénico, 

ácido caféico, ácido ferúlico, 
naringenina, hesperitina 

Ferreira et al. 
(2018) 

UHPLC-UV C18 (75 × 2.0 mm d. 
i., 2,2 μm) 

acetonitrilo 
agua acidificada (ácido 

fórmico 0,1%, v/v) 

Hesperidina Xu et al. 
(2019) 

UPLC-qTOF-MS-
UV 

220 - 600 nm 

T3 (100 × 1.0 mm 
d. i., 1,8 μm) 

agua acidificada (ácido 
fórmico 0,1%, v/v) 

acetonitrilo acidificado 
(ácido fórmico 0,1 %, v/v) 

Flavonoides (40), polimetoxiflavonas 
(7), conjugados de ácido cinámico 

(4), cumarinas (14) 

Fayek et al. 
(2019) 
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Tabla 5. Continuación 

Sistema 
cromatográfico 

Columna Fase móvil Compuestos Referencia 

cLC-DAD 
220 - 365 nm 

C18 (150 × 0,3 mm 
d. i., 4 μm) 

acetonitrilo 
agua acidificada (ácido 

trifluoroacetico 0,1 %, v/v) 

Ácido p-cumárico, ácido trans-
ferúlico, hesperidina, rutina 

Gomez-Mejia 
et al. (2019) 

LC-MS/MS-QqQ-
UV/VIS 

C18 (150 × 3 mm d. 
i., 4 μm) 

 

HPLC-DAD 
326 nm 

C18 (150 × 3 mm d. 
i., 3 μm) 

agua 
acetonitrilo 

Nobiletina 
3.5.6.7.8.3`,4`-heptametoxiflavona 

tangeretina 

Long et al. 
(2019) 

LC-ESI-MS   

UPLC-qTOF-MS C18 (100 × 2.1 mm 
d. i., 1,7 μm) 

C18 (100 × 2.1 mm 
d. i., 1,8 μm) 

agua 
acetonitrilo 

Compuestos fenólicos (92) Luo et al. 
(2019) 

UHPLC-QqQ-MS C18 (100 × 2.1 mm 
d. i., 1,8 μm) 

agua acidificada (ácido 
fórmico (0,1%, v/v) 

metanol 

Ácido clorogénico, ácido caféico, 
ácido ferúlico, narirutina 

rutina, hesperidina, quercitina, 
didimina, sinestenía, nobiletina, 

tangeretina 

Zhao et al. 
(2019) 
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Tabla 5. Continuación 

Sistema 
cromatográfico 

Columna Fase móvil Compuestos Referencia 

UPLC-PDA 
330 nm (PMF) 

283 (flavonoids) 

C18 (100 × 2.10 mm 
d. i., 1,70 μm) 

agua acidificada (ácido 
fórmico 0,01 %, v/v) 

metanol 

Hesperidina, naringina, eriocitrina, 
neohesperidina, nobiletina, 

tangeretina,, 5-OH-6,7,8,3′,4′-
pentametoxiflavona, sinensetina, 

isosinensetina, 5,6,7,4′-
tetrametoxiflavona, 3,5,6,7,8,3′,4′-

heptametoxiflavona 

Chen et al. 
(2020) 

HPLC-UV-DAD 
283 - 360 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

agua acidificada (acido 
acético 1%, v/v) 

metanol 

Hesperidina, narirutina, rutina, ácido 
clorogénico, 5-hidroximetilfurfural 

Šafranko et al. 
(2021) 

HPLC: cromatografía liquida de alta resolución; UV: ultravioleta; d.i.: diámetro interno; VIS: visible; DAD: diode array; ESI: ionización por 
electropulverización; MS: masas; RP: fase reversa; PDA: foto diodo array; UPLC: cromatografía liquida de ultra resolución; LC: cromatografía 
liquida; qTOF: quadrupolo tiempo-de-vuelo; cLC: cromatografía líquida capilar; QqQ: triple-quadrupolo; SB-Aq: ligandos de alquilo enlazados en 
fase reversa; C18: octadecilsilano; T3: trifuncionalidad. 
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1.4.3. Determinación de carotenoides 

Los carotenoides son pigmentos liposolubles naturales metabolizados por 

plantas, algas y bacterias fotosintéticas, que juegan un papel muy importante 

durante la fotosíntesis y el proceso de fotoprotección. Se ha demostrado que una 

dieta rica en carotenoides tiene efecto protector contra algunos tipos de cáncer 

(Sharoni et al., 2012), degeneración macular relacionada con la edad, formación 

de cataratas (Meyers et al., 2014; Rao & Rao, 2007) y enfermedades 

cardiovasculares (Sun et al., 2018) debido a su actividad antioxidante. Algunos 

de ellos son carotenoides con carácter de provitamina A que pueden prevenir 

enfermedades graves como ceguera nocturna, susceptibilidad a las infecciones, 

piel escamosa y retraso en el desarrollo de los dientes y los huesos (Amorim-

Carrilho et al., 2014). Estas propiedades hacen muy interesante su 

aprovechamiento en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética.  

En la industria alimentaria los carotenoides son empleados como colorantes y 

aditivos alimentarios (Mahato et al., 2019; Murador et al., 2019). Debido a su 

carácter antioxidante, previenen la formación de radicales libres preservando la 

calidad y la vida útil de los productos alimenticios durante el almacenamiento y 

su posterior la manipulación (Costanzo et al., 2020).    

El comportamiento antioxidante de los carotenoides se debe a su sistema de 

más de 10 enlaces de π-electrones conjugados los cuales además les confieren 

sus propiedades pigmentarias (Jomova & Valko, 2013; Martins & Ferreira, 

2017). Específicamente su estructura está compuesta por cadenas terpenoides de 

enlaces dobles y simples de hasta 40 carbonos construidas a partir de 8 unidades 

de isoprenoides unidos por el centro de la molécula (Nakamura & Sugiura, 2019) 

(Figura 12). Esta estructura les permite estabilizar los electrones desapareados y 

por ello, eliminar el oxígeno singlete y radicales peroxilo. Así, a mayor número 
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de dobles enlaces conjugados mas capacidad antioxidante (Kaulmann & Bohn, 

2014). 

Estructura base de los carotenoides 

 
Principales carotenoides en frutos cítricos 

ß-caroteno 
ß-ß-Caroteno C40H56 

 

ß-criptoxantina 
ß,ß-Caroteno-3-ol C40H56O 

 

Violaxantina 
β,β-caroteno-3,3`-diol C40H56O4 

 

Luteína 
ß,ε-Caroteno-3,3`-diol C40H56O2 

 

Zeaxantina 
ß,ß-Caroteno-3,3`-diol C40H56O2 

 

Figura 12. Estructura de los principales carotenoides en frutos cítricos (Adaptado 

de Amorim-Carrilho et al., 2014; Meléndez-Martinez, 2017). 

Existen alrededor de 600 a 700 compuestos carotenoides conocidos en la 

naturaleza, los cuales se han clasificado en dos grupos (Figura 13): xantófilos 

o carotenoides oxigenados, que contienen oxígeno como grupo funcional y 

carotenoides hidrocarbonados (carotenos) (Mahato et al., 2019; Saini & Keum, 

2018). Entre ambos, los xántofilos son los más complejos por el número de 

compuestos y variaciones en su estructura; se pueden encontrar en su forma 

libre o en forma esterificada con ácidos grasos más estables como mono-

xantófilos o xantófilos poli-hidroxilados (Giuffrida et al., 2020; Murillo et al., 

2013). Estos compuestos también pueden clasificarse según el número de 

anillos en su molécula, así se tienen carotenoides acíclicos, monocíclicos y 
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bicíclicos (Regal et al., 2020).  De todos los carotenoides presentes en la 

naturaleza solo 50 tienen carácter de provitamina A, aproximadamente 40 son 

ingeridos en nuestra dieta (Kiokias et al., 2016) siendo los principales el α-

caroteno, β-criptoxantina y β-caroteno, que es el que mayor actividad 

provitavíminica presenta (Amorim-Carrilho et al., 2014). 

 
Figura 13. Clasificación de compuestos carotenoides según su estructura. 

El contenido de carotenoides en muestras vegetales depende de 3 factores 

principales: la post-cosecha, el procesado de alimentos y el almacenamiento, con 

diferentes variables en cada etapa como el tiempo, temperatura, tratamiento 

térmico o no-térmico entre otros, sin embargo, el almacenamiento a largo plazo 

es el factor que mayor pérdida puede causar en el contenido de carotenoides 

(Nagarajan et al., 2017). Se han realizado diversos estudios para favorecer la 

acumulación de carotenoides en el flavedo de los cítricos como la conservación 

de los frutos con CO2 (Lu et al., 2020), e incluso el uso de etileno más 

tratamientos con diodo emisor de luz roja que es eficaz para aumentar el 

contenido de ß-criptoxantina y luteína en el flavedo de frutos cítricos (Ma et al., 

2015). El contenido de carotenoides es mayor en la piel (flavedo) de los cítricos, 

CAROTENOIDES

XANTOFILOS CAROTENOS

PROVITAMINA A NO PROVITAMINA A PROVITAMINA A NO PROVITAMINA A

Β - criptoxantina Astaxantina
Luteína 

Zeaxantina
Cantaxantina

Equineona
violaxantina

α – caroteno
β – caroteno

licopeno
fitoeno

fitoflueno
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comparado con la pulpa o el zumo (Mahato et al., 2019), por ejemplo los 

carotenoides totales en piel de mandarinas varían de 25 a más de 300 μg/g de piel 

(peso fresco) mientras que en la pulpa el contenido va de 10 a 40 μg/g de pulpa 

(peso fresco). Asimismo, se encuentra mayor cantidad de carotenoides en los 

híbridos de mandarina que en las mandarinas comunes (Lado et al., 2016). En un 

estudio reciente se determinó mayor cantidad de carotenoides totales en piel de 

C. Clementina, comparado con piel C. Reticulata que sería la mandarina común 

(Costanzo et al., 2020). Los carotenoides son responsables de los diversos colores 

de los cítricos que van del amarillo al rojo durante la madurez y son los colorantes 

de origen natural preferidos para los alimentos, tanto en la industria 

agroalimentaria como por los consumidores (Zema et al., 2018). El color verde 

de la piel de los cítricos durante la primera etapa de crecimiento del fruto se debe 

principalmente al contenido de clorofila que posteriormente disminuye conforme 

el fruto alcanza la madurez y se incrementa la presencia de carotenoides (Mahato 

et al., 2019). Asimismo carotenoides como la β-criptoxantina, son más 

abundantes en frutos cítricos que otras frutas y vegetales, y pueden ser mejor 

absorbidos, que los carotenoides de tomates y verduras (Zhu et al., 2016). 

Saini & Keum (2018) mencionan que para la extracción de carotenoides es 

necesario primero romper las paredes celulares de la muestra, facilitando la 

disociación de estos compuestos con proteínas o ácidos grasos y favoreciendo la 

transferencia de los carotenoides al solvente extractante. Determinados 

procedimientos físicos, químicos o biológicos de extracción o procesado de la 

muestra, facilitan esta acción y favorecen el rendimiento del extracto. La elección 

del solvente es un factor crítico para el proceso de extracción, solventes como la 

acetona y etanol son más afines a compuestos carotenoides polares (xantófilas) 

como violaxantina, luteína, y neoxantina, y por el contrario el hexano y acetato 

de etilo son más afines para carotenoides no polares (carotenos) como ß-caroteno, 
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α-caroteno, y licopeno (Regal et al., 2020). Shukla & Thorat (2016) mencionan 

que el acetato de etilo es el mejor solvente para extraer carotenoides de la piel de 

los cítricos, seguido del etanol al 90%. Asimismo, se ha descrito una mayor 

extracción de all-trans-ß-caroteno con acetato de etilo comparado con etanol y 

hexano (Sun et al., 2011). Por ello se utiliza más de un solvente a la vez y así se 

asegura el máximo rendimiento de compuestos polares y no polares en un mismo 

extracto. Por ejemplo mezclas como hexano:acetona:etanol (50:25:25, v:v:v) se 

aplica en residuos cítricos como piel de mandarina (C. unshiu) (Barman et al., 

2020; Ma et al., 2017, 2018; Wang et al., 2008), asimismo, se emplean mezclas 

de isopropanol con éter de petróleo, acetona y hexano, así como dietil-éter con 

metanol (Mahato et al., 2019). Otro aspecto importante es que los carotenoides 

de los extractos deben protegerse del oxígeno presente en el ambiente, por lo que 

se recomienda el uso de un antioxidante, como el butilhidroxitolueno (BHT) 

adicionado a los solventes durante la extracción de carotenoides (Amorim-

Carrilho et al., 2014).  

Aunque los solventes orgánicos son efectivos para la extracción de 

compuestos bioactivos, su aplicación en la industria alimentaria no está 

aconsejada, ya que tienen su origen en fuentes no renovables (petróleo), son 

tóxicos, afectan el medio ambiente y su eliminación además de costosa, requiere 

de un máximo control. En un estudio reciente se propone el uso de solventes 

menos contaminantes, como los líquidos iónicos para la extracción de 

carotenoides de piel de naranja (C. sinensis), que proporcionan extractos con 

mejor rendimiento y más seguros para su empleo en la industria alimentaria, entre 

otras (Murador et al., 2019). 

Una vez obtenido el extracto, y dado que éstos suelen contener compuestos 

complejos estructuralmente, es necesario realizar un proceso de saponificación. 

Este procedimiento facilita el análisis dado que permite eliminar componentes de 



 INTRODUCCIÓN  

 

 52 

poco interés que perjudicarían los resultados, como clorofilas y triacilglicéridos, 

favoreciendo la liberación de xantófilos esterificados (Giuffrida et al., 2020; 

Regal et al., 2020). Asimismo, la saponificación no sólo simplifica la separación 

cromatográfica, también proporciona información sobre la naturaleza y 

distribución de los carotenoides en una matriz. La saponificación con hidróxido 

de potasio (KOH)-metanólico (10 - 30%) a temperatura ambiente en la oscuridad 

durante un tiempo prolongado, es el método de mayor eficacia para el 

fraccionamiento de compuestos carotenoides unidos a otros compuestos en 

extractos de piel de mandarina y otros cítricos (Agócs et al., 2007; Ma et al., 

2017, 2018; Saini et al., 2021; Yoo & Moon, 2016). Sin embargo la tendencia 

reciente es analizar extractos de carotenoides sin realizar previamente la 

saponificación, con el fin de determinar la composición original de los 

carotenoides (Giuffrida et al., 2020). 

La elección del sistema de cromatografía líquida más adecuado para una 

separación de carotenoides está muy relacionada con la matriz a analizar, desde 

sistemas de fase normal (NP-HPLC) para la separación simple de xantofilas hasta 

sistemas de fase reversa (RP-HPLC) empleados para las separaciones de 

carotenoides, incluidos isómeros geométricos y formas esterificadas. La técnica 

más empleada para el análisis de carotenos de extractos de piel de cítricos es el 

HPLC acoplada a un detector UV-Vis. Sin embargo, el HPLC-MS es una técnica 

empleada en los últimos años con resultados favorables para caracterizar 

carotenoides y sus derivados en muestras vegetales (Giuffrida et al., 2020), 

aunque los estudios con muestras de residuos de mandarina son escasos. La fase 

estacionaria usada con frecuencia durante el análisis de carotenoides de muestras 

de piel de mandarina suele ser columnas de C18; que ofrecen un menor tiempo de 

análisis comparado con las columnas C30. Sin embargo, ésta tiene mayor 

hidrofobicidad favoreciendo una mejor interacción con los carotenoides, 
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empleando metanol, metil-ter-butil éter (MTBE) y agua en gradiente de elución 

como fases móviles. Por su parte Saini et al. (2021) mencionan que las fases 

móviles más apropiadas para el análisis de carotenoides serían el metanol y el 

acetonitrilo debido a su alta solubilidad y baja contrapresión, protegiendo las 

columnas (Tabla 6). 

Para la caracterización y cuantificación de carotenoides es necesario 

determinar la máxima longitud de onda para la absorción espectrofotométrica 

UV-Vis, la naturaleza de los grupos funcionales y la conjugación de dobles 

enlaces de los compuestos. Además, es muy importante tener en cuenta la 

polaridad de los compuestos de interés y el uso de patrones estándar, ya que 

constituyen un factor determinante en el momento de la cuantificación 

(Nagarajan et al., 2017). Dependiendo de las diversas fuentes de ionización que 

se emplean como interfaz en la HPLC-MS, la eficiencia del análisis se puede 

mejorar en términos de sensibilidad, lo que permite un análisis de mayor 

rendimiento. Una de las fuentes de ionización empleada para la fragmentación de 

moléculas de carotenoides con resultados eficientes es la ionización química a 

presión atmosférica (APCI), que proporciona una mayor sensibilidad de los iones 

cargados y por ello se ha convertido en la técnica más utilizada para el análisis 

de compuestos carotenoides tanto hidrocarbonados como xantófilos (Giuffrida et 

al., 2020; Mahato et al., 2019). La fragmentación de carotenoides (incluidos los 

ésteres de ácidos grasos) producidos en la fuente de ionización (a menudo APCI) 

pueden detectarse con un analizador de masas de un solo cuadrupolo. El 

cuadrupolo simple (Q) es probablemente el más común espectrómetro de masas 

utilizado en los análisis de carotenoides y se caracteriza por ser robusto y 

sensible, aunque tiene una resolución limitada. Mientras que el triple cuadrupolo 

(QqQ) y la trampa de iones (IT) proporcionan más información (Giuffrida et al., 

2020). El empleo de cromatografía multidimensional ofrece importantes 
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alternativas (Regal et al., 2020). Recientemente Murador et al. (2019) publicaron 

el uso de HPLC-DAD-MS acoplado a APCI como fuente de ionización con 

resultados favorables para caracterizar carotenoides de piel de naranja. 
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Tabla 6. Sistemas cromatográficos para el análisis de carotenoides de piel de mandarina. 

Sistema cromatográfico Columna Fase móvil Compuestos Referencia 
HPLC-DAD-APCI-MS 

 
C30 YMC (250 × 

4.6 mm d.i., 5 μm) 
Metil tert-butil éter 

Metanol 
ß-criptoxantina, ζ-caroteno, todo-trans-

luteína, todo-trans-ß-caroteno, todo-
trans-ß-criptoxantina, violaxantina 

Matsumoto et al. 
(2007) 

HPLC-DAD 
300 - 510 nm 

C18 (250 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

metanol 88 %, metanol 100 % 
diclorometano/metanol (30:70, 

v/v) 

Compuestos carotenoides (18) Agócs et al. 
(2007) 

RP-HPLC-UV 
450 nm 

C18 (250 × 4.0 mm 
d. i., 5 μm) 

acetonitrilo, metanol 
diclorometano 

Luteína, zeaxantina, β-criptoxantina, β-
caroteno 

Wang et al. 
(2008) 

HPLC-DAD C30 YMC (250 × 
4.6 mm d. i., 5 μm) 

Metil tert-butil éter 
metanol 

Fitoeno, ζ-caroteno, β-caroteno, β-
criptoxantina, zeaxantina, 9-cis-

violaxantina , todo-trans-violaxantina, 
R-caroteno , luteína 

Matsumoto et al. 
(2009) 

HPLC-DAD C30 YMC (250 × 
4.6 mm d. i., 5 μm) 

Metanol 
Metanol 80 % (0,2 % acetato de 

amonio) 
metil tert-butil éter 

9-cis-violaxantina, luteínala, 
violaxantina, β-criptoxantina, 

zeaxantina, fitoneo, fitoflueno, ζ-
caroteno, β-caroteno, α-caroteno 

Zhou et al. (2010) 

HPLC- 
455 - 480 nm (detector dual) 

C30 YMC (250 × 
4.6 mm d. i., 5 μm) 

metanol 
diclorometano 

Todo-trans-β-caroteno 
 

Sun et al. (2011) 

HPLC C18 (300 × 3.9 mm 
d. i., 10 μm) 

acetonitrilo 
metanol 

β-criptoxantina, astaxantina, 
zeaxantina, cantaxantina 

Yoo & Moon 
(2016) 

HPLC-UV-VIS C18 (150 × 4.6 mm 
d. i., 5 μm) 

Metanol, acetonitrilo. 
trietilamina 

Luteína Saini et al. (2021) 

HPLC 
455 nm 

RP-18 (250 × 4 mm 
d. i., 5 μm) 

Metanol, 
tetrahidrofurano, 

agua 

β-caroteno 
 

Barman et al. 
(2020) 

HPLC: cromatografía líquida de alta resolución; DAD: diode array; APCI: ionización química a presión atmosférica; MS: masas; RP: fase reversa; UV: 
ultravioleta; VIS: visible; C30: trimetilmonoclorosilano; d.i.: diámetro interno; C18: octadecilsilano; RP-18: octadecilsilano en fase reversa.
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1.5. DETERMINACIÓN DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE  

La actividad antioxidante denota la capacidad de un compuesto bioactivo 

para mantener la estructura y función celular eliminando eficazmente los 

radicales libres, inhibiendo las reacciones de peroxidación lipídica y 

previniendo otros daños oxidativos (Zou et al., 2016). En residuos cítricos 

los principales compuestos antioxidantes son los polifenoles y carotenoides. 

Otro compuesto responsable de la actividad antioxidante de los extractos de 

cítricos es la vitamina C, bloqueador natural de radicales libres, ya que puede 

eliminar de manera efectiva una variedad de especies reactivas del oxígeno 

(ROS) eliminando el oxígeno singlete (1O2) y reduciendo los radicales de 

azufre (Zou et al., 2016). Abeysinghe et al. (2007) mencionan que la 

vitamina C es el principal contribuyente a la capacidad antioxidante total de 

la mandarina (80,5%). Su contenido es mayor en la piel de mandarina y 

ligeramente menor en las partes comestibles disminuyendo a medida que 

avanza la madurez del fruto (Alós et al., 2014). 

Los métodos empleados para evaluar la capacidad antioxidante de estos 

extractos se clasifican según el mecanismo de reacción en métodos basados 

en la transferencia de átomos de hidrógeno (HAT) y métodos basados en la 

transferencia de electrones (ET) (Zulueta et al., 2009). Los principales 

métodos in vitro utilizados en muestras de cítricos son la capacidad de 

absorción de radicales de oxígeno (ORAC) del grupo HAT y, la capacidad 

antioxidante equivalente de trolox (TEAC) empleando el radical ácido 2,2`-

azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfónico) (ABTS•+) y el ensayo de poder 

antioxidante reductor férrico (FRAP) del grupo ET. El método que utiliza el 

radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH•) presenta mecanismos tanto de 

HAT como de ET (Zou et al., 2016). 

En los métodos tipo HAT la reacción sería:  
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X• + AH  XH + A• 

Siendo X• el radical libre y AH el antioxidante, y como resultado el radical 

A• es menos estable que el inicial. 

Mientras que en la reacción tipo ET la transferencia de electrones reducen 

radicales libre, metales entre otros compuestos: 

X• + AH    X- + AH•+ 

AH• + H2O                 A• + H3O+ 

X- + H3O+    XH + H2O 

M(III) + AH      AH+ +M(II)  

Donde X• es el radical libre y AH el antioxidante que posee poder reductor 

de metales, carbonilos y radicales libres (Prior et al., 2005). 

El método ORAC determina la disminución de la fluorescencia de una 

proteína como consecuencia de la pérdida de su conformación cuando sufre 

daño oxidativo causado por una fuente de radicales peroxilo (ROO•) 

(Zulueta et al., 2009). Con extractos cítricos generalmente se emplea el 

radical 2,2`-azobis(2-metilpropionamidina) (Ahmad & Langrish, 2012; 

Apraj & Pandita, 2016). El método TEAC se basa en la habilidad de los 

compuestos de la muestra para eliminar el radical ABTS•+. La reacción 

basada en la pérdida del color del radical (normalmente verde azulado) en 

contacto con la muestra, permite determinar la cantidad de compuestos 

antioxidantes presentes por los valores de absorbancia obtenidos (Zulueta et 

al., 2009). El método FRAP mide la reducción del 2,4,6-tripiridil-s-triacina 

férrica (TPTZ) por acción de los compuestos antioxidantes de las muestras, 

que parece estar relacionado principalmente con el grado de hidroxilación y 

de conjugación en los polifenoles (Prior et al., 2005). El radical DPPH• es 

uno de los pocos radicales de nitrógeno orgánico estables y tiene un color 
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púrpura intenso. El ensayo se basa en la reducción del color del radical 

debido a la adición de la muestra y es cuantificable por la absorbancia de los 

espectros por la pérdida de color (Prior et al., 2005).  

La elección del método depende de la naturaleza de los compuestos, ya 

que unos métodos son más afines a moléculas hidrofóbicas y otros a 

moléculas hidrofílicas; por ejemplo Müller Fröhlich & Böhm (2011), 

indicaron que los carotenoides no son adecuados para eliminar el radical 

DPPH•. Asimismo, debido a los dos mecanismos de reducción observados 

en los métodos (HAT y ET), se recomienda la aplicación de dos a mas 

métodos en un mismo estudio para así tener una información más completa, 

tanto de antioxidantes con habilidad de transferencia de hidrógeno y otros 

más afines de transferencia de electrones. En diversos estudios se emplean 

dos a más métodos para determinar la actividad antioxidante de extractos de 

piel de mandarina (Apraj & Pandita, 2016; Hayat et al., 2009, 2010; Safdar 

et al., 2017; Singanusong et al., 2015; Zhu et al., 2020). El uso de un estándar 

antioxidante en diferentes concentraciones para obtener una recta de 

calibrado también es necesario. El estándar más empleado suele ser el ácido 

(±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (TROLOX), un 

análogo hidrosoluble de vitamina E, calculando la actividad antioxidante en 

Trolox equivalente (Buniowska et al., 2015; Canan et al., 2016); en otros 

estudios también se ha empleado el ácido ascórbico como estándar 

antioxidante (Goulas et al., 2012). Para expresar resultados de capacidad 

antioxidante también se utiliza el valor IC50, definido como la concentración 

del antioxidante que reduce el 50% del radical (Chen et al., 2013). En la 

Tabla 7 se resumen los métodos empleados para determinar la capacidad 

antioxidante de muestras de piel de mandarinas durante los últimos 10 años. 
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Tabla 7. Métodos empleados para determinar la capacidad antioxidante en residuos 
de mandarina. 

Muestra Método Estándar 
antioxidante 

Expresión de 
resultados 

Referencia 

Piel de mandarina ORAC TE µM TE/100g Ahmad & Langrish 
(2012) 

Piel de C. 
reticulatae Blanco, 

cv. Ponkan 

DPPH 
FRAP 

TE µM TE/100g Barros et al. (2012) 

Piel de C. 
reticulatae Blanco 
cv. Sainampueng 

DPPH 
TEAC 

NI IC50 Singanusong et al. 
(2015) 

FRAP TE 
Piel de mandarina 
Kjool (C. unshiu 

Marcow) 

TEAC 
DPPH 

Ácido 
ascórbico 

IC50 (mg/100g) Yoo & Moon (2016) 

Piel de Citrus 
reticulatae Blanco 

TEAC 
ORAC 
DPPH 
FRAP 

TE µM TE/g Esparza-Martínez et 
al. (2016) 

Piel de mandarina 
Kinnow (C. 

reticulatae L.) 

FRAP NI mM/100g Safdar et al. (2017) 
DPPH 
MERS 

Ácido 
ascórbico 

% Inhibición 

Piel de C. 
reticulatae 

DPPH 
FRAP 

NI % Inhibición Boudries et al. (2017) 

Piel de C. unshiu DPPH 
TEAC 

TE µM TE/L Hu et al. (2017) 

Piel de C. 
reticulatae 

TEAC TE Mmol TE/100g Ferreira et al. (2018) 

Piel de C. 
reticulatae Blanco 

DPPH NI % Inhibición Hu et al. (2019) 

Piel de C. 
reticulatae Blanco 

TEAC 
DPPH 
FRAP 

TE µmol TE/g Chen et al. (2020) 

Hojas de C. 
clementina 

TEAC 
DPPH 

Ácido 
ascórbico 

IC50 (µg/mL) Leporini et al. (2020) 

FRAP BHT µM Fe(II)/g 
ß-caroteno NI IC50 (µg/mL) 

DPPH: método de eliminación del radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; ORAC:  método de 
capacidad de absorción de radicales de oxígeno; TEAC: capacidad antioxidante equivalente 
de Trolox; FRAP: método de poder antioxidante reductor férrico; MERS: método de 
eliminación del radical superóxido; NI: no se indica; BHT: butil-hidroxi-tolueno; TE: trolox 
equivalente; IC50: concentración del antioxidante que reduce el 50% del radical. 
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OBJETIVOS 

El objetivo general del presente trabajo es el estudio de la caracterización del 

zumo y los extractos de piel obtenidos por ultrasonidos, de tres variedades de 

mandarinas híbridas (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique). 

Para conseguir el objetivo principal se proponen los siguientes objetivos 

específicos: 

• Revisión bibliográfica de métodos no-convencionales para la extracción 

de compuestos bioactivos de residuos cítricos. 

• Determinación de los parámetros físico-químicos, contenido de 

compuestos bioactivos y capacidad antioxidante del zumo de las 

mandarinas híbridas. 

• Determinación de los compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante 

en los extractos, obtenidos mediante ultrasonidos, de la piel de las 

mandarinas híbridas. 

• Caracterización de compuestos fenólicos y carotenoides mediante HPLC-

UV y UPLC-qTOF-MS/MS. 
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PLAN DE TRABAJO 

Para alcanzar los objetivos propuestos se propone el siguiente plan de trabajo: 

1. Obtención del zumo de tres variedades de mandarinas híbridas 

(Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique) durante dos temporadas de cosecha.  

- Evaluación de los parámetros físico-químicos, compuestos bioactivos 

y capacidad antioxidante.  

- Estudio de las diferencias entre las variedades híbridas y temporada 

de cosecha. 

2. Obtención del extracto de piel de las mandarinas (flavedo y albedo) 

mediante la aplicación de ultrasonidos (400 W, <40ºC) en etanol 50% v/v.  

- Efecto del tiempo de extracción sobre los parámetros físico-químicos, 

contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante.  

- Comparación de la extracción con ultrasonidos y convencional 

(<40ºC, etanol 50% v/v) mediante el índice de extracción. 

3. Identificación y cuantificación de compuestos fenólicos y carotenoides 

mediante HPLC-UV y UPLC-qTOF-MS/MS, previa purificación de los 

extractos de piel de mandarinas híbridas obtenidos por ultrasonidos. 

En la figura 14 se presenta el plan de trabajo desarrollado. 
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Figura 14. Diseño del experimento y plan de trabajo 

Situación del “estado del arte” en el conocimiento de métodos convencionales y no-convencionales para
la extracción de compuestos bioactivos de residuos cítricos.

Preparación de las muestras de mandarinas híbridas (Clemenvilla, Nadorcott, Ortanique)

ZUMO PIEL (Albedo y flavedo)

Análisis físico-químico de las muestras

• Compuestos fenólicos totales
• Flavonoides totales
• Carotenoides totales
• Ácido ascórbico

5, 10, 15 min, 400 W, ciclo 80%, < 40ºC, 
etanol 50% (v/v), ratio 1:10.

Extracción asistida por 
ultrasonidos

5, 10, 15 min, <40ºC, etanol 50% 
(v/v), ratio 1:10.

Extracción convencional

• Conductividad
• ºBrix
• pH

25 mm2

Parámetros físicos

Determinación de Compuestos bioactivos

Capacidad antioxidante (in vitro)

• muestras frescas
• extracción manual

• Método DPPH
• Método TEAC
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Figura 14. Diseño del experimento y plan de trabajo (continuación).  

Extractos de piel obtenidos por tratamiento con ultrasonidos

• Linealidad
• Precisión
• LOD y LOQ
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• Efecto matriz

Validación del 
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UPLC-qTOF-MS/MS
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Clean-up
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3.1. MUESTRAS 

Se seleccionan mandarinas de tres cultivos híbridos: Clemenvilla (Nova) (C. 

clementina Hort x (C. paradisi Macf. x C. tangerina Hort)), Nadorcott (Afourer) 

((C. reticulata Blanco x C. sinensis (L.) Osbeck) x C. reticulata) y Ortanique (C. 

reticulata Blanco x C. sinensis (L.) Osbeck) (Figura 15) que son aleatoriamente 

recolectadas durante los meses de diciembre, enero, febrero, marzo y abril de dos 

temporadas (2017-2018 y 2018-2019).  

 

Figura 15. Variedades de mandarinas incluidas en el estudio. 

Las muestras se recogen aleatoriamente de diferentes campos de cítricos de la 

provincia de Valencia (España) en la etapa de madurez comercial. 

Cronológicamente las mandarinas de la variedad Clemenvilla se obtienen desde 

las últimas dos semanas de noviembre hasta los primeros días de febrero, las de 

la variedad Ortanique desde principios de enero hasta los primeros días de abril 

y las de la variedad Nadorcott durante los últimos días de febrero hasta finales de 

marzo. Se realizan 35, 22 y 31 tomas de muestras de mandarinas Clemenvilla, 

Nadorcott y Ortanique, respectivamente, siendo el número de mandarinas de cada 

   

   
(a) Clemenvilla (b) Nadorcott (c) Ortanique 
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toma de 15 a 20 unidades (véase Tabla 8). Las mandarinas se transportan 

inmediatamente al laboratorio tras su recolección para realizar su análisis. La 

temperatura durante el transporte (4ºC) se mantiene a su llegada al laboratorio y 

hasta el momento de su análisis.  

Tabla 8. Muestras según variedad y temporada (2017-2018 y 2018-2019) 

Temporada de 
cosecha 

Variedad 
Clemenvilla Nadorcott Ortanique 

2017-2018 10 10 13 
2018-2019 25 12 18 

Total 35 22 31 

3.1.1. Obtención de zumo 

Se seleccionan las muestras según su tamaño, se limpian con agua destilada, 

se secan con papel y se cortan por la mitad. Para la obtención del zumo se emplea 

un exprimidor de cocina eléctrico. A continuación, el zumo se centrifuga (5 min, 

4000 r.p.m a temperatura ambiente) (Eppendorf 5810R, Alemania) y se filtra a 

través de un filtro de membrana Whatman no. 1 para eliminar restos de pulpa y 

semillas, y se separa en alícuotas según los parámetros a analizar.  

Durante la obtención del zumo se determina la relación zumo/peso (v/p) de 

las muestras, para ello se pesan las mandarinas (g) y se mide el volumen (mL) 

del zumo extraído. Los datos se expresan en mL/100g. 

3.1.2. Obtención de extractos de piel de mandarinas híbridas 

Las muestras se agrupan en base a la uniformidad de color y el calibre externo 

según cada variedad. Después de un adecuado lavado con agua destilada, la piel 

se separa de forma manual de la pulpa y se corta en tamaño de 25 mm2 con un 

cortador de cocina (Figura 16). 
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Figura 16. Piezas de piel de mandarina 

para elaborar los extractos 

3.1.2.1. Extracción control (EC) 

Se utiliza un mezclador magnético IKA, modelo C-MAG HS 7 (Staufen, 

Alemania) para agitar la muestra (6 g de piel troceada) en el solvente (60 mL de 

etanol acuoso 50%, v/v) a < 40ºC. Los extractos se filtran a través de un filtro de 

membrana Whatman no. 1 y se recogen en un tubo graduado protegido de la luz, 

para ser almacenados a -20 ºC hasta su análisis. 

3.1.2.2. Extracción asistida por ultrasonidos 

Para la extracción asistida por ultrasonidos se emplea un procesador 

ultrasónico Q500 (Qsonica, EE. UU.) (Figura 17) con una frecuencia de trabajo 

fijada en 20 kHz. Las condiciones de extracción se realizan según el estudio de 

Montero-Calderón et al. (2019):  

- 400 W de potencia,  

- 80 % (v/v) de ciclo de trabajo y  

- < 40 ºC de temperatura de extracción 

- ratio 1:10 (g/mL) 
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Figura 17. Equipo de ultrasonidos 

empleado en el estudio 

Se pesan 6 g de piel troceada de mandarina y se colocan en un vaso de 

precipitado con 60 mL de etanol acuoso (50 %, v/v). Las muestras se tratan por 

ultrasonidos durante tres tiempos de extracción: 5, 15 y 30 min. Después de los 

tratamientos, los extractos se filtran a través de un filtro de membrana Whatman 

no. 1 y se recogen en un tubo graduado protegido de la luz. Todos los extractos 

se almacenan a -20 ºC hasta el momento de su análisis. 

3.2. ANÁLISIS DE PARÁMETROS FISICO-QUÍMICOS 

3.2.1. Conductividad 

Instrumentación y material: 

- Conductímetro HANNA HI 5321 (Woonsocket RI, EE. UU.).  

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Reactivos: 

- Disoluciones de calibración: 84, 1413 y 12880 µS/cm (conservar a 4 ºC). 
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Modo operatorio: 

Se inicia con la calibración del instrumento empleando las disoluciones de 

calibración a temperatura ambiente. Se toman 30 mL de la muestra en un tubo 

graduado y se procede a la medida de la conductividad. En el caso de los extractos 

de piel, la conductividad se mide antes (C0) y después (C1) de la extracción 

control y de los tratamientos con ultrasonidos, y con estos valores se calcula el 

incremento de conductividad (IC) siendo la diferencia entre ambos (C1 – C0). 

Las mediciones se realizan por duplicado y los resultados se expresan en mS/cm. 

3.2.2.  ºBrix: Sólidos solubles totales 

Instrumentación y material: 

- Refractómetro digital Atago MASTER-T (Atago Company Ltd., Tokio, 

Japón) 

- Material de uso corriente en el laboratorio 

Modo operatorio: 

Se añaden un par de gotas de la muestra homogenizada sobre el portamuestras 

del instrumento cuidando de cubrir toda la superficie. Se cierra el prisma, se 

enfoca y se anota la medida. Los sólidos solubles totales se miden como °Brix. 

La medida se realiza por duplicado para cada muestra de zumo y de los extractos 

de la piel.  

3.2.3. pH 

Instrumentación y material: 

- pH-metro Sension TM + MM 340 (HACH-LANGE, S.L.U., Barcelona, 

España). 

- Material de uso corriente en el laboratorio.  

Reactivos: 

- Disoluciones amortiguadoras a pH 4, 7 y 10 (conservar a 4 ºC) 
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Modo operatorio: 

La determinación se basa en una medición potenciométrica a 25 ºC. Debe 

realizarse la calibración empleando las disoluciones amortiguadoras (pH 4, 7 y 

10) a temperatura ambiente. Se toman 25 mL de la muestra problema y se procede 

a la medida del pH. Las medidas se realizan por duplicado. 

3.2.4. Color  

Instrumentación y material: 

- Colorímetro espectrofotométrico Hunter Labscan II (Hunter Associates 

Laboratory Inc., Reston, VA., EE. UU.)  

- Cubeta de cuarzo de 5,4 x 5,7 x 1,9 cm de largo, alto y ancho, 

respectivamente. 

Modo operatorio: 

El color se mide utilizando un colorímetro controlado por ordenador que 

calcula las ordenadas de color mediante el programa EasyMatch® QC software 

v. 4.81, a partir del espectro de reflectancia en base a la metodología triestímulo 

planteada por Clydesdale & Ahmed (1978). Los resultados se expresan de 

acuerdo con el sistema de la Comisión Internacional d`Eclairage (CIE-L*a*b*) 

con referencia al iluminante D65 y con un ángulo visual de 10º. Los parámetros 

que se determinan automáticamente son: 

- L* (luminosidad) = de negro (0) a blanco (100) 

- a* = color de rojo (positivo) a verde (negativo) 

- b*= color de amarillo (positivo) a azul (negativo) 
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Como se observa en la Figura 18, las coordenadas a* y b* (+100 a -100) 

permiten ubicar el color de la muestra en un punto perpendicular al eje L dentro 

de un plano cromático (CIE, 1978). 

 
 

Figura 18. Gráfico de las 
coordenadas de medición de color 
(Comisión Internacional d`Eclairage) 

Método operatorio: 

Una vez calibrado el equipo se procede a la medida de color de las muestras. 

Las medidas se realizan por triplicado. 

3.3. DETERMINACIÓN DE COMPUESTOS BIOACTIVOS  

3.3.1. Compuestos fenólicos totales 

El contenido de compuestos fenólicos totales (CFT) del zumo y los extractos 

de piel de mandarinas se determina de acuerdo con el método descrito de 

Singleton & Rossi (1965), basado en una reacción colorimétrica de 

oxidación/reducción del fenol, empleando el reactivo de Folin-Ciocalteu. 

Reactivos: 

- Carbonato de sodio (Na2O3) 99,5%, VWR Chemicals (Leuven, Bélgica). 

Se prepara una disolución al 2% (p/v) con agua destilada. La solución se 

conserva en una botella ámbar a temperatura ambiente. 
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- Folin-Ciocalteau , Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Se prepara una 

disolución al 50% (v/v) con agua destilada. Esta solución se mantiene un 

mes en nevera en una botella ámbar. 

- Ácido gálico 99%, Panreac (Barcelona, España). La disolución madre (10 

mg/mL) se prepara por disolución de 250 mg de ácido gálico en 20 mL de 

agua destilada y 5 mL de etanol. Esta solución se conserva en refrigeración 

y protegida de la luz, siendo estable hasta un mes en estas condiciones. La 

disolución de trabajo (1 mg/mL) se prepara diariamente. Con esta 

disolución se prepara la curva de calibrado de concentraciones entre 0 y 0,8 

mg/mL (n = 7), por dilución de una cantidad necesaria de ácido gálico 

(solución de trabajo) en agua destilada. 

- Etanol absoluto grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). 

Instrumentación y material: 

- Espectrofotómetro UV/VIS Lambda 2 (Perkin Elmer, EE.UU.).   

- Cubetas, DELTALAB (Barcelona, España). 

- Material de uso corriente en laboratorio. 

Modo operatorio: 

Se introducen en tubos de ensayo 100 µL de muestra y se adicionan 3 mL de 

la disolución de carbonato de sodio 2% (p/v), se añaden 100 µL del reactivo de 

Folin-Ciocalteau al 50% (v/v) y se mezcla con la ayuda de un vórtex. La mezcla 

se deja en reposo durante 1 hora a temperatura ambiente, en oscuridad. 

Transcurrido este tiempo se mide la absorbancia a λ=765 nm. El análisis se 

realiza por triplicado. La determinación cuantitativa se realiza por interpolación 

de los valores de las muestras en una curva de calibrado con ácido gálico y el 

contenido de CFT se expresa como mg de ácido gálico equivalente (GAE, gallic 

acid equivalent)/100 mL de zumo y mg GAE/100 g de peso fresco (PF) de piel. 
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3.3.2. Flavonoides Totales 

El contenido de flavonoides totales (FT) de las muestras se determina según 

el método descrito por Zhishen et al. (1999) y optimizado por Alberti et al. (2014) 

con ligeras modificaciones.  

Reactivos: 

- Nitrito de sodio (NaNO2) ≥97,0%, VWR Chemicals (Leuven, Bélgica). Se 

prepara una disolución de 0,5 mol/L con agua destilada. La disolución se 

conserva en una botella ámbar a temperatura ambiente. 

- Cloruro de aluminio (AlCl3) >95%, Acofarma (Terrasa, Barcelona). Se 

prepara una disolución 0,3 mol/L con agua destilada. La disolución se 

conserva en una botella ámbar a temperatura ambiente. 

- Hidróxido de sodio (NaOH) ≥98%, Panreac (Barcelona, España). Se 

prepara una disolución 1 mol/L con agua destilada. La disolución se 

conserva en una botella ámbar a temperatura ambiente. 

- Catequina ≥98%, Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Se emplea como 

estándar para la curva de calibrado. La disolución madre de catequina (2 

mg/mL) se prepara por disolución 100 mg del estándar en 45 mL de agua 

destilada y 5 mL de etanol. Esta disolución se conserva en refrigeración y 

protegida de la luz, siendo estable hasta un mes. La disolución de trabajo 

(0,2 mg/mL) se prepara diariamente, para ello se toma 1 mL de la 

disolución madre y se lleva a 10 mL con agua destilada. Con esta disolución 

se prepara la curva de calibrado con concentraciones entre 0 y 0,20 mg/mL 

(n = 7), por dilución de una cantidad necesaria del estándar de catequina 

(solución de trabajo) en agua destilada. 

- Etanol absoluto grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). Se prepara una disolución de etanol al 30% (v/v) con agua destilada. 
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Instrumentación y material: 

- Espectrofotómetro UV/VIS Lambda 2 (Perkin Elmer, EE.UU.).   

- Cubetas, DELTALAB (Barcelona, España). 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Modo operatorio: 

Se mezcla 100 µL de la muestra, adecuadamente diluida, con 1,088 mL de 

etanol (30%, v/v) y 48 µL de la disolución de nitrito de sodio (0,5 mol/L) y se 

agita en vórtex. Después de 5 min, se añaden 48 µL de cloruro de aluminio (0,3 

mol/L). La mezcla se agita y se deja durante 5 min a temperatura ambiente. Se 

agregan 320 µl de hidróxido de sodio (1 mol/L) y se agita la mezcla nuevamente. 

Se mide la absorbancia a λ=510 nm inmediatamente. El análisis se realiza por 

triplicado. La determinación cuantitativa se realiza por interpolación de los 

valores de las muestras en la curva de calibrado y los resultados de FT se expresan 

como mg de catequina equivalente (CE, catequin equivalent)/100 mL de zumo y 

mg CE/100g PF de piel. 

3.3.3. Ácido ascórbico 

El ácido ascórbico (AA) es la principal isoforma de la vitamina C, presente en 

muestras de mandarina (Cebadera, 2017). La cuantificación de AA se realiza por 

volumetría (AOAC, 2000).  

Reactivos: 

- Disolución 2,6-diclorofenolindofenol (2,6-DCPI) >99%, Panreac 

(Barcelona, España) y sodio hidrogenocarbonato (NaHCO3) >99,7%, 

Scharlau (Senmanat, España). Se prepara una disolución de 0,25 mg/mL de 

2,6-DCPI-NaHCO3, para ello se disuelven 62,5 mg de 2,6-DCPI en 50 mL 

de disolución de NaHCO3 (se disuelven 52,5 mg en 50 mL de agua 
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destilada), se agita y se completa a 250 mL con agua destilada. Se filtra y 

se conserva en nevera (4 ºC). 

- Disolución extractante de ácido metafosfórico (HPO3) 99,0%, Sigma-

Aldrich (Steinheim, Alemania) y ácido acético 96,0% (J.T. Baker Chemical 

Co, Deventer, Países Bajos). La disolución de HPO3-ácido acético se 

prepara por disolución de 3 g de HPO3 en 8 mL de ácido acético, se lleva a 

100 mL con agua destilada y se filtra. 

- Ácido L-ascórbico 99,0%, Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Se 

emplea como estándar de 1 mg/mL. Para ello se disuelven 10 mg de ácido 

ascórbico en 10 mL de la disolución HPO3-ácido acético. Esta disolución 

se conserva en nevera (4 ºC) y protegida de la luz. 

Instrumentación y material: 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Modo operatorio: 

El método se basa en la reacción por decoloración de la disolución 2,6-DCPI-

NaHCO3 (azul) por el ácido ascórbico de la muestra. Para ello se mezcla 1 mL de 

la muestra con 1 mL de la disolución extractante (HPO3-ácido acético). La 

mezcla se titula con la disolución 2,6-DCPI-NaHCO3 hasta el cambio de color 

(de azul a rosa). El análisis se realiza por duplicado y los resultados se expresan 

como mg AA/100 mL de zumo y mg AA/100g PF de piel. 

3.3.4. Carotenoides totales 

La extracción de carotenoides totales (CT) del zumo y de los extractos se 

realiza de acuerdo con el método descrito por Buniowska et al. (2015), con 

algunas modificaciones. 
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Reactivos: 

- Hexano grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países Bajos). 

- Acetona grado análisis, VWR Chemicals (Leuven, Bélgica). 

- Etanol absoluto grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos).  

Se prepara una mezcla con hexano, acetona y etanol en una proporción 

50:25:25 (v/v/v). 

Instrumentación y material: 

- Espectrofotómetro UV/VIS Lambda 2, Perkin Elmer (EE.UU.). 

- Cubeta de cuarzo, Hellma Analytics (Müllheim, Alemania). 

- Centrífuga 5810 R, Eppendorf (Alemania) 

- Material de uso corriente en el laboratorio 

Modo operatorio: 

Se homogenizan 2 mL de muestra con 5 mL de la disolución de extracción 

(hexano/acetona/etanol, 50:25:25, v/v/v) en tubos de cristal. Se centrifuga 

durante 5 min a 4000 r.p.m a 5 ºC. Se recupera la fase superior de hexano (que 

contiene los carotenoides) en un tubo ámbar y se mide la absorbancia a λ=450 

nm. El contenido de CT se calcula de acuerdo con De Ritter & Purcell (1981) 

utilizando el coeficiente de extinción de β-caroteno, E1% =2505. El análisis se 

realiza por triplicado y los resultados se expresan como µg de β-caroteno/100 mL 

de zumo y µg de β-caroteno/100g PF de piel. 
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3.4. DETERMINACIÓN DE CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 

La capacidad antioxidante total de las muestras se determina mediante 

métodos in vitro DPPH y TEAC.  

3.4.1. Método DPPH 

La capacidad antioxidante se determina por el método del secuestro del radical 

estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH•) según el método descrito por Brand-

Williams et al. (1995) (Figura 19). El radical DPPH• puede reducirse mediante 

reacciones con compuestos antioxidantes que pueden donar hidrógeno, para crear 

la forma no radical (Kumaran & Karunakaran, 2007). La piel de mandarina se 

considera un fuerte donante de hidrógeno antioxidante (Singanusong et al., 

2015). 

 

Figura 19. Reacción del radical DDPH• por captación 

del antioxidante (adaptado de Cebadera, 2017) 

Reactivos: 

- Trolox (ácido (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico) 

97%, Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Se disuelven 5 mg del 

reactivo en 1 mL de metanol para obtener una disolución 20 mM, y a partir 

de esta se realiza una dilución 1/10 con metanol para tener una disolución 

2 mM. Estas diluciones se conservan a -20 ºC. Con esta disolución se 
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prepara una curva de calibrado con concentraciones entre 0 y 0,8 mM 

(n=7), por dilución de una cantidad necesaria del Trolox 2 mM en metanol. 

- 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH•), Sigma-Aldrich (Steinheim, 

Alemania). Se prepara una disolución 0,06 mM. Para ello se disuelven 2,3 

mg del radical en 100 mL de metanol. Una vez preparada la disolución es 

estable durante 2 días a temperatura ambiente. 

- Metanol grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países Bajos). 

Instrumentación y material: 

- Espectrofotómetro UV/VIS Lambda 2 (Perkin Elmer, EE.UU.). 

- Cubetas, DELTALAB (Barcelona, España). 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Modo operatorio: 

Se añaden 1,45 mL de radical DPPH• (0,06 mM) en la cubeta de medida y se 

mide la absorbancia inicial a λ=515 nm (A0). A continuación, se añaden 50 µl de 

la muestra adecuadamente diluida y se anota el valor de absorbancia a los 30 min 

(A1). El porcentaje de inhibición (% I) se calcula usando la siguiente ecuación: 

%I = [(A!"A#) ∕ A!] × 100   (Ecuación1) 

Donde A0 es la absorbancia del control (radical DDPH) y A1 es la absorbancia 

en presencia de la muestra. El análisis se realiza por triplicado. La determinación 

cuantitativa se realiza por interpolación de los valores de las muestras en la curva 

de calibrado y los resultados se expresan como mM de Trolox equivalente (mM 

TE) en las muestras de zumo y mM TE/100g PF de piel.  
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3.4.2. Método TEAC 

Se utiliza el método descrito por Re et al. (1999) modificado por Zulueta et al. 

(2009), basado en la capacidad de los antioxidantes de una muestra para inhibir 

el radical ABTS•+ en comparación con un patrón antioxidante de referencia 

(Trolox) (véase Figura 20). El radical ABTS•+ reacciona con compuestos 

antioxidantes de las muestras y puede usarse para determinar moléculas 

hidrofílicas y lipofílicas (Prior et al., 2005). 

 

 

 

Figura 20. Reacción del radical ABTS•+ por captación del antioxidante durante el ensayo 

(adaptado de Zulueta et al., 2009). 

Reactivos: 

- Sal de diamonio de 2,2'-azino-bis (ácido 3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico) 

(ABTS) ≥98%. Se prepara una disolución 7 mM, para ello se disuelven 

0,096 mg de ABTS en 25 mL agua destilada.  

- Persulfato de potasio (K2S2O8) 99,0%, Panreac (Barcelona, España). Se 

prepara una disolución 140 mM, para ello se disuelven 0,96 g en 25 mL 

con agua destilada. 

El radical ABTS•+ se prepara mezclando 440 µL de K2S2O8 (140 mM) con 

25 mL de ABTS (7mM). La mezcla se deja reposar entre 12 y 16 h a 

temperatura ambiente, en condiciones de oscuridad. La solución de trabajo 

se prepara por dilución del radical ABTS•+ en etanol hasta que su 

absorbancia a λ=734 nm sea 0,70 ± 0,02 a 30 ºC. 

- Trolox (ácido (±)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico) 

97%, Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Este reactivo se emplea como 
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una disolución estándar antioxidante de 5 mM. Para ello se disuelven 31,25 

mg de Trolox en 25 mL de etanol y se conserva a -20 ºC. Con esta solución 

se prepara una curva de calibrado con concentraciones entre 0 y 350 µM 

(n=8), por dilución de una cantidad necesaria del Trolox 5 mM en etanol. 

- Etanol absoluto grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). 

Instrumentación y material: 

- Espectrofotómetro UV/VIS Lambda 2 (Perkin Elmer, EE.UU.) conectado 

a un baño termostatizado JULABO 5B (Seelbach/Black Forest, Alemania) 

a 30 ºC. 

- Cubetas, DELTALAB (Barcelona, España). 

- Material de uso corriente en el laboratorio 

Modo operatorio: 

El ensayo se inicia con la medición de la absorbancia inicial de 2 mL del 

radical ABTS•+ en la cubeta (A0), se añaden directamente 100 µL de la muestra 

adecuadamente diluida. La mezcla se deja reposar durante 3 min y se mide la 

absorbancia final (A1). El porcentaje de inhibición (% I) se calcula usando la 

fórmula de la Ecuación 1. El análisis se realiza por triplicado. La determinación 

cuantitativa se realiza por interpolación de los valores de las muestras en la curva 

de calibrado y los resultados se expresan como mM TE en las muestras de zumo 

y mM TE/100g PF de piel. 
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3.5. CARACTERIZACIÓN Y CUANTIFICACIÓN DE COMPUESTOS 

FENÓLICOS  

La puesta a punto y validación de los métodos que se describen a continuación 

se detalla en la sección 4.3. 

3.5.1. Método de purificación para la determinación de compuestos fenólicos 

en los extractos de piel mandarina  

El procedimiento para purificar los extractos de piel de mandarina y hacer 

posible la determinación de los polifenoles se basa en un método de Extracción 

en Fase Sólida (EFS) empleando cartuchos C18 de 200 mg, según Gonzales et al. 

(2015) con algunas modificaciones.  

Reactivos: 

- Ácido fórmico grado HPLC, PanReac AppliChem (Darmstadt, Alemania). 

- Ácido clorhídrico (HCl) grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, 

Países Bajos). Se prepara una solución metanol:HCl 0.6 M, 75:25, v/v. 

- Metanol (MeOH) grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). Se prepara una solución metanol:ácido fórmico, 99,9: 0,1, v/v. 

- Acetona grado análisis, VWR Chemicals (Leuven, Bélgica). 

- Acetonitrilo grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). 

- Acetato de etilo grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). 

- Sulfato de magnesio anhidro (MgSO4) 98%, Scharlau Chemie S.A. 

(Sentmenat, España). 

- Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) 99,0%, PanReac AppliChem 

(Barcelona, España). 
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- Cloruro de sodio (NaCl) 99,5%, Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, 

España). 

- Amina primaria-secundaria (PSA) (50µm, 70Å), Merck KGaA, Darmstadt, 

Alemania. 

- Agua ultrapura (18,2 MΩ cm). Se obtiene mediante el sistema de 

purificación de agua Milli-Q (Millipore, Molshein, Francia). Se prepara 

una solución agua:ácido fórmico, 99,9:0,1, v/v. 

Instrumentación y material: 

- Cartuchos C18 (200 mg/6 mL) (55µm, 70Å), Phenomenex (Steinheim, 

Alemania). 

- Cartuchos de estirenodivinilbenceno (200 mg/6 mL) (55µm, 70Å), 

Scharlau (Sentmenat, Barcelona). 

- Tubos DisQUE™ (2 mL) con 150 mg MgSO4/25 mg PSA/25 mg C18 

(WATERS, Irlanda). 

- Sistema distribuidor de vacío con capacidad de hasta 12 cartuchos 

(Phenomenex, Steinheim, Alemania), conectado a un sistema de vacío 

controlado. 

- Filtros de membrana de nailon de 0,22µm, Millex, Millipore (Tullagreen, 

Carrigtwohill, Irlanda). 

- Viales ámbar para análisis cromatográfico, 2 mL de capacidad, Agilent 

Technologies (Estados Unidos). 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Modo operatorio: 

Se diluyen 5 mL del extracto obtenido por ultrasonidos hasta 20 mL con 

agua:ácido fórmico (99,9:0,1, v/v). Los cartuchos se pre-acondicionan 2 veces 

con 3 mL de metanol y a continuación 2 veces con 3 mL de agua, antes de pasar 

las muestras (20 mL). Los disolventes y las muestras se dejan reposar en las 
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jeringas de carga durante 2 minutos antes de hacerlos pasar a través de los 

cartuchos de fase sólida mediante el uso del sistema de vacío. Posteriormente, los 

cartuchos se lavan con 5 mL de agua:ácido fórmico (99,9:0,1, v/v) y los 

polifenoles retenidos en la fase sólida, se eluyen con 3 mL de metanol:ácido 

fórmico (99,9:0,1, v/v). Todo el proceso se realiza aplicando unas condiciones de 

vacío que determinen un goteo de una o dos gotas por segundo. Los extractos 

metanólicos obtenidos se someten a evaporación bajo corriente ligera de 

nitrógeno, se re-disuelven con 1 mL de metanol:HCl 0.6 M (75:25, v/v), se filtran 

con filtro de 0,22 µm y se guardan en viales ámbar en refrigeración para el 

análisis cromatográfico posterior. Todo el proceso se describe en la Figura 21.  

 
Figura 21. Proceso de análisis de polifenoles en piel de mandarina. USN: ultrasonidos, 

EFS: extracción en fase sólida, C18: octadecil sílice. 

Mandarinas

Piel (flavedo 
y albedo)

25 mm2

USN

400 W
30 min
<40 °C
Etanol 50% (v/v)
Ratio 1:10

EFS

C18 
(200 mg)

Polifenoles

HPLC-UV
UPLC-qTOF-MS/MS

4. Recuperación polifenoles
elución 3 mL
metanol:ácido fórmico  
(99,9:0,1, v/v)

1. Pre-acondicionamiento:
2 x 3 mL metanol
2 x 3 mL agua

2. Pasar las muestras
3. Limpieza cartucho

1 x 5 mL agua 
acidificada

5. Evaporar con N2
6. Redisolver con 1 mL

metanol:HCl 0,6 M 
(75:25, v/v)

5 mL extracto 
(USN)
+ agua20 mL
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3.5.2. Detección de compuestos fenólicos por HPLC-UV 

Los compuestos fenólicos de los extractos purificados de piel de mandarina se 

analizan por cromatografía líquida de alta resolución con detector ultravioleta 

(HPLC-UV) según el método descrito por Montero-Calderon et al. (2019), con 

algunas modificaciones. 

Reactivos: 

- Acetonitrilo grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). 

- Agua ultrapura (18,2 MΩ cm). se obtiene mediante el sistema de 

purificación de agua Milli-Q (Millipore, Molshein, Francia). 

- Ácido fórmico grado HPLC, PanReac AppliChem (Darmstadt, Alemania). 

- Patrones de ácido 4-hidroxibenzoico (99%), catequina (≥99,0%), ácido 

vanílico (≥97,0%), ácido clorogénico (≥95,0%), narirutina (≥98%), ácido 

cafeico (≥99.0%), naringina (≥95.0%), hesperedina (≥97.0%), ácido p-

cumárico (≥98.0%), ácido ferúlico (≥99.0%), naringenina (≥95 %), 

kaempferol (≥90%), hesperitina (≥98,0%) y ácido transcinámico (≥98,0%), 

Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania).  

- Patrones de agigenina (96,86%), quercitina dihidrato (97,02%) y rutina 

trihidrato (97,67%), HWI Analytik GmbH (Ruelzheim, Alemania). 

- Metanol (MeOH) grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos). Se prepara una solución metanol:ácido fórmico (99,8:0,2; v/v). 

- Ácido clorhídrico (HCl) grado análisis, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, 

Países Bajos). Se prepara una solución metanol:HCl 0.6 M (75:25, v/v). 

Preparación de la disolución estándar de patrones: 

- Se preparan disoluciones ´madre` de patrones de polifenoles a una 

concentración de 400 µg/mL. Para ello se disuelven 2 mg del patrón en 5 
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mL de metanol:ácido fórmico (99,8:0,2; v/v). Después de agitar con 

vórtex, se almacenan a -20°C.  

- Para obtener las disoluciones de trabajo (50 µg/mL), se diluyen 0,625 mL 

de cada disolución patrón ´madre` en 5 mL de metanol:HCl 0.6 M (75:25, 

v/v). 

Para las curvas de calibrado, en un intervalo entre 0 y 400 µg/mL 

dependiendo del patrón, se realizan diluciones seriadas en metanol:HCl 

0.6 M (75:25, v/v) hasta la concentración deseada. Estas disoluciones se 

filtran (0,22µm, Millex de Millipore) antes de ser inyectadas en el 

cromatógrafo. 

Instrumentación y material: 

- Sistema HPLC Agilent Technologies 1120 Compact LC (Estados Unidos) 

(Figura 22a) equipado con detector de UV. 

- Columna C18 (250 x 4,6 mm, tamaño de partícula 5 μm), Phenomenex 

(Estados Unidos). 

- Filtros de membrana de nailon de 0,22µm, Millex de Millipore (Tullagreen, 

Carrigtwohill, Irlanda). 

- Viales ámbar para análisis cromatográfico, 2 mL de capacidad, Agilent 

Technologies (Estados Unidos). 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Modo operatorio: 

- Preparación de las fases móviles 

En los antecedentes bibliográficos (Tabla 5) se muestra que la fase móvil 

más empleada, en la determinación de compuestos fenólicos por 

cromatografía líquida, es una solución polar acidificada y un solvente 

orgánico de menor polaridad. Se emplea como solvente polar una solución 

acuosa acidificada (agua:ácido fórmico, 95:5, v/v) como Fase A y 
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acetonitrilo diluido en la solución polar (acetonitrilo:Fase A, 60:40, v/v) 

como Fase B. La distribución del gradiente de las fases móviles (A y B) se 

detalla en la Tabla 9. 

Tabla 9. Gradiente de fase móvil para la determinación 

de polifenoles por HPLC-UV 

Tiempo 
min 

Fase A Fase B 

0 100 0 
10 85 15 
20 82 18 
50 0 100 
70 0 100 
75 100 0 
80 100 0 

 

- Método cromatográfico 

El análisis se realiza con las siguientes condiciones: 

• Flujo: 0,8 mL/min 

• Absorbancia: 280 nm 

• Volumen de inyección: 20 µL 

• Tiempo: 80 min 

• Temperatura de columna: 25 ºC 

La identificación de los compuestos fenólicos se realiza por 

comparación de los tiempos de retención de los estándares de patrones en 

las mismas condiciones cromatográficas. 
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3.5.3. Identificación y cuantificación de compuestos fenólicos por UPLC-

qTOF-MS/MS 

Para identificar y cuantificar los compuestos fenólicos en muestras de piel de 

mandarina se emplea un sistema de cromatografía líquida de ultra resolución 

acoplada a un espectrómetro de masas híbrido con analizador cuadrupolo-tiempo 

de vuelo (UPLC-qTOF-MS/MS).  

Reactivos: 

- Metanol grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países Bajos). 

- Agua ultrapura (18,2 MΩ cm). Se obtiene mediante el sistema de 

purificación de agua Milli-Q (Millipore, Molshein, Francia). 

- Ácido fórmico grado HPLC, PanReac AppliChem (Darmstadt, Alemania). 

Preparación de la solución estándar de patrones  

- véase apartado 3.5.2. 

Instrumentación y material: 

- Sistema Triple-TOF ™ 5600 LC/MS/MS (SCIEX) (Figura 22b). 

- Columna ACQUITY UPLC BEH C18 (2,1 × 50 mm, 1,7 μm), Waters 

(Estados Unidos) 

- Filtros de membrana de nailon de 0,22µm, Millex de Millipore (Tullagreen, 

Carrigtwohill, Irlanda). 

- Viales ámbar para análisis cromatográfico, 2 mL de capacidad, Agilent 

Technologies (Estados Unidos). 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 
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(a)             (b) 

Figura 22. Equipos cromatográficos HPLC (a) y UPLC (b) empleados en 
el estudio. 

Modo operatorio: 

- Preparación de las fases móviles 

Se emplea como solvente polar agua:ácido fórmico (99,9:0,1, v/v) como 

Fase A y metanol: ácido fórmico (99,9:0,1, v/v) como Fase B. El gradiente 

de concentración de las fases móviles (A y B) se detalla en la Tabla 10. 

Tabla 10. Gradiente de fase móvil para la 

determinación de polifenoles por UPLC-qTOF-

MS/MS 

Tiempo 
min 

Fase A Fase B 

0 70 30 
5 70 30 
12 5 95 
18 5 95 

18,5 70 30 
20 70 30 

 



 MATERIAL Y MÉTODOS  

 

 107 

- Método cromatográfico: 

Se utiliza un sistema UPLC-qTOF-MS/MS. El fragmentador de MS emplea 

un método de adquisición dependiente de información con un tipo de 

exploración de reconocimiento (TOF-MS) y un tipo de exploración 

dependiente (ion producto) usando -30V de energía de colisión. La 

adquisición de los datos se realiza en modo negativo, en un rango de 

masa/carga de 100-950 m/z, utilizando la siguiente configuración del 

instrumento:  

• Gas de fuente de iones 1: 50 psi  

• Gas de fuente de iones 2: 50 psi  

• Cortina de gas 1: 25 psi 

• Voltaje de pulverización de iones: -4500 V 

• Energía de colisión: -30 V 

• Temperatura: 450 ºC 

• Flujo: 0,4 mL/min 

• Volumen de inyección: 5 µL 

• Tiempo: 25 min 

La calibración automatizada se realiza utilizando un sistema de suministro 

de calibrador externo que infunde la solución de calibración. Para la recta de 

calibrado se utilizan estándares de polifenoles entre 1 y 5 µg/mL. Los datos se 

evalúan cualitativamente mediante el software PeakViewTM, y se utiliza el 

software Multiquant v. 3.0.3 para cuantificar los compuestos fenólicos 

detectados en base a la biblioteca de compuestos y el método puesto a punto 

en el Servicio Central de Soporte a la Investigación Experimental (SCSIE) de 

la Universitat de València. Los resultados se expresan como µg/g de PF. 
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3.6. CARACTERIZACIÓN DE CAROTENOIDES 

Se realiza una revisión bibliográfica de los métodos de extracción de 

carotenoides en muestras de piel de cítricos, principalmente mandarinas. Se 

realizan ensayos de extracción líquido-líquido empleando solventes o mezclas de 

solventes, en diferentes volúmenes y etapas de extracción. Asimismo, se realizan 

ensayos con y sin proceso de saponificación. La puesta a punto de los métodos 

de extracción y saponificación se detalla en la sección 4.4.2. 

3.6.1. Método de extracción y saponificación para la determinación de 

carotenoides en los extractos de piel de mandarina 

El procedimiento de extracción de carotenoides se basa en una extracción 

líquido-líquido, descrito por Lee et al. (2001) con algunas modificaciones. El 

método de saponificación de los extractos de piel de mandarina para la 

determinación y caracterización de los carotenoides se realiza según el método 

descrito por Cortés et al. (2004) con algunas modificaciones. 

Reactivos: 

- Dietil-éter, grado análisis, Labkem (Barcelona, Spain). 

- Metanol (MeOH) grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos).  

- Hidróxido de potasio (KOH) 85,0%, Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, 

España). Se prepara una solución de KOH (0,5 M) en metanol.  

- Cloruro de sodio (NaCl) 99,5%, Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, 

España). 

- Sulfato de sodio anhidro (Na2SO4) 99,0%, PanReac AppliChem 

(Barcelona, España). 

- Agua ultrapura (18,2 MΩ cm). Se obtiene mediante el sistema de 

purificación de agua Milli-Q (Millipore, Molshein, Francia). 
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Instrumentación y material: 

- Filtros de membrana de nailon de 0,22µm, Millex, Millipore (Tullagreen, 

Carrigtwohill, Irlanda). 

- Viales ámbar para análisis cromatográfico, 2 mL de capacidad, Agilent 

Technologies (Estados Unidos). 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Modo operatorio: 

Se mezclan 5 mL de extracto obtenido por ultrasonidos de piel de mandarina 

y 3 mL de dietil-éter durante 1 min en un mezclador vórtex y se centrifugan a 

4000 r.p.m., 4 ºC durante 5 min. El sobrenadante de dietil-éter (que contiene los 

carotenoides) se recupera en un tubo ámbar. El extracto resultante se mezcla con 

0,5 mL de dietil-éter en vórtex durante 1 min y se centrifuga en las mismas 

condiciones. Este proceso se repite dos veces. Los sobrenadantes de dietil-éter se 

recuperan en el mismo tubo. Se elimina la fase sólida resultante. Los extractos 

finales se reducen con N2 hasta 2 mL. 

La saponificación de carotenoides de extractos de piel de mandarina se inicia 

mezclando 2 mL de extracto de carotenoides con 2 mL de KOH (0,5 M) en 

metanol durante 30 min con agitación magnética. A continuación, se añaden 4 

mL de 4 mL de dietil-éter y se agita. Para la purificación, la mezcla se lleva a un 

embudo de decantación y se lava 2 veces con 8 mL de NaCl al 10% (p/v) y 1 vez 

con 8 mL de agua desionizada. Las fases acuosas se eliminan. Se recoge el 

sobrenadante, se agrega 1 g de Na2SO4, se agita durante 1 min y se centrifuga a 

4000 r.p.m., 4 ºC durante 5 min. 

La fase orgánica se recoge en un tubo ámbar y se evapora bajo corriente de 

N2. El residuo se disuelve con un 1 mL de fase móvil B (véase sección 3.6.2). 

Las muestras se filtran con un filtro de 0,22 µm antes del análisis cromatográfico. 

El proceso se describe en la Figura 23. 
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Figura 23. Proceso de análisis de carotenoides en piel de mandarina. USN: ultrasonidos, 

ELL: extracción líquido-líquido, DEE: dietil-éter, TBME: tert-butil-metil-éter. 

3.6.2. Detección de carotenoides por HPLC-UV 

Los compuestos carotenoides de los extractos de piel de mandarina se analizan 

por HPLC-UV según el método descrito por Agócs et al. (2007) con algunas 

modificaciones. 

Reactivos: 

- Agua ultrapura (18,2 MΩ cm), se obtiene mediante el sistema de 

purificación de agua Milli-Q (Millipore, Molshein, Francia). 

- Butilhidroxitolueno (BHT) (2,[6]-Di-ter-Butil-p-cresol), Sigma-Aldrich 

(Steinheim, Alemania). 

- Cloroformo grado análisis, Scharlau Chemie S.A. (Sentmenat, España). Se 

prepara una solución cloroformo-BHT 0,1% (v/v). 
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- Metanol (MeOH) grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. (Deventer, Países 

Bajos).  

- Patrones de ß-caroteno, ß-criptoxantina, licopeno, luteína, zeaxantina, 

Extrasynthese - GENAY Cedex (Francia). 

- Ter-butil-metil-éter (TBME) grado HPLC, J.T. Baker Chemical Co. 

(Deventer, Países Bajos).  

Preparación de la disolución estándar de patrones: 

- Se preparan disoluciones ´madre` de patrones de carotenoides a una 

concentración de 200 µg/mL. Para ello se disuelven 1 mg del patrón en 5 

mL de cloroformo-BHT 0,1% (v/v). Después de agitar con vórtex, se 

almacenan a -20°C.  

- Para obtener las disoluciones de trabajo (10 µg/mL), se diluyen 50 µL de 

cada disolución patrón ´madre` en 1 mL de cloroformo-BHT 0,1% (v/v). 

Se calcula la concentración para cada solución patrón tras aplicar la 

siguiente ecuación: 

-(µg mL⁄ ) 	= [4	 ∗ 6	 ∗ 1000 7#%⁄ 	∗ 100]  (Ecuación 2) 

Donde C es concentración, A es absorbancia, V es volumen y E1% es 

coeficiente de extinción (véase Tabla 11).  

Tabla 11. Coeficientes de extinción de los patrones de carotenoides 

Carotenoide Solvente λ (nm) E1% 

Luteína etanol 445 2550 

Zeaxantina éter de petróleo 449 2348 

ß-criptoxantina éter de petróleo 449 2386 

ß-caroteno cloroformo 465 2396 

Licopeno éter de petróleo 470 3450 

Fuente: Rodriguez-Amaya, (2001) 
λ: longitud de onda; E1% : coeficiente de extinción. 
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Para la curva de calibrado se diluyen las disoluciones de trabajo en 

cloroformo-BHT 0,1% (v/v) hasta la concentración deseada en un 

intervalo entre 0,025 y 1 µg/mL. Estas disoluciones se filtran (0,22µm, 

Millex de Millipore) antes de ser inyectadas en el cromatógrafo. 

Instrumentación y material: 

- Sistema HPLC Agilent Technologies 1120 Compact LC (Estados Unidos) 

(Figura 22a) equipado con detector de UV. 

- Columna YMC Carotenoid (150 x 3,0 mm, tamaño de partícula 3 μm), 

YMC (Estados Unidos). 

- Filtros de membrana de nailon de 0,22µm, Millex de Millipore (Tullagreen, 

Carrigtwohill, Irlanda). 

- Viales ámbar para análisis cromatográfico, 2 mL de capacidad, Agilent 

Technologies (Estados Unidos). 

- Material de uso corriente en el laboratorio. 

Modo operatorio: 

- Preparación de las fases móviles 

Para la selección del gradiente de fase móvil se tienen en cuenta 

características propias de los solventes y de los patrones a emplear. En el 

caso del solvente principal, se selecciona el metanol dado que es levemente 

orgánico y presenta poca viscosidad, permitiendo buena solubilidad de los 

carotenoides. El TBME favorece la elución de los compuestos más 

apolares, sin embargo se observa mejor resolución de picos cuando éste se 

emplea junto a un solvente más polar como el metanol y agua. 

Se emplea como solvente polar una solución de metanol 100% como 

Fase A y MeOH:TBME:H2O (20:75:5, v/v/v) como Fase B. La distribución 

del gradiente de las fases móviles (A y B) se detalla en la Tabla 12. 
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Tabla 12. Gradiente de fase móvil para la 

determinación de carotenoides por HPLC-UV. 

Tiempo 
min 

Fase A Fase B 

0 99 1 
30 66 34 
35 66 34 
50 40 60 
55 1 99 
60 99 1 
65 99 1 

- Método cromatográfico 

El análisis se realiza con las siguientes condiciones: 

• Flujo: 0,9 mL/min 

• Absorbancia: 450 nm 

• Volumen de inyección: 20 µL 

• Tiempo: 65 min 

• Temperatura de columna: 30 ºC 

La identificación de los compuestos carotenoides se realiza por 

comparación de los tiempos de retención de los estándares de patrones en 

las mismas condiciones cromatográficas. 
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4.1. CARACTERIZACIÓN FISICO-QUÍMICA Y CONTENIDO DE 

COMPUESTOS BIOACTIVOS Y CAPACIDAD ANTIOXIDANTE 

EN ZUMO DE TRES VARIEDADES DE MANDARINAS HÍBRIDAS 

Las mandarinas incluyen una serie de variedades comerciales, como las 

mandarinas Satsuma y Clementina entre otras, siendo las últimas mandarinas (C. 

clementina Hort. Ex Tan) las principales variedades cultivadas en la Comunidad 

Valenciana. Por otro lado, dado que las principales variedades se cosechan en un 

período de tiempo específico, los productores de cítricos han introducido cultivos 

de mandarina más resistentes frente a factores ambientales (variedades de 

híbridos y mandarinas tangor) para proporcionar mandarinas durante un periodo 

más largo de tiempo. 

Numerosos estudios describen la extracción de compuestos bioactivos de la 

mayoría de los zumos de variedades de mandarina, por el contrario, pocos 

estudios han analizado las características físico-químicas y nutricionales de 

mandarinas híbridas. Por otro lado, estudios recientes se centran en aspectos 

agrarios y en la calidad organoléptica de la producción de cítricos híbridos 

(Fernández et al., 2019; Gonzalez-Dugo et al., 2018). En este contexto, se plantea 

el objetivo de evaluar las propiedades físico-químicas, el contenido de 

compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante del zumo de tres cultivos 

híbridos de mandarina (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique), con el fin de 

establecer las diferencias entre las muestras según las variedades y entre dos 

temporadas de cosecha (2017 - 2018 y 2018 - 2019).  

4.1.1. Material y Métodos 

Muestras 

La selección y preparación de las muestras se describe en la sección 3.1.1. 
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Parámetros fisico-químicos 

- Conductividad (ver sección 3.2.1.) 

- ºBrix: Sólidos solubles totales (ver sección 3.2.2.) 

- pH (ver sección 3.2.3.) 

- Color (ver sección 3.2.4.) 

Contenido de compuestos bioactivos 

- Compuestos fenólicos totales (ver sección 3.3.1.) 

- Flavonoides totales (ver sección 3.3.2.) 

- Ácido ascórbico (ver sección 3.3.3.) 

- Carotenoides totales (ver sección 3.3.4.) 

Determinación de capacidad antioxidante 

- Método DPPH (ver sección 3.4.1.) 

- Método TEAC (ver sección 3.4.2.) 

Análisis estadístico 

Las muestras de zumo se analizan por triplicado, para cada fecha de 

recolección y variedad; los datos se expresan como la media ± desviación 

estándar (DE). Se realiza un análisis de la varianza (ANOVA) con el fin de 

verificar si existen diferencias significativas en cada una de las variables según 

la variedad y temporada. Se considera que existen diferencias significativas 

cuando p <0,05, en este caso y para comprobar que variedades difieren se aplica 

un test de Tukey. Se realiza un análisis de regresión múltiple para estudiar la 

influencia de los factores estudiados sobre cada una de las variables. Los 

coeficientes de correlación de Pearson se obtienen usando el software R, versión 

1.4.1717 (R Core Team, 2020) y se emplea el paquete “corrplot” (Wei et al., 

2021) para graficar las correlaciones y su significancia. El análisis de funciones 

discriminantes se realiza para estimar las variables que permiten clasificar las 

muestras según la variedad. El ANOVA y el análisis de funciones discriminantes 
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se realizan empleando el software Statgraphics® Centurion XVI (Statpoint 

Technologies Inc., EE. UU.). 

4.1.2. Resultados y discusión 

Análisis de parámetros físico-químicos de zumos de mandarinas híbridas 

Los resultados de los parámetros físico-químicos (conductividad, sólidos 

solubles totales, pH y color) pueden verse en la Tabla 13. Al-Juhaimi & Ghafoor 

(2013) indican que los zumos de mandarina muestran mejores características de 

calidad según los parámetros físico-químicos, en comparación con otros cítricos 

como pomelos o limones. La relación zumo/peso (v/p) de las muestras es de 48, 

44 y 36 ml/100g para las mandarinas Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique, 

respectivamente.   

Los resultados de conductividad son los valores más influenciados por la 

variedad (p <0,05) siendo los zumos de mandarinas Nadorcott las muestras con 

los valores más altos en cada temporada de cosecha (3,47 ± 0,47 y 3,37 ± 0,41 

mS/cm, 2017-2018 y 2018-2019, respectivamente). Estos valores están incluidos 

en los obtenidos por Dragull et al. (2008) (1,89 - 4,57 mS/cm) en zumos de 

Satsuma (C. unshiu Marcovitch).  
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Tabla 13. Conductividad, sólidos solubles totales, pH y color de zumos de mandarina según temporada de cosecha. 

Parámetros 
físico-químicos 
(media ± DE) 

2017-2018+ 2018-2019++ 

Clemenvilla Nadorcott Ortanique Clemenvilla Nadorcott Ortanique 

Conductivdad 
(mS/cm) 3,10 ± 0,53a1 3,47 ± 0,47a1 3,33 ± 0,50a1 3,05 ± 0,61A1 3,37 ± 0,41B1 3,31 ± 0,42B1 

ºBrix 13,4 ± 1,20a1 13,5 ± 1,20a1 13,2 ± 1,30a1 12,8 ± 2,00A1 13,3 ± 1,80A1 13,4 ± 0,90A1 

pH 3,64 ± 0,28a1 4,40 ± 0,25b1 3,28 ± 0,104c1 4,14 ± 0,39A2 4,21 ± 0,25A2 3,71 ± 0,18B2 

L* 4,27 ± 0,39a1 3,55 ± 0,46b1 4,22 ± 0,26a1 4,56 ± 0,52A2 3,63 ± 0,36B1 4,04 ± 0,39C2 

a* 6,05 ± 0,30a1 5,94 ± 0,39a1 5,94 ± 0,18a1 6,32 ± 0,30A2 6,17 ± 0,40B2 6,04 ± 0,33B1 

b* 7,10 ± 0,57a1 6,02 ± 0,76b1 7,12 ± 0,43a1 7,46 ± 0,70A2 6,15 ± 0,59B1 6,82 ± 0,65C2 

DE: desviación estándar. L*, a* y b* parámetros de medición de color. 
+a-c: En la misma fila, diferentes superíndices indican que existen diferencias estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores 
de cada variedad en la temporada 2017-2018. 
++A-C: En la misma fila, diferentes superíndices indican que existen diferencias estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores 
de cada variedad en la temporada 2018-2019. 
1-2: En la misma fila, distintos superíndices indican que existen diferencias estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores de 
cada temporada en cada una de las variedades. 
* Muestras analizadas: véase Tabla 8.
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En la Figura 24 se pueden observar las diferencias entre los valores medios de 

los parámetros analizados según las variedades. 

 

 
Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas (p <0,05). 

Figura 24. Valores medios de parámetros físico-químicos en zumo de mandarinas 

híbridas. 
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Marc.), Legua et al. (2014)  obtienen valores entre 12,2 y 14,2 °Brix en muestras 

de zumos de mandarina Clemenules.  

El análisis de la varianza muestra diferencias significativas (p <0,05) en los 

valores de pH del zumo de mandarina de las variedades analizadas. El intervalo 

de valores de pH que se obtiene en el presente estudio es de 3,28 a 4,40, siendo 

el zumo de la variedad Ortanique el de pH más ácido. Estos resultados son 

similares a los determinados por algunos autores como Betoret et al. (2012) 

quienes observan un pH de 3,23 en zumo fresco de Ortanique. Kelebek & Selli, 

(2014) obtienen valores de pH similares en zumos de mandarina Satsuma, 

Robinson y Fremont (3,5; 3,6 y 3,4; respectivamente). Así como Hunlun et al. 

(2017) quienes determinan valores de pH de 3,46 y 3,37 en zumos de Clementina 

(C. clementina Hort. Ex Tan.) y Satsuma (C. unshiu), respectivamente. En un 

estudio reciente, Li et al. (2021) muestran un intervalo de pH de 3,58 a 4,06 en 

zumos de mandarina Satsuma (C. unshiu Marc.). Mientras que Legua et al. (2014) 

obtienen un intervalo de pH más alto (3,82 - 4,62) en zumos de mandarina 

Clemenules. Estas diferencias de pH podrían deberse a variaciones en la 

composición química de los zumos de mandarina acorde con las variedades. En 

el presente estudio, los zumos de variedad Nadorcott presentan valores mayores 

(4,40 y 4,21 en las temporadas 2017-2018 y 2018-2019, respectivamente) con 

respecto a las otras variedades analizadas.  

El color de los zumos de cítricos es uno de los parámetros considerados para 

la aceptación comercial del producto relacionándose con su calidad (Li et al., 

2021). Por su parte, el característico color naranja-rojizo del zumo de mandarina 

lo convierte en un alimento muy atractivo, siendo habitual la práctica de añadir 

zumo de mandarina para realzar el color de los zumos de naranja comerciales. El 

ANOVA realizado determina diferencias significativas (p <0,05) en los 

parámetros de color analizados para cada variedad en ambas temporadas de 
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cosecha. Según los valores de luminosidad (L*), los zumos de mandarina 

Nadorcott son las muestras más oscuras. Asimismo, como se observa en la Tabla 

13, todos los valores obtenidos de las coordenadas a* y b* en cada una de las 

muestras analizadas son positivos, es decir, con tendencia a los tonos rojo y 

amarillo, respectivamente, algo característico en zumos de cítricos. Los zumos 

de mandarinas Ortanique muestran valores mayores de la coordenada a* (entre 

5,94 y 6,04) en comparación con los resultados obtenidos por Beltrán et al. (2008) 

en la misma variedad (-1,53). Valores más bajos de a* fueron observados por Li 

et al. (2021) en zumos de mandarina Satsuma (de -0,23 a 2,0). Los zumos de 

mandarinas Ortanique (7,12 ± 0,43) y Clemenvilla (7,46 ± 0,70) muestran los 

valores más altos de la coordenada b*, en la primera y segunda temporada de 

cosecha, respectivamente. De acuerdo con los valores obtenidos en la evaluación 

de color se puede decir que los zumos de mandarina Clemenvilla serían los más 

adecuados para realzar el color de los zumos de cítricos comerciales, por sus 

características más rojizas. 

La composición del zumo de diferentes variedades de cítricos puede afectar 

las características de color (Li et al., 2021). Asimismo, en anteriores 

investigaciones se señala que los valores obtenidos mediante la evaluación del 

color con la escala CIELAB están relacionados con la presencia de compuestos 

bioactivos como los carotenoides y polifenoles en zumos de frutas (Cesa et al., 

2017; Meléndez-Martínez et al., 2011). En el presente estudio, el análisis de 

correlación indica que la coordenada de color a* se relaciona significativamente 

(p <0,05) y de forma positiva con el contenido de compuestos fenólicos totales, 

y tiene una fuerte correlación negativa con los flavonoides totales (véase Figura 

25). 
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Figura 25. Histogramas de correlación de los parámetros físico-químicos de zumo de mandarinas híbridas.
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El histograma de correlaciones (Figura 25) refleja la distribución de las 

variables en grupos según los valores observados. En la parte superior se aprecian 

los coeficientes de correlación de los parámetros analizados, en la parte central 

se muestra la distribución de los resultados según el diagrama de Gauss, y en la 

parte inferior se observa la linealidad de los valores según las variables evaluadas. 

Los resultados obtenidos sobre las características fisico-químicas indican que 

los parámetros evaluados en el presente estudio pueden ser utilizados para 

evaluar la calidad en zumos de mandarinas híbridas.  

Contenido de compuestos fenólicos totales, flavonoides totales, ácido ascórbico 

y carotenoides totales en zumos de mandarinas híbridas 

En la Tabla 14 se muestran los resultados del contenido de CFT, FT, AA y CT 

según variedad y temporada de cosecha. 

Las mandarinas son una buena fuente de compuestos fenólicos, cuya 

concentración influye en las características gustativas y la calidad organoléptica 

(Kelebek & Selli, 2014). El contenido medio de CFT en zumo de mandarina 

Clemenvilla es significativamente (p <0,05) más alto (127 ± 21,2 mg GAE/100 

mL) que el de los zumos de Nadorcott y Ortanique (98,5 ± 20,8 y 116 ± 17,1 mg 

GAE/100mL, respectivamente) (véase Figura 26). Los resultados obtenidos 

concuerdan con Xu et al. (2008) quienes obtienen entre 77,5 y 155,5 mg 

GAE/100mL en diferentes zumos de mandarina de China. Al-Juhaimi & Ghafoor 

(2013) obtienen 91,2 mg GAE/100 mL en zumo de mandarinas Kinnow (C. 

nobilis × C. deliciosa) de origen saudí, similares a los referenciados por Sicari et 

al. (2016) en zumo de mandarina italiana (C. reticulata) (92,0 mg GAE/100 mL). 

Mayores valores de CFT observan Roussos et al. (2019), quienes obtienen 132 y 

135 mg GAE/100 mL en zumos de Clementina (C. clementina SRA63) 

provenientes de un sistema de cultivo orgánico e integrado, respectivamente. 
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Asimismo, Pyo et al. (2014) determinan 211 mg GAE/100 mL en zumo con pulpa 

de mandarina C. unshiu. Cheng et al. (2020) obtienen 43,8 mg GAE/100 mL en 

zumos de mandarina C. unshiu, siendo menor a lo observado en el presente 

estudio. Concentraciones inferiores también se observan en el estudio realizado 

por Legua et al. (2014) en diferentes variedades de mandarinas híbridas (3,5 a 5,9 

mg GAE/ 100 mL); así como Kelebek & Selli (2014) que determinan 42,6, 48,6 

y 75,0 mg GAE/100 mL en zumo de mandarinas Robinson, Fremont y Satsuma, 

respectivamente. Estas diferencias en las concentraciones de CFT en los zumos 

de mandarina sugieren que este compuesto bioactivo depende de la constitución 

genética y origen geográfico (Hunlun et al., 2017). 

Con relación al contenido de flavonoides, el zumo de mandarinas Nadorcott 

presenta diferencias significativas (p <0,05) en comparación con Clemenvilla y 

Ortanique, sobre todo durante la primera temporada. Valores inferiores de 

flavonoides se obtienen en el estudio de Tounsi et al. (2011) en zumo de 

mandarina Elarbi (C. reticulata Blanco) (8,5 mg CE/100 mL). Hunlun et al. 

(2017) señalan que la genética de las especies cítricas influye en el contenido de 

polifenoles y flavonoides del zumo, y es posible que estas diferencias puedan ser 

debidas a factores propios como el origen geográfico de las muestras. Por otro 

lado, según se observa en los antecedentes bibliográficos, la determinación del 

contenido total de flavonoides de algunos estudios en zumo de mandarina se 

expresa en diferentes unidades: Sicari et al. (2016) obtienen 11 mg de equivalente 

de rutina/100 mL de zumo de C. reticulata, Roussos et al. (2019) determinan 1,6 

y 1,2 mg de equivalente de ácido cafeico/100 mL en zumos clementinas (C. 

clementine SRA63) de cultivo orgánico e integrado, respectivamente. La 

estandarización en la determinación del contenido total de flavonoides en 

muestras de frutos cítricos es necesaria para eliminar este problema. 
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Tabla 14. Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de zumos de mandarina según variedad y temporada de cosecha. 

Parámetros 
(mean ± DE) 

2017-2018+ 2018-2019++ 
Clemenvilla Nadorcott Ortanique Clemenvilla Nadorcott Ortanique 

CFT 

(mg GAE/100 mL) 
125 ± 13,0

a1 
89,1 ± 16,5

b1 
117 ± 15,5

c1 
127 ± 22,6

A1 
102 ± 21,4

B2 
115 ± 17,8

C1 

FT 

(mg CE/100 mL) 
9,68 ± 1,19

a1 
16,1 ± 3,49

b1 
10,9 ± 1,87

c1 
7,45 ± 1,46

A1 
13,6 ± 3,50

B1 
11,5 ± 2,07

C2 

AA 

(mg AA/100mL) 
49,1 ± 9,70

a1 
11,9 ± 2,90

b1 
31,9 ± 3,80

c1 
39,2 ± 8,50

A1 
13,2 ± 3,60

B2 
22,3 ± 7,10

C1 

CT 

(µg β-caroteno/100 mL) 
1461 ± 361

a1 
1349 ± 423

ab1 
1219 ± 400

b1 
306 ± 49,2

A2 
415± 225

B2 
619 ± 327

C2 

DPPH 

(mM TE) 
2,88 ± 1,25

a1 
0,25 ± 0,14

b1 
1,94 ± 0,39

b1 
3,31 ± 0,63

A2 
0,82±0,34

B2 
1,86 ± 0,36

C1 

TEAC 

(mM TE) 
3,61± 0,62

a1 
1,81 ± 0,50

b1 
2,82 ± 0,55

c1 
4,24 ± 0,87

A2 
1,85 ± 0,32

B1 
2,52 ± 0,35

C2 

DE: desviación estándar; CFT: Compuestos fenólicos totales; GAE: ácido gállico equivalente; CFT: compuestos flavonoides totales; CE: catequina 
equivalente; AA: ácido ascórbico; CT: carotenoides totales; DPPH: ensayo de eliminación de 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; TE: trolox equivalente; 
TEAC: capacidad antioxidante equivalente de Trolox. 
+a-c: En la misma fila, diferentes superíndices indican que existen diferencias estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores de cada 
variedad en la temporada 2017-2018. 
++A-C: En la misma fila, diferentes superíndices indican que existen diferencias estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores de cada 
variedad en la temporada 2018-2019. 
1-2: En la misma fila, diferentes superíndices indican que existen diferencias estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores de cada 
temporada por cada variedad. 
* Muestras analizadas: véase Tabla 8. 
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El zumo de mandarina es una buena fuente de AA, que se utiliza como 

indicador de la calidad del zumo de naranjas y mandarinas (Kelebek & Selli, 

2014). En la Tabla 14 se observa que el contenido de AA en los zumos de 

mandarina difiere significativamente (p <0,05) entre las variedades, en ambas 

temporadas de cosecha. El zumo de mandarinas Clemenvilla tiene mayor (p 

<0,05) concentración media de AA que las otras dos variedades (41,8 ± 9,7, 12,5 

± 7,9 y 26,3 ± 7,9 mg/100 mL, para Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique, 

respectivamente) (Véase Figura 26). Estos resultados son similares a los 

obtenidos en zumo de mandarina Clemenvilla (de 46,2 a 54,4 mg/100 mL) por 

Torregrosa (2005). 

 

 
*Diferentes letras indican diferencias estadísticamente significativas (p <0,05). 

Figura 26. Valores medios del contenido de compuestos bioactivos en zumo de 

mandarinas híbridas 
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Los resultados del presente estudio, en las tres variedades estudiadas, son 

semejantes a los obtenidos por Pérez et al. (2005)  en zumo fresco de mandarinas 

Hernandinas (C. reticulata blanco cv. Fina) (42,0 mg/100 mL). Así como los 

referenciados en el estudio realizado por Baswal et al. (2020) en mandarina 

Kinnow (C. nobilis L. x C. deliciosa L.) (33,9 mg AA/100 mL) y por Kelebek & 

Selli (2014) que obtienen 37,2, 39,8 y 49,6 mg AA/100 mL en mandarinas 

Satsuma, Fremont y Robinson, respectivamente. Mientras que Morales et al. 

(2021) estiman una concentración entre 24,7 y 28,1 mg AA/100 mL en zumos de 

mandarinas híbridas Tangor.  

Los resultados muestran que los zumos de Clemenvilla y Ortanique serían una 

buena opción para aumentar la concentración de Vitamina C de los zumos de 

naranja comerciales, que es de 36,0 mg/100 mL según indica la Asociación 

Europea de Zumos de Frutas (AIJN). El consumo de 200 mL (porción de 

referencia) de zumo de Clemenvilla suple satisfactoriamente la Ingesta 

Nutricional de Referencia (INR) de Vitamina C para población adulta (75 

mg/día) en España (AESAN, 2019) (véase Figura 27). 

Los valores de CT encontrados en este estudio en la segunda temporada de 

cosecha (306 - 619 µg de β-caroteno/100 mL) concuerdan con los resultados 

encontrados por Xu et al. (2008) (292-1002 µg de β-caroteno/100 ml) en 7 

variedades de mandarinas cultivadas en China, Giuffrida et al. (2019) en 

diferentes variedades de C. reticulata (279 - 808 µg/100 mL de zumo) y Baswal 

et al. (2020) en mandarinas Kinnow (C. nobilis × C. deliciosa) (420 µg de β-

caroteno/100 mL). Sin embargo, la concentración de CT en las mandarinas 

recolectadas en la primera temporada es mayor (1219 - 1461 µg de β-

caroteno/100 mL), siendo similar a los resultados de Cheng et al. (2020), quienes 

obtienen una concentración de 1220 µg de β-caroteno/100 mL en zumo de 
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mandarina (C. unshiu).  Estas diferencias se deben a las características propias de 

las variedades de cítricos analizadas. 

 
*Diferentes letras indican diferencias significativas (p <0,05). El valor de Ingesta 
Nutricional de Referencia está indicada para población <18 años (AESAN, 2019). 

Figura 27. Aporte de Vitamina C del zumo de mandarina a los requerimientos a 

la Ingesta Nutricional de Referencia. 
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en mandarinas Clementina (C. clementina) y Satsuma (C. unshiu) en la 

temporada 2014. En esta línea Pyo et al. (2014) determinan aproximadamente 
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2,000 mM TE en zumos con pulpa de mandarinas Satsuma (C. unshiu). En el 

caso del método TEAC, se obtienen valores de actividad antioxidante más altos 

que por DPPH para los zumos analizados. Los resultados TEAC obtenidos son 

aproximados a los de Legua et al. (2014) quienes obtienen menos de 0,200 mM 

TE en zumos de 14 portainjertos para mandarinas Clemenules (C. clementina). 

Además, Betoret et al. (2017) obtienen un contenido de 0,700 mM TE en zumos 

de mandarina Ortanique (C. reticulata x C. sinensis Osbeck). 

Dado que la capacidad antioxidante está influenciada por diferentes variables, 

se recomienda el uso de dos o más métodos para evaluar la capacidad 

antioxidante en frutas (Tounsi et al., 2011). Los métodos de DPPH y TEAC se 

encuentran entre los ensayos de antioxidantes más empleados (Betoret et al., 

2017). El método DPPH es más sensible a los compuestos hidrófobos, mientras 

que el método TEAC lo es para los antioxidantes hidrófilos como el ácido 

ascórbico y los polifenoles (Lafuente et al., 2011). Como se observa en la Figura 

28, los zumos de mandarina presentan una mayor capacidad antioxidante con el 

método TEAC que los valores obtenidos por el método DPPH, estos resultados 

son acordes a los del estudio de Zhang et al. (2018) en diferentes zumos de C. 

reticulata. En esta línea, los resultados sugieren que en los zumos analizados la 

composición hidrófila contribuye a la capacidad antioxidante en una mayor 

proporción que la composición hidrófoba. Por el contrario, Sicari et al. (2016) 

determinan valores de capacidad antioxidante más altos en el zumo de mandarina 

(C. reticulata) analizado mediante el método DPPH en comparación con el 

método TEAC. 
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TE: trolox equivalente; DPPH: método de eliminación del radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; 
TEAC: capacidad antioxidante equivalente de trolox. 
a-c: en barras del mismo color, letras diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de DPPH.  
A-C: en barras del mismo color, diferentes letras mayúsculas indican que existen diferencias 
estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores de TEAC.  
1-2: en barras del mismo color, diferentes superíndices indican que existen diferencias 
estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores de cada temporada por cada variedad. 

Figura 28. Capacidad antioxidante del zumo de mandarina según variedad y temporada 

de cosecha.  

El estudio de regresión múltiple muestra que la capacidad antioxidante está 

significativamente influenciada (p <0,05) por el contenido de compuestos 

bioactivos (CFT, FT, AA y CT) de los zumos de mandarina analizados, estos 

resultados están de acuerdo con investigaciones previas (Betoret et al., 2012; Xu 

et al., 2008). Sin embargo, el análisis de regresión realizado muestra que solo el 

contenido de AA contribuye en más del 50% a la capacidad antioxidante de los 

zumos evaluados (70,3% y 58,3% analizados por DPPH y TEAC, 

respectivamente); resultados similares son observados por Xu et al. (2008). Los 

coeficientes de correlación y el grado de significancia se muestran en la Tabla 

15. Los gráficos de dispersión evidencian una correlación lineal entre los valores 

de AA, DPPH y TEAC (véase Figura 29). 
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Tabla 15. Coeficientes de correlación de compuestos bioactivos y capacidad 

antioxidante. 

Variable M DE DPPH TEAC CFT FT AA 

DPPH 2,09 1,21      

TEAC 3,00 1,11 0,86**     
   [0,79; 0,90]     

CFT 115 22,4 0,58** 0,61**    
   [0,42; 0,70] [0,46; 0,73]    

FT 10,9 3,57 -0,68** -0,53** -0,24*   
   [-0,78; -0,55] [-0,67; -0,36] [-0,43; -0,03]   

AA 29,0 14,1 0,84** 0,77** 0,50** -0,57**  
   [0,7; 0,89] [0,66; 0,84] [0,32; 0,64] [-0,69; -0,40]  

CT 762 536 -0,29** -0,23* -0,15 0,28** 0,01 
   [-0,47; -0,08] [-0,42; -0,03] [-0,34; 0,07] [0,08; 0,46] [-0,20, 0,22] 

M: media; DE: desviación estándar; DPPH: ensayo de eliminación de 2,2`-difenil-1-
picrilhidrazilo; TEAC: capacidad antioxidante equivalente de Trolox; CFT: compuestos fenólicos 
totals; FT: flavonoides totales; AA: Ácido ascórbico; CT: carotenoides totales. 
+ Los valores entre corchetes indican un intervalo de confianza del 95% para cada correlación. 
* indica p <0,05. 
** indica p <0,01. 

Roussos et al. (2019) mencionan en su estudio, con zumo de un híbrido de 

Clementina (C. clementine SRA63), que solo un flavonoide específico 

(hesperidina) está fuertemente correlacionado (p <0,05) con la capacidad 

antioxidante evaluada por DPPH. Zhang et al. (2018) indican que el contenido 

CFT y FT se correlaciona significativamente (p <0,01) con los valores de 

capacidad antioxidante obtenidos en el método DPPH en zumos de mandarina 

(C. reticulata Blanco). La correlación (Figura 29) entre los valores (mM TE) de 

DPPH y TEAC es significativa (p <0,05), estando de acuerdo con los resultados 

obtenidos por Floegel et al. (2011) en muestras de vegetales y zumos de frutas. 

Esto sugiere que ambos métodos (DPPH y TEAC) son adecuados para la 

evaluación de la capacidad antioxidante de los zumos de mandarina. 
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DPPH: método de eliminación del radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; TEAC: capacidad 
antioxidante equivalente de Trolox; CFT: compuestos fenólicos totales; FT: flavonoides totales; 
AA: Ácido ascórbico; CT: carotenoides totales. Los gráficos circulares y los degradados de color 
muestran la fuerza de cada una de las correlaciones. (p.e., DPPH y TEAC). 

Figura 29. Gráficos circulares de correlación estadística entre las características físico-

químicas, compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de los zumos de mandarinas 

híbridas.  

Evolución de los parámetros durante las temporadas de cosecha 

Se realiza un análisis de regresión múltiple con las variables analizadas de 

cada variedad para estudiar su evolución durante las dos temporadas de cosecha. 

Las ecuaciones para cada variable y variedad se muestran en la Tabla 16. El 

análisis de regresión revela que en la mayoría de los casos existe una correlación 
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entre los parámetros y el tiempo de recolección en ambas temporadas de cosecha, 

con un nivel de confianza del 95%. 

Tabla 16. Estudio de la evolución de las variables durante las temporadas de cosecha. 

Variables 
Ecuación  

[R2, error]+ 
Clemenvilla Ortanique Nadorcott 

Conductividad 
(mS/cm) 

2,68 + 7,8·10-3t  
[7,20; 0,57]* 

3,35 – 6,2·10-4 t 
[0,16; 0,44] 

3,32 + 2,8·10-3 t 
[6,70; 0,41]  

ºBrix 
12,9 + 5,5·10-4 t 

[0,01; 1,83]  
12,8 + 1,2·10-2 t 

[8,52; 1,07]* 
13,4 + 1,8·10-3 t 

[0,24; 1,54]  

pH 
3,84 + 3,3·10-3 t 

[3,08; 0,42]  
3,27 + 5,2·10-3 t 
[26,34; 0,25]* 

4,17 + 2,7·10-3 t 
[20,70; 0,23]* 

CFT 
(mg GAE/100 mL) 

112 + 0,29 t 
[10,78; 19,31]* 

121 – 0,09 t 
[2,58; 16,28]  

103 – 0,14 t 
[8,58; 19,40]* 

FT 
(mg CE/100 mL) 

6,23 + 0,04 t 
[24,94; 1,48]* 

11,5 – 4,3·10-3 t 
[0,36; 1,99]  

12,9 + 0,04 t 
[18,47; 3,24]* 

AA 
(mg AA/100mL) 

36,5 + 0,11 t 
[6,65; 9,48]* 

33,7 – 0,15 t 
[28,11; 6,70]* 

14,6 – 0,04 t 
[24,59; 2,91]* 

CT 
(µg/100 mL) 

654 – 0,35 t 
[0,02; 651]  

700 + 3,09 t 
[3,55; 449] 

309 + 10,8 t 
[64,23; 340]* 

DPPH 
(mM TE) 

2,57 + 1,29·10-3 t 
[11,43; 0,08]* 

2,22 – 6,25·10-4 t 
[21,86; 0,03]* 

0,91 – 7,31·10-4 t 
[62.38; 0.02]* 

TEAC 
(mM TE) 

3,51 + 1,12 t 
[8,75; 81,18]* 

3,09 – 0,93 t 
[30,56; 39,07]* 

1,88 – 0,11 t 
[1,28; 39,17]  

t: tiempo de recolección (la primera fecha de recolección se considera 0); CFT: compuestos 
fenólicos totales; GAE: Gallic acid equivalent; FT: flavonoides totales, CE: catequina 
equivalente; AA: ácido ascórbico, CT: carotenoides totales; DPPH: método de eliminación del 
radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; TE: trolox equivalente; TEAC: capacidad antioxidante 
equivalente de trolox. 
+Los valores entre corchetes indican 1: el valor R2 que explica la variabilidad (%) de los 
resultados y 2: desviación estándar (para los límites de predicción). 
*indica p <0,05, existe una relación estadísticamente significativa 

Las propiedades físico-químicas de las variedades estudiadas son diferentes 

según el tiempo de recolección, sin embargo, el porcentaje que explica la 

variabilidad en los parámetros analizados es bajo (<30%). En los compuestos 

bioactivos de los zumos de Clemenvilla y Nadorcott existe una relación 

significativa (p <0,05) entre el CFT y FT con el tiempo de recolección en ambas 
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temporadas. En cuanto a la capacidad antioxidante, se observan interacciones en 

los zumos de las variedades de mandarina analizadas según los valores de DPPH 

y tiempo de recolección (p <0,05). Solo los zumos Clemenvilla y Ortanique 

revelan interacciones significativas (p <0,05) entre los valores de TEAC y el 

tiempo de recolección. Sin embargo, el modelo permite explicar la correlación 

significativa entre los valores de capacidad antioxidante y tiempo de recolección, 

por debajo del 50% en la mayoría de los casos observados. Sólo el modelo 

obtenido en las muestras de Nadorcott (0,91 - 7,31 · 10-4 t) explica el 62,4% de 

la variabilidad de los valores de DPPH sugiriendo que es un método útil para 

evaluar la capacidad antioxidante en los zumos de Nadorcott según el tiempo de 

recogida. 

Clasificación de los zumos de mandarina por variedad según características 

físico-químicas, contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante. 

Para estudiar los datos obtenidos y agruparlos de acuerdo con sus 

características, se realiza un análisis discriminante para estimar los parámetros 

que permiten clasificar las muestras según la variedad. El análisis realizado indica 

que sólo 5 variables (pH, TF, AA, DPPH y TEAC) permiten diferenciar las tres 

variedades estudiadas (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique). En la Tabla 17 se 

muestran los coeficientes (estadísticamente significativos) de las funciones de 

clasificación.  
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Tabla 17. Coeficientes de la función de clasificación según la variedad 

 Clemenvilla Nadorcott Ortanique 
pH 46,7 49,3 41,9 
FT -1,05 -0,03 -0,14 
AA 0,80 0,46 0,53 
DPPH -9,10 -58,9 -19,6 
TEAC -6,52·10-3 -0,06 -0,04 
Constant -166,33 -196,64 -141,85 

FT: flavonoides totales; AA: ácido ascorbico; DPPH: método de eliminación 
del radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; TEAC: capacidad antioxidante 
equivalente de trolox. 

La Tabla 18 muestra las dos funciones discriminantes estadísticamente 

significativas (p <0,05). Aplicando estas funciones se obtiene un modelo con el 

que es posible clasificar correctamente el 98,59% de los casos (Tabla 19). El 

modelo ajustado obtenido para las funciones discriminantes es: 

Función 1: 0,065*pH + 0,382*FT – 0,402*AA – 0,393*DPPH – 0,457*TEAC 

Función 2: –0,927*pH + 0,427*FT – 0,342*AA – 0,394*DPPH – 0,165*TEAC 

Dónde, FT son flavonoides totales (mg CE/100g PF), AA es ácido ascórbico 

(mg/100g PF), DPPH es el método de eliminación del radical 2,2`-difenil-1-

picrilhidrazilo (mM TE); y TEAC es la capacidad antioxidante equivalente de 

Trolox (mM TE). 

Tabla 18. Coeficientes estandarizados de la función discriminante por 

variedad 

Variables 1 2 
pH 0,065 -0,927 
FT 0,382 0,427 
AA -0,402 -0,342 

DPPH -0,393 0,394 
TEAC -0,457 -0,165 

1, 2: funciones estadísticamente discriminantes; FT: flavonoides 
totales; AA: ácido ascórbico; DPPH: método de eliminación del 
radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; TEAC: capacidad 
antioxidante equivalente de trolox. 



 RESULTADOS  

 

 138 

La Figura 30 muestra la capacidad de las dos funciones para diferenciar las 

variedades estudiadas. Como se observa, las muestras de Nadorcott son 

claramente diferentes, debido a su alto contenido de FT y menor concentración 

de AA y capacidad antioxidante (valores DPPH y TEAC) en comparación con 

las muestras de Clemenvilla y Ortanique. 

Tabla 19. El pH, flavonoides totales, ácido ascórbico, DPPH, TEAC: 

Clasificación de las variedades y el porcentaje de aciertos en la predicción.  

 Tamaño 
de Grupo Clemenvilla Nadorcott Ortanique 

Clemenvilla 35 34 0 1 
  (97,14 %) (0,00 %) (2,86 %) 

Nadorcott 22 0 22 0 
  (0,00 %) (100,00 %) (0,00 %) 

Ortanique 31 1 3 27 
  (3,22 %) (9,69 %) (87,09 %) 

* Porcentaje de casos correctamente clasificados: 98,59% 
 

 
Figura 30. Diferenciación de variedades de mandarinas según las funciones 

discriminantes. 
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4.1.3. Conclusiones 

Los zumos de mandarina Clemenvilla muestran el mayor contenido de CFT y 

AA, y una alta actividad antioxidante en los dos métodos empleados. Los zumos 

de Nadorcott presentan las concentraciones más altas de FT y, en los zumos 

Ortanique de la segunda temporada de cosecha se obtiene el contenido más alto 

de CT. La variedad y la temporada de cosecha influyen significativamente (p 

<0,05) en el contenido de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante de los 

zumos. Además, los compuestos bioactivos se correlacionan significativamente 

(p <0,05) con la capacidad antioxidante evaluada mediante los métodos DPPH y 

TEAC. La relación de cada método con la fracción hidrófoba e hidrófila será muy 

útil en futuras investigaciones. El pH, FT, AA, DPPH y TEAC son los parámetros 

predictores para clasificar las mandarinas y agruparlas según la variedad. Esta 

información podría ser útil a productores y consumidores, para elegir variedades 

de híbridos con altas propiedades nutracéuticas con potenciales beneficios para 

la salud. 
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4.2. EFECTOS DE LA EXTRACCIÓN ASISTIDA POR ULTRASONIDOS 

SOBRE LAS PROPIEDADES FISICO-QUÍMICAS, LOS 

COMPUESTOS BIOACTIVOS Y LA CAPACIDAD 

ANTIOXIDANTE DE PIEL DE MANDARINAS HÍBRIDAS 

La piel de los cítricos (flavedo y albedo) es el principal componente de los 

residuos y constituye una fuente rica de antioxidantes naturales (carotenoides, 

polifenoles, aceites esenciales, pectina, entre otros compuestos) (Putnik et al., 

2017a; Rafiq et al., 2018; Ruviaro et al., 2020). 

La preparación de extractos de piel de mandarina tiene como principal 

objetivo la obtención de los compuestos bioactivos de este tipo de tejidos 

vegetales (Nipornram et al., 2018). En este contexto, los ultrasonidos son una 

tecnología clave para lograr el objetivo de extracción de forma sostenible 

(Chemat et al., 2017). 

El objetivo de este estudio es determinar los efectos de las ondas ultrasónicas 

como método de obtención de extractos a partir de la piel de tres cultivos de 

mandarinas híbridas de la provincia de Valencia (España), mediante el análisis 

de las características físico-químicas, el contenido de compuestos bioactivos, así 

como de la capacidad antioxidante. Se evalúa la correlación entre los diferentes 

tiempos de extracción, la variedad de las mandarinas y los valores de las 

propiedades físico-químicas, los compuestos bioactivos y la capacidad 

antioxidante. 

4.2.1. Material y Métodos 

Muestras 

La selección y preparación de las muestras se describe en la sección 3.1.2. 
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Parámetros físico-químicos 

- Conductividad (ver sección 3.2.1.) 

- ºBrix: Sólidos solubles totales (ver sección 3.2.2.) 

- pH (ver sección 3.2.3.) 

Contenido de compuestos bioactivos 

- Compuestos fenólicos totales (ver sección 3.3.1.) 

- Flavonoides totales (ver sección 3.3.2.) 

- Ácido ascórbico (ver sección 3.3.3.) 

- Carotenoides totales (ver sección 3.3.4.) 

Determinación de capacidad antioxidante 

- Método DPPH (ver sección 3.4.1.) 

- Método TEAC (ver sección 3.4.2.) 

Análisis estadístico 

Todas las determinaciones se realizan por triplicado con tres muestras 

independientes según cada variedad y tiempo de extracción. Se realiza un análisis 

de la varianza (ANOVA) para verificar si existen diferencias significativas entre 

los resultados de las variedades estudiadas (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique), 

y conocer las posibles interacciones entre los factores (variedad, tiempo de 

extracción). Asimismo, se aplica el test de Tukey para indicar las muestras en las 

que se observan diferencias significativas. Se realiza un análisis de regresión 

múltiple para estudiar la influencia de los parámetros sobre la capacidad 

antioxidante. Todos los análisis estadísticos se realizan utilizando el software 

Statgraphics® Centurion XVI (Statpoint Technologies Inc., EE. UU.) y las 

diferencias de p <0,05 se consideran significativas. 
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4.2.2. Resultados y discusión 

Diferencias en las características físico-químicas de la piel de mandarina 

tratadas por ultrasonidos. 

Después de preparar los extractos de piel de mandarina, se realiza un análisis 

de las características físico-químicas que incluye el IC, °Brix y pH (véase Tabla 

20). El valor de IC se determina porque la conductividad representa el contenido 

electrolítico de los extractos, por tanto, indica la salida de electrolitos del interior 

de las células vegetales (Montero-Calderon et al., 2019). Los valores de 

conductividad eléctrica están relacionados con la morfología y la estructura 

cristalina del recubrimiento en películas (films) de la piel de mandarina (Durmuş 

et al., 2019). Como se observa en la Tabla 20, el valor del IC de las variedades 

analizadas aumenta según el incremento de los tiempos de extracción (5, 15 y 30 

min). Al realizar el análisis de varianza multifactorial se observa que la variedad 

de mandarina y el tiempo de extracción influyen significativamente (p <0,01) en 

los valores de IC. Obteniendo los valores de IC más altos en el extracto de piel 

de Nadorcott tratado por ultrasonidos durante 30 min (0,30 ± 0,07 mS/cm). 

Montero-Calderon et al. (2019) obtienen un IC de 0,45 mS/cm en el extracto de 

piel de naranja Navel (C. sinensis Osbeck) tratado por ultrasonidos en las mismas 

condiciones (400 W, 30 min). 

El valor medio de ºBrix en los extractos obtenidos es de 16,2 ± 0,6. Al realizar 

el ANOVA, se observa una influencia significativa (p <0,01) del tiempo de 

extracción, sin embargo, no se observan diferencias significativas según la 

variedad. En el caso del pH, los valores medios difieren significativamente (p 

<0,01) entre los extractos de las variedades de Clemenvilla (5,99 ± 0,20), 

Nadorcott (6,20 ± 0,17) y Ortanique (5,72 ± 0,20), sin embargo, no se observan 

diferencias significativas en los valores de pH según el tiempo de extracción. 
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Irkin et al. (2015) obtienen un valor de pH más alto de 6,58 en el extracto de piel 

de mandarina obtenido mediante un método convencional. 

Tabla 20. Diferencias de las propiedades fisicoquímicas de extractos de piel de 

mandarinas según tiempo de extracción y variedad. 

Propiedades 
físico-químicas 

Tiempo de 
extracción 

(min) 
Clemenvilla Nadorcott Ortanique 

IC 
(mS/cm±DE) 

5 0,21 ± 0,10a1 0,22 ± 0,05a1 0,14 ± 0,04b1 
15 0,26 ± 0,12a2 0,27 ± 0,09a2 0,16 ± 0,07b2 
30 0,32 ± 0,13a3 0,30 ± 0,07a3 0,26 ± 0,07b3 

°Brix 
5 16,5 ± 0,4a1 16,2 ± 0,6a1 16,4 ± 0,6a1 
15 16,3 ± 0,5a1 16,2 ± 0,7a1 16,3 ± 0,5a1 
30 15,8 ± 0,7a2 16,2 ± 0,6a2 16,1 ± 0,6a1 

pH 
5 6,03 ± 0,20a1 6,25 ± 0,17b1 5,71 ± 0,24c1 
15 6,00 ± 0,18a1 6,19 ± 0,18b1 5,76 ± 0,18c1 
30 5,95 ± 0,23a1 6,16 ± 0,16b1 5,69 ± 0,19c1 

IC: incremento de conductividad; DE: desviación estándar 
a-c: en la misma fila, letras diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de cada variedad. 
1-3: en la misma columna, números diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de cada tiempo de extracción. 
* Muestras analizadas: véase Tabla 8. 
 

Contenido de compuestos bioactivos de la piel de mandarina tratada por 

ultrasonidos 

Se aplica un tratamiento de ultrasonidos para extraer los compuestos 

bioactivos de la piel de mandarina. Se realiza una extracción control de las 

muestras en solución acuosa de etanol (50:50, v/v) a la misma temperatura (< 40 

°C) y tiempos de extracción (como la extracción sin la aplicación de ultrasonidos) 

para comparar los resultados y establecer el efecto del método de extracción en 

la recuperación de compuestos bioactivos de la piel de mandarinas híbridas (en 

la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos). El valor medio de CFT en las 

muestras es de 862 mg GAE/100g PF. Según la variedad, la piel de mandarinas 
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Ortanique presenta la mayor concentración (p <0,05) en comparación con los 

extractos de pieles de Clemenvilla y Nadorcott. El contenido promedio de CFT 

en los extractos de piel de Ortanique tratados por ultrasonidos fue 1022 ± 306 mg 

GAE/100g PF. En todas las muestras, el valor de CFT aumenta a medida que 

aumenta el tiempo de extracción (p <0,05) de 5 a 30 min (685 ± 175 a 1059 ± 

274 mg GAE/100g PF). Este incremento del contenido de polifenoles según el 

tiempo de extracción también es observado por Khan et al. (2010) quienes 

obtienen valores comprendidos entre 150 y 250 mg GAE/100g PF en piel de 

naranja (C. sinensis L.). 

Por otro lado, Esparza-Martínez et al. (2016) obtienen 1826 mg GAE/100g PF 

de CFT en desechos cítricos. La diferencia en el contenido de polifenoles se debe 

a la constitución de las muestras de residuos de cítricos analizadas que incluyeron 

piel, membranas capilares y residuos de pulpa, mientras que en el presente 

estudio sólo se selecciona piel de mandarina. Además,  Kour et al. (2014) 

determinan 1 710 mg GAE/100g de CFT en residuos secos de Kinnow (C. nobilis 

Lour x C. deliciosa Tenora). También se observan diferencias importantes según 

las diferentes especies de cítricos. Por ejemplo, Montero-Calderón et al. (2019) 

estiman 106 mg GAE/100 g PF en piel de naranja (C. Sinensis) tratada por 

ultrasonidos en las mismas condiciones de nuestro estudio (potencia de 400W, 

un tiempo de 30 min y 50% de etanol en agua), mientras que Nayak et al. (2015) 

obtienen concentraciones más altas de CFT en piel de C. sinensis tratada por 

ultrasonidos (1 035 mg GAE/100g). 
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Tabla 21. Contenido de compuestos bioactivos en extractos de piel de mandarinas según 

tiempo de extracción y variedad. 

Compuestos 
bioactivos 

Tiempo de 
extracción 

(min) 
Clemenvilla Nadorcott Ortanique 

CFT 
(mg GAE/100g 

PF) 

5 602 ± 99a1 611 ± 113a1 809 ± 193b1 
15 770 ± 178a2 714 ± 115a2 1047 ± 251b2 
30 952 ± 168a3 945 ± 215a3 1230 ± 310b3 

FT 
(mg CE/100g PF) 

5 43,2 ± 13,8a1 41,7 ± 8,4a1 44,0 ± 13,1a1 
15 58,5 ± 22,4a2 57,6 ± 10,8a2 59,0 ± 17,0a2 
30 76,7 ± 22,4a3 69,0 ± 13,3a3 67,4 ± 17,7a3 

CT 
(µg b-

carotene/100g PF) 

5 2852 ± 1372a1 3662 ± 1729b1 3222 ± 1214a1 
15 3860 ± 1930a2 6250 ± 3191b2 5191 ± 1385a2 
30 5245 ± 2180a3 8173 ± 4547b3 5909 ± 2638a3 

AA 
(mg/100g PF) 

5 105 ± 50a1 63,4 ± 22,2b1 72,0 ± 32,3c1 
15 124 ± 59a12 75,0 ± 21,0b12 88,5 ± 32,3b12 
30 136 ± 56a2 76,0 ± 24,0b2 92,7 ± 42,1c2 

TPC: compuestos fenólicos totales; GAE: equivalente de ácido gálico; PF: peso fresco; DE: 
desviación estándar, FT: flavonoides totales, CE: equivalente de catequina; TC: carotenoides 
totales; AA: ácido ascórbico.  
a-c: en la misma fila, letras diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de cada variedad.  
1-3: en la misma columna, números diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de cada tiempo de extracción. 
* Los valores están expresados en peso fresco (PF)  
** Muestras analizadas: véase Tabla 8.  

Ma et al. (2009) mencionan que la extracción asistida por ultrasonidos es un 

método eficaz para la obtención de compuestos fenólicos de la piel de los cítricos 

en comparación con los métodos convencionales. En el presente estudio, el 

contenido de CFT obtenido por ultrasonidos es 1,92 veces mayor que el método 

de extracción convencional. Este valor es similar a los resultados de Nipornram 

et al. (2018) quienes obtienen un contenido de CFT 1,77 más alto por ultrasonidos 

que un método convencional. Además, Wang et al. (2018) observan que el 

contenido de flavonoides extraídos de C. reticulata Blanco tratado por 

ultrasonidos fue 1,50 mayor que el de extracción convencional. Por su parte, 
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Boukroufa et al. (2015) mencionan que la extracción con ultrasonidos mejora el 

rendimiento de CFT en extractos de piel C. sinensis L. Osbeck obteniendo un 

contenido 1,42 veces mayor (41,2 y 58,6 mg GAE/100g PF para la extracción 

convencional y con ultrasonidos, respectivamente). 

En general, se obtiene un intervalo de 602 ± 99 a 1 230 ± 310 mg GAE/100g 

PF de CFT en muestras tratadas por ultrasonidos. Para poder comparar con los 

resultados encontrados en la bibliografía, la concentración de CFT se expresa en 

peso seco (2406 a 4913 mg GAE/100g de CFT, aproximadamente). Estos 

resultados son similares a los obtenidos por Safdar et al. (2017), 2 439 y 3 248 

mg de GAE/100g en polvo de piel de mandarina. Sin embargo, Nipornram et al. 

(2018) obtienen concentraciones mayores en piel en polvo de C. reticulata 

Blanco cv. Sainampueng tratada por ultrasonidos (14899 mg GAE/100g). 

Además del método de extracción aplicado, los resultados muestran que las 

principales diferencias se observan según el tiempo de extracción. Estudios 

previos indicaron que a temperaturas relativamente más bajas (15 y 30 °C), los 

rendimientos de ácidos fenólicos aumentan con un mayor tiempo de extracción 

(de 10 a 40 min) (Ma et al., 2009). Además, Ferreira et al. (2018) determinan 

1220 mg GAE/100 g de CFT en piel de mandarina (C. reticulata) mediante 

extracción con etanol acuoso (72%, v/v) (hirviendo 60 min), mientras que Ho & 

Lin (2008) obtienen concentraciones de 4080 mg GAE/100g sin calentamiento y 

de 5410 mg GAE/100g de CFT del extracto de polvo de piel de mandarina (C. 

reticulata) mediante extracción por calentamiento durante 180 min. Valores 

inferiores (121 mg GAE/100g PF) fueron obtenidos por Li et al. (2006) en 

muestras de piel de mandarinas (C. reticulata cv. Ellendale) obtenidos por 

extracción con etanol acuoso (72%, v/v) durante 180 min (20 - 80 ºC). 

El contenido de FT varia de 41,7 ± 8,4 a 76,7 ± 22,4 mg CE/100g PF en la piel 

tratada por ultrasonidos. Como se muestra en la Tabla 21, la concentración de FT 
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en piel de mandarina Clemenvilla, aumenta según se incrementa el tiempo de 

extracción. Además, las muestras tratadas por ultrasonidos durante 30 min 

presentan el mayor contenido (p <0,05) de FT (valor medio de 71,5 ± 19,2 mg 

CE/100g PF de piel). Por su parte Ho & Lin (2008) obtienen un contenido de FT 

de 790 mg CE/100g en extracto de piel en polvo de mandarina (C. reticulata) 

mediante extracción en caliente con el mismo tiempo de extracción (30 min). 

Asimismo, las concentraciones de flavonoides son diferentes según las especies 

de cítricos, en esta línea Chen et al. (2011) determinan 13,0 mg CE/g de FT en 

piel fresca liofilizada de naranja (C. sinensis (L.) Osbeck). Otros autores indican 

la concentración de FT en piel de cítricos utilizando diferentes estándares de 

flavonoides como Ghasemi et al. (2009) que obtienen valores entre 30 y 3110 mg 

de equivalente de quercetina (EQ)/100g de PS en variedades de piel de mandarina 

(C. reticulata y C. unshiu) y Gómez-Mejía et al. (2019) determinan un contenido 

de FT de 1650 mg EQ/100g PS en piel de Clementina (C. clementina). En un 

estudio de Huang & Ho (2010) se obtienen 193 y 478 mg de equivalente de 

rutina/g PS de FT en polvo de piel de mandarina Murcott (C. reticulata x C. 

sinensis) y Ponkan (C. reticulata Blanco), respectivamente. 

En las muestras estudiadas, las concentraciones más altas de CT (p <0,05) se 

determinan en extractos de piel de mandarinas Nadorcott (5797 ± 3641 µg de β-

caroteno/100 g de PF). Como se observa en la Tabla 21, el contenido de CT en 

las muestras estudiadas varia de 2852 ± 1372 a 8173 ± 4547 µg de β-

caroteno/100g de PF. Estos resultados están de acuerdo con los valores obtenidos 

por Lado et al. (2019) que oscilan entre 3000 y 4000 µg β-caroteno/100g PF. La 

mayor extracción se produce al tratar las muestras con ultrasonidos durante 30 

min (p <0,05). Sun et al. (2011) observan que el rendimiento de extracción de 

todo-trans-β-caroteno mejora con el tiempo de extracción aumentado de 20 a 40 

min por ultrasonidos. Este tratamiento facilita la liberación de carotenoides de la 
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matriz al medio de extracción, así como también puede mejorar el poder de 

extracción porque pueden conducir el solvente al interior de la matriz para extraer 

los carotenoides. Por su parte, Yoo & Moon (2016) obtienen 60 100 µg β-

caroteno/100g de CT en piel pulverizada de mandarina Kjool (C. unshiu 

Marcow) por extracción con acetona (maceración), mientras que Wang et al. 

(2008) obtienen un contenido de CT de 204 000 µg β-caroteno/100g PS por 

extracción soxhlet en piel de mandarina Ponkan (C. reticulata Blanco). 

Las concentraciones de AA que se obtienen en las muestras estudiadas se 

muestran en la Tabla 21. La concentración media de AA es mayor en extractos 

de piel de Clemenvilla (122 ± 55,2 mg AA/100g PF) que en Nadorcott y 

Ortanique (70,8 ± 22,5 y 84,0 ± 36,3 mg AA/100g PF, respectivamente). Estos 

resultados son mayores al contenido de AA (24,4 - 65,6 mg/100g) determinado 

por Canan et al. (2016) en diferentes variedades de mandarinas (Robinson, 

Clementine, Kara) y algunos híbridos (híbridos clementina × Kara). 

Capacidad antioxidante de la piel de mandarina tratada por ultrasonidos 

La capacidad antioxidante de los extractos se evalúa mediante los métodos 

DPPH y TEAC. En la Tabla 22 puede observarse, que si las muestras se tratan 

por ultrasonidos durante 30 min, se obtienen los extractos con mayor actividad 

antioxidante (p <0,05), debido a las altas cantidades de compuestos bioactivos en 

estas muestras, tal como ya se ha descrito anteriormente. Los valores promedio 

del método DPPH para las muestras tratadas por ultrasonidos y EC durante 30 

min son 11,2 ± 4,0 y 6,3 ± 3,2 mmol TE/100g PF, respectivamente y para el 

método TEAC son 29,2 ± 5,6 y 16,8 ± 4,2 mmol TE/100g, respectivamente.  
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Tabla 22. Capacidad antioxidante de piel de mandarinas tratadas por ultrasonidos.  

Método 
Tiempo de 
extracción 

(min) 
Clemenvilla Nadorcott Ortanique 

DPPH 
(mmol TE/100g PF) 

5 9,4 ± 2,7 a1 6,0 ± 1,8b1 5,7 ± 1,9b1 
15 12,9 ± 4,4a12 7,9 ± 2,0b12 8,0 ± 2,3b12 
30 14,2 ± 4,0a2 9,0 ± 1,4b2 9,1 ± 2,6b2 

TEAC 
(mmol TE/100g PF) 

5 20,2 ± 4,3ab1 18,1 ± 4,3a1 21,2 ± 5,2b1 
15 25,2 ± 5,9ab2 20,9 ± 3,2a2 24,9 ± 5,5b2 
30 30,4 ± 5,7ab3 26,9 ± 6,2a3 29,2 ± 5,6b3 

DPPH: método de eliminación del radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; TE: Trolox equivalente; 
DE: desviación estandar, TEAC: capacidad antioxidante equivalente de trolox. 
a-b: en la misma fila, letras diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de cada variedad. 
1-3: en la misma columna números diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de cada tiempo de extracción. 
* Los valores están expresados en peso fresco (PF)  
** Muestras analizadas: véase Tabla 8. 

Como se observa en la Figura 31a, con la EC se obtiene la capacidad 

antioxidante más baja (p <0,05) según los métodos DPPH y TEAC. Hayat et al. 

(2009) obtuvieron resultados similares, dado que observan una mayor captación 

de radicales (p <0,05) en la piel de mandarina tratadas por ultrasonidos que con 

un método convencional (extracción rotatoria). Montero-Calderon et al. (2019) 

obtienen 3,97 ± 0,2 mmol TE/100g en muestras en piel de naranja tratadas por 

ultrasonidos (400 W, 30 min, etanol al 50%). 

En la Figura 31b se observa que los extractos de piel de Clemenvilla y 

Ortanique obtenidos por ultrasonidos son las muestras con mayor actividad 

antioxidante según los métodos DPPH y TEAC respectivamente (12,2 ± 4,3 y 

25,7 ± 6,4 mmol TE/100g PF, respectivamente). Esto puede ser debido a que en 

el caso de los extractos de piel de Clemenvilla, los flavonoides y el ácido 

ascórbico son los principales compuestos antioxidantes, mientras que las 

muestras de Nadorcott y Ortanique presentan un mayor contenido de 
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carotenoides que las muestras de Clemenvilla. Los valores de la capacidad 

antioxidante son más bajos en el método DPPH que con el método TEAC (véase 

Figura 31), según Müller et al. (2011) los carotenoides no pueden captar el radical 

DPPH•. Gironés-Vilaplana et al. (2014) obtienen resultados similares en muestras 

de mandarina Murcott. Los diferentes valores de capacidad antioxidante total 

obtenidos en los ensayos realizados pueden reflejar una diferencia relativa en la 

capacidad de los compuestos bioactivos en las muestras para conjugar los 

radicales peroxilo acuosos y reducir los radicales DPPH• y ABTS•+ en métodos 

in vitro. 

Para analizar la influencia de compuestos bioactivos (CFT, FT, CT y AA) 

sobre la capacidad antioxidante (mmol TE/100g PF) evaluada por los métodos 

DPPH y TEAC se realiza un análisis de regresión múltiple. Los resultados se 

ajustan a un modelo lineal que se muestran en la Ecuación 3 (R2 = 17,9, error 

estándar= 0,58) para el método DPPH y Ecuación 4 (R2 = 57,9, error estándar= 

454) para el método TEAC: 

DPPH = 2,42·10–3+7,76·10–3·FT+4,37·10–3·AA–2,60·10–5·CT  (Ecuación 3) 

TEAC = 545 + 9,4 ·FT + 3,5·AA + 1,2·CFT    (Ecuación 4) 

Dónde, FT son flavonoides totales (mg CE/100g PF), AA es ácido ascórbico 

(mg/100g PF), CT son carotenoides totales (µg ß-caroteno/100g PF) y CFT son 

compuestos fenólicos totales (mg GAE/100g PF). 

El ajuste es significativo en ambos casos (p <0,01). Se puede observar que 

tanto el contenido de FT como el de AA influyen en la capacidad antioxidante 

determinada por los método DPPH y TEAC (p <0,01) (véase Figura 32). 

Singanusong et al. (2015) observan en su estudio, que el contenido de FT 

obtenido de piel de mandarina, tiene una correlación significativa (p <0,01) con 

la capacidad antioxidante obtenida por DPPH y TEAC.  
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USN: extracción asistida por ultrasonidos; EC: extracción control; DPPH: método de eliminación 
del radical 2,2`-difenil-1-picrilhidrazilo; TEAC: capacidad antioxidante equivalente de trolox. 
a-c: en la misma fila, letras diferentes indican que existen diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre los valores de DPPH.  
A-C: en la misma fila, diferentes letras mayúsculas indican que existen diferencias 
estadísticamente significativas (p <0,05) entre los valores de TEAC.  

Figura 31. Diferencias de capacidad antioxidante evaluadas por métodos DPPH y TEAC 

según a) variedades de piel de mandarinas tratadas por ultrasonidos y b) métodos 

antioxidantes aplicados. 
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TE: equivalente de trolox, CE: equivalente de catequina. 

Figura 32. Ácido ascórbico, Flavonoides totales y valores de DPPH y TEAC 

de piel de mandarinas híbridas tratadas por ultrasonidos durante 5, 15 y 30 

min.  
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Efecto del método de extracción y el tiempo de extracción sobre las propiedades 

fisicoquímicas y la recuperación de compuestos bioactivos 

En la Figura 33 se observa que el tiempo de extracción afecta a los compuestos 

bioactivos y la capacidad antioxidante de la piel de mandarinas híbridas. Como 

se observa, los valores obtenidos aplicando ultrasonidos durante 5 min son 

superiores a los valores de la EC durante 30 min. En este sentido, la aplicación 

de ultrasonidos permite maximizar la recuperación de compuestos antioxidantes 

con menor tiempo de extracción. El análisis ANOVA muestra que el método y el 

tiempo de extracción tienen una influencia significativa (p <0,05) en los valores 

de compuestos biactivos y capacidad antioxidante con un nivel de confianza del 

95%. Además, la interacción variedad/método de extracción influye 

significativamente en los valores medios. La mayor recuperación de compuestos 

bioactivos y capacidad antioxidante se obtiene con la extracción por ultrasonidos 

durante 30 min. 

La extracción de CFT, CT y AA también está influenciada significativamente 

(p <0,05) por la variedad de mandarinas. Los extractos de piel de mandarina 

Clemenvilla tienen las mayores cantidades de CFT, FT, AA (p <0,05) en cada 

tiempo de extracción (5, 15 o 30 min). La interacción del método de 

extracción/tiempo influye de forma significativa (p <0,05) en CFT, FT y CT. 

Además, el análisis de la varianza confirma un aumento significativo de la 

capacidad antioxidante cuando las pieles son tratadas por ultrasonidos (p <0,05). 

Asimismo se observa que los valores de DPPH y TEAC son fuertemente 

influenciados por la variedad de mandarinas y por la interacción  entre el método 

de extracción/tiempo (p <0,05). 
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CFT: compuestos fenólicos totales; GAE: equivalente de ácido gálico, EC: extracción 
convencional; USN: extracción asistida por ultrasonidos, FT: flavonoides totales, CE: equivalente 
de catequina, AA: ácido ascórbico, CT: carotenoides totales. 

Figura 33. Análisis de la varianza de compuestos bioactivos y capacidad antioxidante 

de extractos piel de mandarinas híbridas. 
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Efecto de los ultrasonidos sobre el índice de extracción 

Como se observa, la aplicación de ultrasonidos potencia la recuperación de 

compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante de piel de mandarina. Se 

calcula el índice de extracción con la siguiente ecuación: 

Indice de extracción = !!"#!!
   (Ecuación 5) 

Dónde CU es el valor de la variable estudiada sin la aplicación del ultrasonidos 

y CUSN es el valor obtenido después del tratamiento de las muestras con 

ultrasonidos. 

Se puede observar, en la Figura 34, que el índice de extracción de los 

parámetros físico-químicos, el contenido de compuestos bioactivos y la 

capacidad antioxidante, mejora a medida que aumenta el tiempo de extracción de 

5 min a 30 min. Sin embargo, se observa que el incremento de los valores de 

°Brix e IC ocurre durante los primeros 5 min de extracción (p <0,05), lo que 

indica que el tratamiento con ultrasonidos no influye en los valores finales 

obtenidos a los 30 min. En la mayoría de los casos, los valores del índice de 

extracción de las propiedades fisico-químicas, las concentraciones de 

compuestos bioactivos y los valores de capacidad antioxidante disminuyen hasta 

alcanzar los 30 min de tratamiento. Kumari et al. (2017) observaron en su estudio 

que la tasa de extracción de algunos polifenoles de muestras de piel de patata es 

mayor al inicio del tratamiento, pero con mesetas hacia el final del tiempo de 

extracción. 

El tratamiento con ultrasonidos tiene un efecto sobre las propiedades 

estructurales de cada variedad de muestras en diferente intensidad y esto puede 

afectar la difusión del soluto en las muestras de piel en diferentes grados según 

la variedad (Wang et al., 2018). Se observan diferencias significativas (p <0,05) 

para el incremento del índice de extracción en los valores de IC, °Brix, FT, DPPH 
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y TEAC de la piel de las mandarinas (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique) 

analizadas, reflejandose la diferente estructura de su piel. En particular, los 

valores más altos de conductividad durante el tratamiento se observan a los 15 

min de tratamiento en las muestras de Ortanique. El índice de extracción de los 

valores de FT, DPPH y TEAC también se incrementa a los 15 min de extracción, 

siendo influenciado por la variedad de las muestras (p <0,05). 

 

IC: incremento de conductividad, FT: flavonoides totales. 

Figura 34. Índice de extracción de Incremento de Conductividad, °Brix, Flavonoides 

Totales, DPPH y TEAC en extractos de piel de mandarinas híbridas. 
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4.2.3. Conclusiones 

La aplicación de ultrasonidos produce una mejora en el proceso de extracción 

medido en función de las propiedades fisicoquímicas, el contenido de 

compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante, y en la mayoría de los casos 

la variedad de mandarinas tiene una fuerte influencia (p <0,05). La capacidad 

antioxidante, evaluada mediante métodos DPPH y TEAC, está influenciada 

principalmente (p <0,05) por los flavonoides y el contenido de ácido ascórbico 

en las muestras. A pesar de que se determinan valores más altos en muestras 

tratadas durante 30 min, el análisis del índice de extracción demuestra que en 

algunos casos, los valores más altos en relación a un proceso extractivo de control 

se obtienen entre los primeros 5 y 15 min de extracción (IC, ºBrix, FT, DPPH y 

TEAC). Esto sugiere que el corto tiempo de extracción es un parámetro eficaz 

para obtener altas cantidades de compuestos bioactivos a partir de piel de 

mandarinas híbridas. Los resultados obtenidos demuestran que los ultrasonidos 

es un método de extracción eficaz para la recuperación de compuestos bioactivos 

de las muestras analizadas y su aplicación a escala industrial podría ser una 

aproximación prometedora.
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4.3. CARACTERIZACIÓN DE COMPUESTOS FENÓLICOS EN 
EXTRACTOS DE PIEL DE MANDARINAS HÍBRIDAS 

La recuperación de polifenoles en residuos de vegetales se puede realizar 

empleando diferentes técnicas de extracción y separación. Los procedimientos de 

extracción no son específicos para los polifenoles como analitos de interés, por 

eso se requieren procesos de purificación para eliminar otros compuestos, que 

pueden afectar interfiriendo en el análisis de compuestos fenólicos de los 

extractos de piel de cítricos.  

La piel de mandarina representa aproximadamente el 35 - 40% del peso del 

fruto (Safdar et al., 2017) y es una fuente abundante de flavonoides naturales (Hu 

et al., 2019), además de contener grandes cantidades de otros compuestos 

bioactivos, de modo que sus extractos o los compuestos de interés aislados 

pueden utilizarse como nutracéuticos o alimentos funcionales, que buscan 

contribuir a la mejora de la salud (Singanusong et al., 2015).  

Este apartado aborda el análisis de los compuestos fenólicos presentes en la 

piel de tres variedades de mandarina híbridas que han sido poco estudiadas, pero 

que tienen potencial como fuente natural de compuestos funcionales. Se realiza 

la extracción con ultrasonidos, y se analiza el perfil de compuestos fenólicos por 

HPLC-UV, con una purificación previa con EFS-C18 para determinar los 

compuestos fenólicos presentes en la piel de mandarinas híbridas, para 

posteriormente ser confirmados y cuantificados por UPLC-qTOF-MS/MS. 

4.3.1. Material y Métodos 

Muestras  

La selección y preparación de las muestras se describe en la sección 3.1 y 

3.1.2.2. 
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Para realizar los ensayos de optimización del método de validación se mezclan 

los extractos en volúmenes iguales por cada muestra, para evitar la variabilidad 

debida a la variedad y tiempo de recolección. Esto se realiza para cada una de las 

tres variedades. 

Método de purificación para el análisis de compuestos fenólicos en extractos de 

piel de mandarinas híbridas 

La descripción del método de purificación seleccionado para la determinación 

de los compuestos fenólicos en los extractos de piel de mandarinas híbridas se 

muestra en la sección 3.5.1. 

Detección de compuestos fenólicos por HPLC-UV 

En este apartado se describe la puesta a punto y validación del método de 

HPLC-UV para la determinación de los compuestos fenólicos en los extractos de 

piel de mandarinas híbridas. Las condiciones seleccionadas y el método 

operatorio se muestran en la sección 3.5.2. 

Identificación y cuantificación de compuestos fenólicos por UPLC-qTOF-

MS/MS  

Las condiciones seleccionadas y el método operatorio se muestran en la 

sección 3.5.3. 

Análisis estadístico 

Para comprobar la influencia de las diferentes variedades de mandarina 

híbridas sobre el rendimiento de la extracción de compuestos fenólicos se realiza 

un análisis de la varianza (ANOVA) de un factor controlado (variedad). En el 

caso de que existan diferencias significativas (p <0,05), se realiza un test de Tukey 

para comprobar que valores difieren. Los coeficientes de correlación de 

Spearman y el análisis de componentes principales (APC) se calculan utilizando 

el software R, versión 1.4.1717 (R Core Team, 2020). La matriz de correlación 
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se explica utilizando el paquete R “corrplot” (Wei et al., 2021). Se aplica el ACP 

para explicar la variabilidad de los parámetros, y para graficar los resultados se 

utiliza el paquete R “ggplot2” (Wickham, 2016). 

4.3.2. Resultados y discusión 

Etapa de purificación de los extractos de piel de mandarina. 

Para seleccionar el método que permita la separación y cuantificación de los 

compuestos fenólicos de los extractos obtenidos, se ensayan diferentes métodos 

de purificación. La selección del método adecuado se realiza en base a la 

identificación de los patrones fenólicos, la resolución de los picos y definición 

del cromatograma (véase Tabla 23). 

Validación del método EFS-C18/HPLC-UV puesto a punto para la determinación 

de compuestos fenólicos de los extractos de piel de mandarina  

Para evaluar la efectividad del método EFS-C18/HPLC-UV empleado para 

determinar el perfil de compuestos fenólicos presentes en piel de mandarina 

sometida a un proceso de extracción por ultrasonidos, se realiza la validación del 

método. Para ello se determina la linealidad, el límite de detección y de 

cuantificación (LOD y LOQ), la precisión intra-día e inter-día, la exactitud y el 

efecto matriz empleando los estándares de polifenoles seleccionados (Figura 35). 
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Tabla 23. Métodos de purificación estudiados en los extractos de piel de mandarinas para la detección de compuestos fenólicos. 

Método Pre-
tratamiento 

Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 
de patrón 

Resolución 
de pico 

Definición de 
cromatograma 

Referencia 

EFS USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto 
ac.* 

200 mg C18 + 
elución 12 mL acetona 

Quercitina    Montero-
Calderon et al. 

(2019) 
 

360 mg C18  + 
elución 12 mL acetona 

 - - 

830 mg de C18 + 
elución 12 mL acetona 

 - - 

200 mg de EBH + 
elución 12 mL acetona 

   

Baño USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto 
 

200 mg de C18 + 
elución 12 mL acetona 

(rotavapor) 

- -   

200 mg de C18  + 
12 mL acetona 

- -   

USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto 
ac.* 

 

200 mg de C18  + 
elución 12 mL acetona 

Rutina 
Hesperitina 
Quercitina 

   

USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL 
extracto, ac.* 

++ 

200 mg de C18  + 
elución 5 mL metanol (evaporado y 
reconstituido con 0,5 mL MeOH-

HCl 0,6M) 

Ac. 
hidroxibenzoico 

Rutina 
Naringina 
Quercitina 

Naringenina 
Kaempferol 

    - 
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Tabla 23. Continuación. 

Método Pre-
tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

EFS USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto + 
15 mL agua, 

ac.* ++ 

200 mg de C18 + lavado 5 mL agua 
ac.* + 

elución 3 mL metanol ac.* 
(evaporado y reconstituido con 0,5 

mL MeOH-HCl 0,6M) 

Ac. 
hidroxibenzoico 

Rutina 
Naringina 
Quercitina 

Naringenina 
Kaempferol 

-   Gonzales et 
al. (2015) 

1 mL extracto + 
19 mL agua, 

ac.* ++ 

200 mg de C18 + lavado 5 mL agua 
ac.* + 

elución 3 mL acetonitrilo ac.* 

Ac. 
hidroxibenzoico 

Rutina 
Naringina 
Quercitina 

Naringenina 
Kaempferol 

-   

5 mL extracto + 
15 mL agua 

ac.* ++ 

200 mg de C18 + 
elución 3 mL metanol ac.* 

Ac. 
hidroxibenzoico 

Rutina 
Naringina 
Quercitina 

Naringenina 
Kaempferol 

Ac. clorogénico 
Narirutina 

Hesperidina 
Ac. p-cumárico 

Apigenina 
Hesperitina 
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Tabla 23. Continuación.  

Método Pre-
tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

DLLME USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto 3 mL de acetato de 
etilo + 1,5 mL de 
acetonitrilo (s.dis 

600 mg MgSO4 - -   Farajzadeh & 
Abbaspour 

(2017) 

ELL + EFS USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto 
ac.* ++ 

 

5 mL acetato de 
etilo x2 + 0,5 mg 
NaCl (evaporar 

rotavapor, 
reconstituir 20 mL 

agua ac.) 

200 mg C18 + 
elución 3 mL 
metanol (ac.)* 

(evaporación N2) 

Ac. 
hidroxibenzoico 

Rutina 
Naringina 
Quercitina 

Naringenina 
Kaempferol 

   Wang et al. 
(2014) 

SULLE USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto 2,5 mL de 
acetonitrilo + 2,5 
mL de acetato de 

etilo 

1 mL solución de 
azúcar 

- *no se observa separación de fases durante la 
extracción 

Farajzadeh & 
Abbaspour 

(2017) 

QuEChERS USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto 5 mL acetonitrilo: 
acetato de etilo, 
50:50, v/v ac.* + 
0,5 g NaCl + 2g 

MgSO4 
 

2 mL 
sobrenadante + 

600 mg de 
Na2SO4 

 

- -   Galarce-
Bustos et al. 

(2019) 

USN (5`) 
(ratio 6:12; 
agua, ac.*) 

12 mL 
extracto + 10 

mL 
acetonitrilo 

10 mL acetonitrilo 
+ 4 g MgSO4 + 1 g 

NaCl 

1 mL 
sobrenadante + 
25 mg de C18 + 

150 mg de 
Na2SO4 

- -   Rotta et al. 
(2019) 
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Tabla 23. Continuación. 

Método Pre-
tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

QuEChERS USN (5`) 
(ratio 6:20; 
agua, ac.*) 

15 mL extracto 
+ 10 mL 

acetonitrilo 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

NaCl 

1 mL sobrenadante  
+ 25 mg de C18 + 

150 mg de Na2SO4 

-    Rotta et al. 
(2019) 

USN (5`) 
(ratio 6:20 agua 

ac.*) 

15 mL extracto 
+ 10 mL 

acetonitrilo 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

NaCl 
 
 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg de 

Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   

1 mL sobrenadante 
+ 25 mg de C18 + 
150 mg Na2SO4 

   

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

   

USN (5`) 
(ratio 6:20 agua 

ac.*) 
(centrifuga 5`) 

15 mL 
Sobrenadante 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g Na2SO4 + 1 g 

NaCl 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

 

   

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

25 mg de C18 

   

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

   

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

25 mg de C18 

   

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

50 mg de C18 
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Tabla 23. Continuación. 

Método Pre-
tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

QuEChERS USN (5`) 
(ratio 6:20; 
agua ac.*) 

15 mL extracto + 10 mL 
acetonitrilo + 4 g 

MgSO4 + 1 g 
NaCl 

 
 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

 
 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   Rotta et al. 
(2019). 

USN (10`) 
(ratio 6:20; 
agua ac.*) 

   

USN (15`) 
(ratio 6:20; 
agua ac.*) 

   

Polytron (5`) 
(ratio 6:12; 
agua, ac.*) 

12 mL extracto 
+ 10 mL 

acetonitrilo 

10 mL 
acetonitrilo + 4 g 

MgSO4 + 1 g 
NaCl 

1 mL sobrenadante 
+ 25 mg de C18 + 

150 mg de Na2SO4 

- -   

Polytron (5`) 
(ratio 6:20; 
agua, ac.*) 

15 mL extracto 
+ 10 mL 

acetonitrilo 

10 mL 
acetonitrilo + 4 g 

MgSO4 + 1 g 
NaCl 

1 mL sobrenadante 
+ 25 mg de C18 + 

150 mg de Na2SO4 

- -   

15 mL extracto 
+ 10 mL 

acetonitrilo 

10 mL 
acetonitrilo + 4 g 

MgSO4 + 1 g 
NaCl 

1mL sobrenadante + 
150 mg de Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   

1 mL sobrenadante 
+ 25 mg de C18 

  - 
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Tabla 23. Continuación. 

Método Pre-
tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

QuEChERS Polytron (5`) 
(ratio 6:20, 
agua ac.*) 
(centrifuga 

5`) 

15 mL 
Sobrenadante 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

Nacl 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   Rotta et al. 
(2019) 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

25 mg de C18 

   

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

   

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

25 mg de C18 

   

Polytron (5`) 
(ratio 6:20, 
agua ac.*) 
(centrifuga 

5`) 

15 mL 
Sobrenadante 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

Nacl 

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

50 mg de C18 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   

Vórtex (5`) 
(ratio 6:12; 
agua, ac.*) 

12 mL extracto 
+ 10 mL 

acetonitrilo 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

NaCl 

1 mL sobrenadante 
+ 25 mg de C18 + 

150 mg de Na2SO4 

- -   

Vórtex (5`) 
(ratio 6:20; 
agua, ac.*) 

15 mL extracto 
+ 10 mL 

acetonitrilo 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

NaCl 

1 mL sobrenadante 
+ 25 mg de C18 + 

150 mg de Na2SO4 

- -   

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   

1 mL sobrenadante 
+ 25 mg de C18 
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Tabla 23. Continuación. 

Método Pre-
tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

QuEChERS Vórtex (5`) 
(ratio 6:20, agua 
ac.*) (centrifuga 

5`) 

15 mL 
Sobrenadante 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

NaCl 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   Rotta et al. 
(2019) 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

25 mg de C18 

   

2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

   

   2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

25 mg de C18 

   

   2 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 + 

50 mg de C18 

   

Vórtex (5`) 
(ratio 6:20; agua 

ac.*) 

15 mL 
extracto 

10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

Na 

1 mL sobrenadante 
+ 150 mg Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   

Vórtex (10`) 
(ratio 6:20; agua 

ac.*) 

   

Vórtex (15`) 
(ratio 6:20; agua 

ac.*) 

   

Difusión (5`) 
(ratio 6:20; agua 

ac.*) 

   

Difusión (10`) 
(ratio 6:20; agua 

ac.*) 
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Tabla 23. Continuación. 

Método Pre-
tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

QuEChERS Difusión (15`) 
(ratio 6:20; 
agua ac.*) 

15 mL extracto 10 mL 
acetonitrilo + 4 
g MgSO4 + 1 g 

Na 

1 mL 
sobrenadante + 
150 mg Na2SO4 

Ác. cafeico 
Ác. ferúlico 

Ác. 
transcinámico 

   Rotta et al. 
(2019) 

Baño USN 
(30`) 

(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

5 mL extracto + 10 
mL acetonitrilo + 4 
g Na2SO4 + 1 g Na 
(centrífuga 5`) = 1 
mL (acetonitrilo) 

 

sobrenadante 
(rotavapor) x 2 

1 mL 
sobrenadante + 

150 mg de 
Na2SO4 

- -   

150 MgSO4 + 25 
mg PSA + 25 mg 

de C18 

- -   

sobrenadante 
(N2) 

150 mg de 
Na2SO4 

- -   

150 MgSO4 + 25 
mg PSA + 25 mg 

de C18 

- -   

USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

1,5 mL extracto++ - 150 MgSO4 + 25 
mg PSA + 25 mg 

de C18 

(evaporado y 
reconstituido con 
0,5 mL MeOH-

HCl 0,6M) 

Ac. 
hidroxibenzoico 

Rutina 
Naringina 
Quercitina 

Naringenina 
Kaempferol 

Ac. clorogénico 
Narirutina 

Hesperidina 
Ac. p-cumárico 

Apigenina 
Hesperitina 

   WATERS 
(2015) 
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Tabla 23. Continuación. 

Método Pre-tratamiento Alícuota+,++ Extracción Purificación+ Patrón Identificación 
de patrón 

Resolución 
de pico 

Definición de 
cromatograma Referencia 

QuEChERS USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

1,5 mL 
extracto++ 

- 150 MgSO4 + 25 mg 
PSA + 25 mg de C18 

Ac. 
hidroxibenzoico 

Rutina 
Naringina 
Quercitina 

Naringenina 
Kaempferol 

Ac. clorogénico 
Narirutina 

Hesperidina 
Ac. p-cumárico 

Apigenina 
Hesperitina 

   WATERS 
(2015) 

 

EFS: extracción en fase sólida; DLLME: microextracción líquido-líquido dispersa; EBH: estirenodivinilbenceno; ELL: extracción líquido-líquido; QuEChERS: 

Rápido, fácil, económico, eficaz, resistente y seguro; SULLE: extracción con líquido azucarado; USN: ultrasonidos; PSA: amina primaria-secundaria. 
+ En todos los casos, salvo sea indicado, el extracto se evapora con N2 y se reconstituye con 1 mL de MeOH-HCl 0,6M 
++ Se realiza el mismo ensayo utilizando el solvente de extracción en lugar del extracto 
*ac.: acidificado con 0,1 % de HCOOH 

: se observa; : no se observa; - : no corresponde 
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Figura 35: Cromatogramas de patrones de compuestos fenólicos a 280 nm por HPLC-UV:. 
Picos: 1– catequina; 2– ácido 4-hidroxibenzoico; 3– ácido cafeico; 4– ácido vainíllico; 5– 
quercetina; 6– ácido clorogénico ; 7– ácido p-cumárico; 8– rutina; 9– ácido ferúlico; 10– 
narirutina; 11– naringina; 12– hesperidina; 13– ácido transcinámico; 14– naringenina; 15– 
apigenina; 16– hesperitina. 

La linealidad se evalúa mediante una curva de calibrado. Las áreas de los picos 

cromatográficos se analizan mediante regresión lineal de mínimos cuadrados y 

la linealidad se evalúa en términos de valor de R2. Los resultados obtenidos se 

muestran en la Tabla 24. La concentración de los polifenoles en la muestra está 

incluida en el intervalo de concentración estudiado en cada caso. La linealidad 

muestra coeficientes de determinación aceptables (R2 ≥ 0,99). 

Los límites de detección y cuantificación (LOD y LOQ) se determinan en 

función del área que produce la relación señal-ruido (signal/noise (S/N)) igual o 

superior a 3 y 10 veces, respectivamente. Los límites LOD y LOQ (n=10) se 

determinan a partir del nivel de concentración más bajo (µg/mL) necesario para 

detectar y cuantificar cada analito. Los resultados obtenidos se muestran en la 

Tabla 25. El método seleccionado muestra valores de LOD en un intervalo desde 

0,001 a 0,160 µg/mL. Los valores de LOQ se determinan en un intervalo de 0,003 

a 0,291 µg/mL.  
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Tabla 24. Intervalos y parámetros de linealidad del método EFS-C18/HPLC-UV para la 
determinación de compuestos fenólicos en piel de mandarinas híbridas. 

N° Analitos 
RT 

min 

Linelidad 

µg/mL 

Ecuación de la 

regresión 
R2 

1 catequina 18,8 

0 - 50 (n= 8) 

y = 320042x + 359798 0,9976 

2 ácido 4-hidroxibenzoico  19,3 y = 751805x + 318764 0,9999 

3 ácido cafeico  23,7 y = 1525550x + 119630 0,9999 

4  ácido vanílico 24,5 y = 775636x + 37769 0,9999 

5 quercetina 30,1 y = 863762x – 984000 0,9996 

6 ácido clorogénico 30,6 y = 203099x – 207727 0,9975 

7 ácido p-cumárico 30,9 y = 2112138x + 192462 0,9999 

8 rutina 31,7 0 - 100 (n=10) y = 311776x – 51542 0,9993 

9 ácido ferúlico 33,4 0 - 50 (n= 8) y = 1125079x + 177255 0,9999 

10 narirutina 33,5 0 - 400 (n=13) y = 665898x – 929789 0,9998 

11 naringina 34,0 0 - 100 (n=10) y = 682922x – 47761 0,9999 

12 hesperidina 34,6 50 - 400 (n=10) y = 236102x + 742199 0,9993 

13 ácido trans-cinámico 40,8 

0 - 50 (n= 8) 

y = 4410891x + 613387 0,9999 

14 naringenina 44,1 y = 1336871x + 305259 0,9999 

15 apigenin 44,7 y = 1032404x – 67261 0,9999 

16 hesperitina 45,0 0 - 100 (n=10) y = 1497015x – 60240 0,9999 
RT: tiempo de retención; x: concentración en µg/mL; y: área del pico cromatográfico 
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Tabla 25. Límites de detección y cuantificación de los compuestos 
fenólicos estudiados. 

N° Analitos 
RT 

min 

LOD 

µg/mL 

LOQ 

µg/mL 

1 catequina 18,8 0,125 0,212 

2 ácido 4-hidroxibenzoico  19,3 0,038 0,065 

3 ácido cafeico  23,7 0,010 0,030 

4  ácido vanílico 24,5 0,038 0,100 

5 quercetina 30,1 0,001 0,003 

6 ácido clorogénico 30,6 0,001 0,003 

7 ácido p-cumárico 30,9 0,074 0,092 

8 rutina 31,7 0,010 0,030 

9 ácido ferúlico 33,4 0,001 0,003 

10 narirutina 33,5 0,146 0,291 

11 naringina 34,0 0,001 0,003 

12 hesperidina 34,6 0,095 0,123 

13 ácido trans-cinámico 40,8 0,036 0,043 

14 naringenina 44,1 0,015 0,017 

15 apigenin 44,7 0,001 0,003 

16 hesperitina 45,0 0,160 0,237 

RT: tiempo de retención; LOD: Límite de detección; LOQ: límite de 

cuantificación 

La precisión del método se evalúa por el coeficiente de variación intra-día e 

inter-día en diferentes niveles de concentración según cada patrón (véase Tabla 

26). La precisión intra-día se evalúa el mismo día en tres repeticiones (n=3). La 

precisión inter-día se evalúa en cinco días diferentes (n=5). Los resultados se 

expresan como desviación estándar relativa (DER%).  
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El %DER intra-día (n=3) y el %DER inter-día (n=5) es menor al 5% en la 

mayoría de los casos, lo que sugiere que el método EFS-C18/HPLC-UV propuesto 

es reproducible y estable para el análisis de compuestos fenólicos extraídos por 

ultrasonidos de piel de mandarinas híbridas. 

Tabla 26. Precisión intra-día e inter-día del método EFS-
C18/HPLC-UV para la determinación de compuestos fenólicos en 
piel de mandarinas híbridas. 

N° Analitos 
RT 

min 

Precision (% DER) 

Intra-día 

(n = 3) 

Inter-día 

(n = 5) 

1 catequina 18,8 12,94 7,89 

2 ácido 4-hidroxibenzoico  19,3 0,21 1,60 

3 ácido cafeico  23,7 4,15 2,60 

4  ácido vanílico 24,5 0,26 1,71 

5 quercetina 30,1 3,11 2,45 

6 ácido clorogénico 30,6 3,52 2,69 

7 ácido p-cumárico 30,9 3,74 3,51 

8 rutina 31,7 5,58 2,62 

9 ácido ferúlico 33,4 1,97 2,76 

10 narirutina 33,5 0,71 3,89 

11 naringina 34,0 0,17 0,78 

12 hesperidina 34,6 0,89 2,64 

13 ácido trans-cinámico 40,8 2,82 4,44 

14 naringenina 44,1 1,94 2,20 

15 apigenin 44,7 0,99 4,08 

16 hesperitina 45,0 1,42 1,14 

RT: tiempo de retención; DER: desviación estándar relativa 
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La exactitud se evalúa con ensayos de recuperación, cuyos valores se 

determinan mediante una comparación de las áreas entre la muestra adicionada 

previamente a la purificación, con las áreas del extracto de la muestra adicionada 

tras la purificación, donde la muestra y el extracto se adicionan con 

concentraciones de 30 µg/mL y los resultados se expresan como porcentajes de 

recuperación (R%) (veáse Tabla 27). Después de aplicar la EFS-C18 como 

proceso de purificación, los resultados de recuperación entre el 70 - 120% se 

consideran como valores satisfactorios, de acuerdo con SANTE/12682/2019. Sin 

embargo, algunos valores de recuperación fuera del intervalo citado, se 

consideran válidos debido a la variación (n=3, <20%) observada durante los 

ensayos, y cuyos valores de recuperación no son inferiores al 30% ni superiores 

al 140%. Asimismo, la técnica cromatográfica puesta a punto muestra buenos 

resultados para la separación de los compuestos fenólicos presentes en la piel de 

mandarina en extractos obtenidos por ultrasonidos, mostrando picos bien 

resueltos y tiempos de retención constantes. Solo el kaempferol no puede 

evaluarse por el método HPLC-UV propuesto, debido a su coelución con la 

hesperitina. La presencia de kaempferol se confirma por UPLC-qTOF-MS/MS.  

El efecto matriz se determina de acuerdo con la siguiente ecuación: 

ME% = [(A! − A") ∕ A#] × 100  (Ecuación 6) 

Dónde A1 es el área de muestra adicionada, A2 es el área de muestra sin 

adicionar y A0 es el área del patrón. Los resultados se expresan en porcentajes de 

Efecto Matriz (% EM) (veáse Tabla 27).  

La mayoría de los valores sen encuentran en un intervalo de 80 - 120%, 

indicando que el efecto matriz de las muestras es mínimo, en la mayoría de los 

analitos y para el método descrito, de acuerdo con el protocolo previamente 

detallado por Casado et al. (2018). 
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Tabla 27. Exactitud y efecto matriz del método EFS-
C18/HPLC-UV para la determinación de compuestos 
fenólicos en piel de mandarinas híbridas. 

N° Analitos 
RT 

min 
% R % EM 

1 catequina 18,8 10 170 

2 ácido 4-hidroxibenzoico  19,3 5 113 

3 ácido cafeico  23,7 7 120 

4  ácido vanílico 24,5 7 111 

5 quercetina 30,1 83 52 

6 ácido clorogénico 30,6 15 95 

7 ácido p-cumárico 30,9 17 117 

8 rutina 31,7 56 116 

9 ácido ferúlico 33,4 38 121 

10 narirutina 33,5 81 104 

11 naringina 34,0 59 142 

12 hesperidina 34,6 102 96 

13 ácido trans-cinámico 40,8 65 177 

14 naringenina 44,1 91 132 

15 apigenin 44,7 88 117 

16 hesperitina 45,0 95 81 

RT: tiempo de retención; R: recuperación; EM: efecto matriz 
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Perfil de compuestos fenólicos determinados por HPLC-UV y UPLC-qTOF-

MS/MS, y análisis quimiométrico 

El análisis del perfil de compuestos fenólicos por HPLC-UV en extractos de 

muestras de piel de mandarina híbrida obtenidos por ultrasonidos permite 

comprender mejor la composición fenólica en este tipo de muestras. En la Figura 

36 se muestran los cromatogramas representativos cada variedad, en condiciones 

óptimas.  

Como se puede observar, empleando el método por EFS-C18/HPLC-UV, se 

detectan satisfactoriamente 16 compuestos fenólicos en las muestras analizadas 

(véase Figura 36). Tras la revisión bibliográfica, este es el mayor número de 

polifenoles identificados por HPLC-UV a 280 nm en piel de mandarina. Los 

compuestos más destacados en las variedades híbridas son la hesperidina (pico 

18) y la narirutina (pico 15). De acuerdo con investigaciones previas, ambos 

compuestos son los principales polifenoles determinados en la piel de mandarina 

C. unshiu por HPLC-UV  (Cheigh et al., 2012; Šafranko et al., 2021). Además, 

Nipornram et al. (2018) describen un método simple para determinar hesperidina 

de piel de C. reticulata Blanco cv. Sainampueng empleando HPLC con detector 

UV/VIS a una longitud de onda de detección de 280 nm. La composición fenólica 

de la piel de mandarinas híbridas concuerda en parte con el estudio de Ferreira et 

al. (2018) quienes emplean la EFS-C18 como método de purificación de los 

extractos de piel de mandarina (C. reticulata) obtenidos por extracción con 

solventes empleando calor; sin embargo, en la mayoría de los estudios descritos 

sobre la composición fenólica en extractos de piel de mandarina no se realiza una 

etapa de limpieza (Hayat et al., 2010; Hu et al., 2017; Ko et al., 2016; Safdar et 

al., 2017; Xu et al., 2019), en consecuencia se determina un menor número de 

compuestos fenólicos. 
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Figura 36: Cromatogramas de extractos de piel de mandarinas híbridas a 280 nm por HPLC-
UV: a. Clemenvilla, b. Nadorcott, c. Ortanique. Picos: 1– catequina; 2– ácido 4-
hidroxibenzoico; 3– ácido cafeico; 4– ácido vainíllico; 6– quercetina; 8– ácido clorogénico 
; 9– ácido p-cumárico; 12– rutina; 14– ácido ferúlico; 15– narirutina; 16– naringina; 18– 
hesperidina; 28– ácido transcinámico; 34– naringenina; 35– apigenina; 36– hesperitina; 5,7, 
10–11, 13, 17, 19–27, 29–33 compuestos desconocidos. La línea roja delimita la zona del 
espectro cromatográfico comparable en los tres casos. 
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Se identifica un pico de narirutina de menor área en los extractos de piel de 

Clemenvilla, en comparación con las muestras de Nadorcott y Ortanique. 

Además, la mayoría de los picos desconocidos son claramente diferentes según 

las variedades analizadas en las mismas condiciones de detección (280 nm). Es 

plausible que pese a un perfil de polifenoles similar se encuentren diferentes 

derivados de compuestos polifenólicos en los extractos y en diversas cantidades 

según la variedad híbrida analizada, lo que es similar al resultado obtenido por 

Chen et al. (2020) en piel de diferentes variedades de mandarina híbridas. Las 

proporciones estimadas de los compuestos fenólicos determinados por el método 

de integración de áreas muestran que la hesperidina (60,1; 40,7; 39,1 %) y la 

narirutina (12,5; 34,8; 37,5 %) son los componentes mayoritarios en cada 

variedad (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique, respectivamente). Este método 

permite estimar el perfil cromatográfico de compuestos fenólicos de piel de 

cítricos siendo una herramienta adecuada para determinar los compuestos 

característicos y principales en muestras cítricas. 

Se utiliza el sistema UPLC-qTOF-MS/MS para la confirmación y la 

cuantificación de los compuestos fenólicos estimados (Tabla 28). El uso de LC-

MS/MS para confirmar la presencia de polifenoles y cuantificarlos en muestras 

de mandarina también es aplicado por Cheigh et al. (2012), Gómez-Mejía et al. 

(2019), Guccione et al. (2016) y Long et al. (2019). En el presente estudio, los 

compuestos fenólicos se detectan en modo negativo [M-H]- (de 137,02442 a 

609,18249). Gómez-Mejía et al. (2019) afirman en su estudio que los mejores 

resultados se obtienen utilizando [M-H]- como ion precursor en el modo de 

ionización negativa. En otras investigaciones se emplea un método similar para 

la identificación y cuantificación de polifenoles en diferentes muestras de piel de 

cítricos, incluyendo C. reticulata (Fayek et al., 2019; Luo et al., 2019). 
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Tabla 28. Concentraciones de compuestos fenólicos cuantificados por UPLC-qTOF-MS/MS en la piel de mandarina híbridas. 

N° Analitos Formula 
Molecular m/z [M-H]- Error 

(ppm) 
Clemenvilla 
(µg/g ± DE) 

Nadorcott 
(µg/g ± DE) 

Ortanique 
(µg/ ± DE) 

1 catequina C15H14O6 290,07904 289,07176 -5,6 N.D. N.D. N.D. 
2 ácido 4-hidroxibenzoico  C7H6O3 138,03169 137,02442 -0,8 5,31 ± 1,84a 1,35 ± 0,67b 2,16 ± 1,00c 
3 ácido cafeico  C9H8O4 180,04226 179,03498 1,1 1,17 ± 0,26a 0,43 ± 0,03a 0,95 ± 0,48b 
4  ácido vanilíco C8H8O4 168,04226 167,03498 1,8 1,39 ± 1,08a 1,17 ± 0,96a 1,02 ± 0,84a 
5 quercetina C15H10O7 302,04265 301,03538 0,4 1,37 ± 0,51a 1,17 ± 0,30b 1,12 ± 0,31b 
6 ácido clorogénico C16H18O9 354,09508 353,08781 -0,7 0,53 ± 0,20a 0,55 ± 0,18a 1,03 ± 0,47b 
7 ácido p-cumárico C9H8O3 164,04734 163,04007 1,8 1,96 ± 1,04a 2,27 ± 0,83a 1,29 ± 0,98b 
8 rutina C27H30O16 610,15339 609,14611 -0,9 7,54 ± 1,49a 7,03 ± 1,25a 8,33 ± 0,63a 
9 ácido ferúlico C10H10O4 194,05791 193,05063 -0,2 1,45 ± 0,63a 6,14 ± 1,95b 2,09 ± 0,59c 
10 narirutina C27H32O14 580,17921 579,17193 -1,2 4,40 ± 0,79a 26,8 ± 7,81a 29,4 ± 6,14b 
11 naringina C27H32O14 580,17921 579,17193 -1,2 1,65 ± 0,97a 1,47 ± 0,78a 1,26 ± 0,62a 
12 hesperidina C28H34O15 610,18977 609,18249 -0,9 52,7 ± 16,7a 57,5 ± 18,0a 52,8 ± 13,2a 
13 ácido trans-cinámico C9H8O2 148,05243 147,04515 0,6 1,51 ± 0,93a 1,75 ± 0,92a 0,65 ± 0,60a 
14 naringenina C15H12O5 272,06847 271,0612 0,7 0,04 ± 0,02a 0,07 ± 0,02b 0,10 ± 0,05c 
15 apigenin C15H10O5 270,05282 269,04555 1,1 0,01 ± 0,00a 0,01 ± 0,00b 0,02 ± 0,01a 
16 hesperitina C16H14O6 302,07904 301,07176 -0,9 1,16 ± 1,04a 0,96 ± 0,46a 0,81 ± 0,35a 
17 kaempferol C15H10O6 286,04774 285,04046 1,4 0,19 ± 0,13a 0,32 ± 0,16b 0,25 ± 0,08a 

*Los valores están expresados en peso fresco. DE: desviación estándar; N.D.: no detectado. Letras diferentes en la misma fila indican diferencias 
estadísticamente significativas (p <0,05). 
** Muestras analizadas: véase Tabla 7.
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La sub-clase principal de metabolitos secundarios en las muestras de 

mandarina son los flavonoides (Chen et al., 2020; Fayek et al., 2019), y las 

concentraciones más altas se determinan en la piel, principalmente en el flavedo 

(Wang et al., 2017). Además, los flavonoides cítricos más abundantes son las 

flavanonas que están presentes en las formas de glucósido o aglicona (Sammani 

et al., 2019). La hesperidina (C28H34O15, m/z 610,18977) y narirutina (C27H32O14, 

m/z 580,17921) son glicósidos de flavanona cuyas agliconas corresponden a 

hesperitina y naringenina, respectivamente. Siendo hesperitina (C16H14O6, m/z 

302,07904) y naringenina (C15H12O5, m/z 272,06847) las flavononas en forma de 

aglicona más importantes, presentes en piel de mandarina (Cheigh et al., 2012; 

Fu et al., 2017).  

Los flavonoides son los compuestos mayoritarios en los extractos analizados 

(Figura 37), siendo la hesperidina (54,3 ± 2,71 µg/g PF) , seguido de la narirutina 

(20,2 ± 13,8 µg/g PF) los de mayor concentración. En este estudio la hesperidina 

es el compuesto fenólico de mayor concentración en las variedades analizadas, 

principalmente en las muestras de variedad Nadorcott (57,5 ± 18,0 µg/g PF). Una 

concentración ligeramente mayor de hesperidina (84,4µg/g) extraída por 

ultrasonidos empleando etanol acuoso al 50% (v/v) como solvente es obtenida 

por Safdar et al. (2017) de piel de mandarina Kinnow. Asimismo, la mayoría de 

los estudios concluyen que la hesperidina es el principal compuesto fenólico en 

piel de mandarina (Chen et al., 2020; Ferreira et al., 2018; Hayat et al., 2010; Li 

et al., 2012; Safdar et al., 2017; Singanusong et al., 2015; Xu et al., 2019; Zhao 

et al., 2019). En el caso de la narirutina se observa una menor concentración en 

las muestras de piel de Clemenvilla (4,40 ± 0,79 µg/g). La cantidad de rutina 

detectada en los extractos presenta un intervalo de 7,03 ± 1,25 a 8,33 ± 0,63 µg/g 

PF, siendo más baja en las muestra de piel de Nadorcott. Una concentración 

inferior de rutina (1,0 µg/g) es obtenida por Zhao et al. (2019) en muestras de 

piel de mandarinas Clementina. En relación a la naringenina, se determina un 
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intervalo de 0,04 ± 0,02 a 0,10 ± 0,05 µg/g PF en las muestras analizadas. Los 

valores de naringina varían de 1,26 ± 0,62 a 1,65 ± 0,97 µg/g PF. Por otro lado, 

Zhao et al. (2019) obtienen 0,54 µg/g PF de quercitina en piel de Clementina. Sin 

embargo, en nuestro estudio se obtienen concentraciones mayores de quercitina 

en la piel de mandarinas híbridas (de 1,12  ± 0,31 a 1,37  ± 0,51 µg/g PF). 

 

Figura 37. Distribución de la concentración de flavonoides en extractos 

de piel de mandarinas híbridas. 

Algunas concentraciones fueron ligeramente inferiores a las descritas en otros 

trabajos, y esto puede explicarse debido a las variedades empleadas y a las 

características propias de las mandarinas o del proceso de extracción y 

purificación. En el caso de hesperidina, se determina un intervalo de 0,27 a 45,6 

mg/g en diferentes muestras de piel seca de mandarina (Chen et al., 2020; Fu et 

al., 2017; Nipornram et al., 2018; Šafranko et al., 2021), mientras que en el 

presente estudio se utiliza piel fresca de mandarinas híbridas obteniendo un rango 
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de 52,7 ± 16,7 a 57,5 ± 18,0 µg/g PF, cuya estimación de peso seco sería similar 

al rango de hesperidina referenciado en los estudios antes mencionados. Esto 

concuerda con (Putnik et al., 2017b), quienes mencionan que el sustrato del que 

se hace la extracción también influye en el contenido de compuestos extraídos. 

Asimismo, en la bibliografía consultada los resultados que indican una mayor 

concentración de flavonoides en piel de mandarina se expresan en peso seco (PS) 

(Chen et al., 2020; Hayat et al., 2010; Hu et al., 2017; Šafranko et al., 2021).   

El ácido ferúlico es el ácido fenólico dominante en el perfil de piel de las 

mandarinas híbridas analizadas, siendo mayor en Nadorcott (6,14 ± 1,95 µg/g 

PF) (véase Figura 38). Lo mismo es observado por Safdar et al. (2017) en piel de 

mandarina Kinnow, que obtienen concentraciones mayores en esta variedad (42,6 

µg/g). Por el contrario, en su investigación no se detecta ácido cafeico, mientras 

que en el presente estudio se cuantifica un intervalo de 0,43 ± 0,03 a 1,17 ± 0,26 

µg/g PF en piel de mandarinas híbridas. Una concentración similar de ácido 

cafeico (0,43 µg/g) se obtiene en piel fresca de mandarinas Clementina por Zhao 

et al. (2019). En relación al ácido clorogénico, en el presente estudio se obtiene 

un intervalo de 0,53 ± 0,20 a 1,03 ± 0,47 µg/g PF en las muestras de mandarinas 

híbridas analizadas, mientras que Zhao et al. (2019) cuantificaron una 

concentración menor (0,38 µg/g PF). En piel de mandarinas Clemenvillas, el 

ácido de mayor concentración es el ácido 4-hidroxibenzoico (5,31 ± 1,84 µg/g 

PF). 
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Figura 38. Distribución de la concentración de ácidos fenólicos en 

extractos de piel de mandarinas híbridas 

La correlación entre los compuestos fenólicos determinados en las muestras 

de piel de mandarinas híbridas se puede ver en la Figura 39. La correlación 

positiva más fuerte puede observarse en el par de hesperitina y hesperidina, ya 

que hesperitina es la forma aglicona de hesperidina. Ambos compuestos estan 

presentes en grandes cantidades en las muestras de Nadorcott, en comparación 

con Clemenvilla y Ortanique. Asimismo, se obtienen coeficientes de correlación 

estrechamente negativos entre el ácido vanílico con hesperitina y hespedirina, 

respectivamente (véase Figura 39). El histograma de correlaciones (Figura 40) 

refleja la distribución de las variables en grupos según los valores observados. 

En la parte superior se aprecian los coeficientes de correlación, en la parte central 

se muestra la distribución según el diagrama de Gauss, y en la parte inferior se 

observa la linealidad de los valores según las variables. 
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Los gradientes de tamaño y color de los gráficos circulares (de +1 a –1) muestran la fuerza de cada 
una de las correlaciones. Los pares de compuestos fenólicos sin gráficos circulares no mostraron 
una correlación estadísticamente significativa (p <0,05). 
Figura 39. Correlación estadística entre el contenido de compuestos fenólicos 

determinados por UPLC-qTOF-MS/MS.  
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Figura 40. Histograma de correlación entre los compuestos fenólicos determinados en piel de mandarinas híbridas
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Se realiza un análisis de componentes principales (ACP) para determinar los 

compuestos más importantes que influyen en la varianza de los datos (Figura 41). 

El primer y segundo componente principal explican el 60,6% y el 32,3% de la 

varianza, respectivamente (Figura 42). Las muestras de variedad Clemenvilla se 

separan claramente de las muestras de Nadorcott y Ortanique, que tienen una 

composición similar. La principal diferencia es el menor contenido de narirutina 

en las muestras de Clemenvilla.   

 
Figura 41. Gráfica del Análisis de Componentes Principales del contenido de 

compuestos fenólicos en mandarinas híbridas. 
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Figura 42. Contribución de los componentes principales a la variabilidad de la 

composición fenólica en las muestras. 

La hesperidina es el principal contribuyente del PC1 (80,1%), seguido de 

narirutina (19,1%) (Figura 43). Por el contrario, el principal contribuyente del 

PC2 fue la narirutina (77,9%) seguida de la hesperidina (18,9%). Estos valores 

están de acuerdo con la mayor concentración obtenida para cada compuesto 

fenólico en las variedades estudiadas comparado con otros flavonoides y ácidos 

fenólicos (Tabla 28). Los resultados indican que los compuestos flavonoides son 

los principales metabolitos para clasificar las muestras según la variedad, lo cual 

es similar a los resultados observados por Feng et al. (2018) en diferentes cultivos 

de cítricos. 
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Figure 43. Contribución de los compuestos fenólicos al componente 1 

4.3.3. Conclusiones 

La EFS-C18 puede ser empleada como método de purificación para extractos 

de piel de mandarinas híbridas obtenidos por ultrasonidos y cuyo perfil de 

compuestos fenólicos es satisfactoriamente analizado empleando HPLC-UV. 
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híbridas, en este estudio se muestra que la aplicación de APC contribuye con 

información adicional sobre las diferencias de las muestras según la variedad. 

Clemenvilla tiene una composición diferente principalmente determinada por la 

concentración de narirutina. Este estudio contribuye a la determinación del perfil 

de compuestos fenólicos en variedades de mandarinas híbridas aplicando la EFS-

C18 como método de purificación. La información proporcionada en el presente 

estudio será de utilidad para futuras investigaciones sobre la composición 

fenólica en la piel de los cítricos. 
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4.4. CARACTERIZACIÓN DE CAROTENOIDES EN EXTRACTOS DE PIEL 
DE MANDARINAS HÍBRIDAS 

Para el análisis de carotenoides en piel de cítricos se recomienda la aplicación 

de pretratamientos en las muestras que favorezcan la extracción (Saini & Keum, 

2018). La aplicación de ultrasonidos es uno de los métodos de pretratamiento de 

muestras con resultados favorables para la obtención de carotenos de residuos 

cítricos (Giuffrida et al., 2019; Ma et al., 2018; Saini et al., 2021; Sun et al., 

2011). Asimismo, el procedimiento más común para la obtención de carotenoides 

de piel de cítricos es la extracción con solventes orgánicos, o mezclas de éstos, 

siendo importante para su elección, la naturaleza polar o apolar de los 

carotenoides (Mahato et al., 2019). 

La saponificación es un proceso previo al análisis cromatográfico, que 

favorece la eliminación de compuestos que pueden interferir en los resultados 

(Giuffrida et al., 2020; Regal et al., 2020). Este paso no sólo simplifica la 

separación cromatográfica, también proporciona información sobre la naturaleza 

y distribución de los carotenoides en una matriz (Regal et al., 2020). Los sistemas 

cromatográficos de fase reversa son los más utilizados para la separación de 

carotenoides en general (Giuffrida et al., 2020), siendo los métodos de HPLC y 

UPLC son los más empleados para el análisis de carotenoides en piel de 

mandarina. Las columnas C30 favorecen la separación de estructuras complejas, 

y una mejor interacción con los compuestos dada su mayor hidrofobicidad 

comparada con la columna C18 (Giuffrida et al., 2020). Los sistemas de 

cromatografía líquida acopladas a diferentes detectores de absorbancia (UV, Vis, 

PDA) permiten determinar el perfil carotenoides de una muestra con resultados 

favorables, tanto cualitativamente como cuantitativamente (Regal et al., 2020). 

Asimismo, solventes como metanol, acetonitrilo y ter-butil-metil-éter (TBME) 

son comúnmente empleados como gradientes de elución para el análisis de 
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carotenoides en piel de mandarinas (Matsumoto et al., 2009; Murador et al., 2019; 

Saini et al., 2021; Yoo & Moon, 2016; Zhou et al., 2010).  

En esta sección se estudian diferentes métodos de extracción y saponificación 

para el análisis de los carotenoides en la piel de tres variedades de mandarinas 

híbridas. El perfil de carotenoides se analiza por HPLC-UV. 

4.4.1. Material y Métodos 

Muestras  

La selección y preparación de las muestras se describe en la sección 3.1 y 

3.1.2.2. 

Métodos de extracción y saponificación para el análisis de compuestos 

carotenoides en extractos de piel de mandarinas híbridas 

La descripción de los métodos de extracción y saponificación seleccionados 

para la determinación de carotenoides en los extractos de piel de mandarinas 

híbridas se muestra en la sección 3.6.1. 

Detección de carotenoides por HPLC-UV 

Las condiciones seleccionadas y el método operatorio se muestran en la 

sección 3.6.2.  

4.4.2. Resultados y discusión 

Extracción y saponificación de los extractos de piel de mandarina. 

Se ensayan diferentes métodos de extracción y saponificación. La selección 

del método adecuado se realiza en base a la identificación de patrones de 

carotenoides, resolución de los picos y definición del cromatograma (véase Tabla 

29). 
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Tabla 29. Métodos de extracción (líquido-líquido) y saponificación en extractos de piel de mandarinas para la detección de carotenoides. 

Pre-tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 
de patrón 

Resolución 
de pico 

Definición de 
cromatograma Referencia 

Baño de USN (30`) 
(ratio 6:60; 

etanol:agua, 50:50, 
v/v) 

2 mL extracto + 5 mL 
hexano:acetona:etanol, 

50:25:25, v:v:v 
(sobrenadante 
recuperado) 

- - -   
 

Ma et al. 
(2017) 

2 mL extracto + 5 mL 
hexano:acetona:etanol, 

50:25:25, v:v:v 
(sobrenadante 
recuperado) 

- ß-caroteno    

Maceración 1 + 
Polytron (5`) + 
maceración 2 + 

centrifugar 5` (ratio 
3:30; acetona) 

1 mL extracto - - - -   - 

1 mL extracto 
evaporado y 

recontituido con 1 mL 

de MeOH:TBME, 
20:80, v:v 

- - - -   - 

2 mL extracto 
evaporado y 

reconstituido con 2 mL 
etanol:agua, 50:50, v/v 

+ 2 mL etanol:agua, 
50:50, v/v + 1,5 mL 

hexano + 1,5 mL 
hexano (sobrenadante 

recuperado) 

- - -   Wang et al. 
(2008) 
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Tabla 29. Continuación. 

Pre-tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 
de patrón 

Resolución 
de pico 

Definición de 
cromatograma Referencia 

Maceración 1 + 
Polytron (5`) + 
maceración 2 + 

centrifugar 5` (ratio 
3:30; acetona) 

2 mL extracto 
evaporado y 

reconstituido con 2 
mL etanol:agua, 

50:50, v/v 

+ 2 mL etanol:agua, 50:50, v/v 
+ 1,5 mL hexano + 1,5 mL 

hexano (sobrenadante 
evaporado y reconstituido con 

1 mL de MeOH:TBME, 
20:80, v:v) 

- -    Wang et al. 
(2008) 

 

+ 2 + 1,5 + 1,5 mL hexano 
(sobrenadante recuperado) 

- -    

+ 2 + 1,5 + 1,5 mL hexano 
(sobrenadante evaporado y 
reconstituido con 1 mL de 

MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- -    

+ 2 mL acetona + 1,5 mL 
hexano + 1,5 mL hexano 

(sobrenadante recuperado) 

- -    

+ 2 mL acetona + 1,5 mL 
hexano + 1,5 mL hexano 

(sobrenadante evaporado y 
reconstituido con 1 mL de 

MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- - -   

+ 2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(sobrenadante recupeado) 

- - -   Lee et al. 
(2001) 

+ 2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(sobrenadante evaporado y 

reconstituido en 

MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- - -   
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Tabla 29. Continuación. 

Pre-
tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

Maceración 1 + 
Polytron (5`) + 
maceración 2 + 
centrifugar 5` 
(ratio 3:30; 

acetona) 

2 mL extracto 
evaporado y 
reconstituido 

con 2 mL 
etanol:agua, 
50:50, v/v 

+ 2 + 1,5 + 1,5 
mL DEE 

(sobrenadante 
recuperado) 

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) (agitación 

30`) 2v. + 4 mL DEE. 
 

Lavado: 2v. 8 mL NaCL 10% + 
1v. 8 mL agua + 3v. 8 mL NaCL 
10% (sobrenadante recuperado) 

- -    
Cortés et al. 

(2004) 

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) (agitación 

30`) x2 + 4 mL DEE 
 

Lavado: 2v. 8 mL NaCL 10% + 
1v. 8 mL agua + 3v. 8 mL NaCL 
10% (sobrenadante evaporado y 

reconstituido en MeOH:TBME, 
20:80, v:v) 

- -   

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) (agitación 

30`) + 4 mL DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g NaCL 

en la 2v)+ 1v. 8 mL agua + 1g 
Na2SO4 (sobrenadante 

recuperado) 

- -   
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Tabla 29. Continuación. 

Pre-tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 
de patrón 

Resolución 
de pico 

Definición de 
cromatograma Referencia 

Maceración 1 + 
Polytron (5`) + 
maceración 2 + 

centrifugar 5` (ratio 
3:30; acetona) 

2 mL 
extracto 

evaporado y 
reconstituido 

con 2 mL 
etanol:agua, 
50:50, v/v 

+ 2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(sobrenadante 
recuperado) 

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) (agitación 30`) 

+ 4 mL DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g NaCL en 
la 2v) + 1v. 8 mL agua + 1g Na2SO4 

(sobrenadante evaporado y 

reconstituido en MeOH:TBME, 
20:80, v:v) 

- -    
Cortés et al. 

(2004) 

USN (30`) (ratio 
6:60; etanol:agua, 

50:50, v/v) 

2 mL 2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(de 2 mL, se reduce a 1 

mL y se inyecta) 

- - -   

2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(de 2 mL, se evapora y 
reconstituye con 1 mL 

de MeOH:TBME, 
20:80, v:v) 

- - -   

2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(sobrenadante 
recuperado) 

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) (agitación 30`) 

+ 4 mL DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g NaCL en 
la 2v)+ 1v. 8 mL agua + 1g Na2SO4 
DEE (de 2 mL, se reduce a 1 mL y 

se inyecta) 

- -   



 RESULTADOS  

 

 196 

Tabla 29. Continuación. 

Pre-
tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

USN (30`) 
(ratio 6:60; 
etanol:agua, 
50:50, v/v) 

2 mL 2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(sobrenadante 
recuperado) 

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) (agitación 

30`) + 4 mL DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g 

NaCL en la 2v)+ 1v. 8 mL agua 
+ 1g Na2SO4 (sobrenadante 

evaporado y reconstituido en 

MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- -   Cortés et al. 
(2004) 

5 mL 2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(de 2 mL, se evapora y 

reconstituye con 1 mL de 

MeOH:TBME, 20:80, 
v:v) 

No - -   

2 + 1,5 + 1,5 mL DEE 
(sobrenadante 
recuperado) 

2 mL sobrenadante (DEE) + 2 
mL KOH/MeOH (0,5M) 

(agitación 30`) + 4 mL DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g 

NaCL en la 2v)+ 1v. 8 mL agua 
+ 1g Na2SO4 (sobrenadante 

evaporado y reconstituido en 

MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- -   
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Tabla 29. Continuación. 

Pre-tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 
de patrón 

Resolución 
de pico 

Definición de 
cromatograma Referencia 

Polytron (5`) 
(ratio 3:30, agua) 

2 mL + 5 mL hexano:acetano:etanol, 
50:25:25, v:v:v (de 2 mL, se 
evapora y reconstituye con 1 

mL de MeOH:TBME, 20:80, 
v:v) 

No - -   Cortés et al. 
(2004) 

+ 5 mL hexano:acetano:etanol, 
50:25:25, v:v:v 

2 mL sobrenadante + 2 
mL KOH/MeOH (0,5M) 
(agitación 30`) + 4 mL 

DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g 
NaCL en la 2v)+ 1v. 8 mL 

agua + 1g Na2SO4 
(sobrenadante evaporado y 

reconstituido en 

MeOH:TBME, 20:80, 
v:v) 

- -   

+ 2,5 mL + 2,5 mL 
hexano:acetano:etanol, 

50:25:25, v:v:v (de 2 mL, se 
evapora y reconstituye con 1 

mL de MeOH:TBME, 20:80, 
v:v) 

- - -   

 

 



 RESULTADOS  

 

 198 

Tabla 29. Continuación. 

Pre-
tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 

de patrón 
Resolución 

de pico 
Definición de 

cromatograma Referencia 

Polytron (5`) 
(ratio 3:30, 

agua) 

2 mL + 2,5 mL + 2,5 mL 
hexano:acetano:etanol, 

50:25:25, v:v:v 

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) 

(agitación 30`) + 4 mL DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g 
NaCL en la 2v)+ 1v. 8 mL 

agua + 1g Na2SO4 
(sobrenadante evaporado y 

reconstituido en 

MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- -   Cortés et al. 
(2004) 

+ 2 + 1,5 + 1,5 mL 
hexano:acetano:etanol, 

50:25:25, v:v:v (de 2 mL, se 
evapora y reconstituye con 1 mL 

de MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

No - -   

+ 2 + 1,5 + 1,5 mL 
hexano:acetano:etanol, 

50:25:25, v:v:v 

2 mL sobrenadante + 2 mL 
KOH/MeOH (0,5M) 

(agitación 30`) + 4 mL DEE 
 

Lavado: 
2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g 
NaCL en la 2v)+ 1v. 8 mL 

agua + 1g Na2SO4 
(sobrenadante evaporado y 

reconstituido en 

MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- -   
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Tabla 29. Continuación. 

Pre-tratamiento Alícuota Extracción+,++ Saponificación++ Patrón Identificación 
de patrón 

Resolución 
de pico 

Definición de 
cromatograma Referencia 

USN (30`) (ratio 
6:60; etanol:agua, 

50:50, v/v) 

2 mL 2 + 1,5 + 1,5 
mL DEE 

2 mL sobrenadante + 2 mL KOH/MeOH 
(0,5M) (agitación 30`) + 4 mL DEE 

 
Lavado: 

2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g NaCL en la 
2v)+ 1v. 8 mL agua + 1g Na2SO4 

(sobrenadante evaporado y reconstituido 

en MeOH:TBME, 20:80, v:v) 

- -   Cortés et al. 
(2004) 

2 mL 1 + 1 + 0,5 mL 
DEE 

2 mL sobrenadante + 2 mL KOH/MeOH 
(0,5M) (agitación 30`) + 4 mL DEE 

 
Lavado: 

2v. 8 mL NaCL 10% (+ 1g NaCL en la 
2v)+ 1v. 8 mL agua + 1g Na2SO4 

(sobrenadante evaporado y reconstituido 

en MeOH:TBME, 20:80, v:v) 
- 

- -   

5 mL 3 + 0,5 + 0,5 
mL DEE 

- -   

5 mL 
extracto+++ 

3 + 0,5 + 0,5 
mL DEE 

ß-caroteno 
luteína 

ß-
criptoxantina 
zeaxantina 
licopeno 

 

   

USN: ultrasonidos; MeOH: metanol; DEE: dietil-éter; TBME: terc-butil-metil-éter.  
+ cada extracción se mezcla en vórtex 1`, se centrifuga 5`y se separan los sobrenadantes 
++ en todos los casos los sobrenadantes finales se evaporan con N2 
+++ Se realiza el mismo ensayo utilizando el solvente de extracción en lugar del extracto 

: se observa; : no se observa; - : no corresponde 
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La extracción de carotenoides empleando la mezcla de hexano, acetona y 

metanol en proporciones de 50:25:25 (v/v/v), ha sido utilizado en muestras 

de piel de mandarinas (Barman et al., 2020; Ma et al., 2017; Wang et al., 

2008). Sin embargo, durante la puesta a punto del método para la 

caracterización de carotenoides se obtiene una mejor respuesta empleando 

dietil-éter como solvente de extracción. Éste solvente no presenta una red de 

enlaces de hidrógeno que debe romperse para disolver el soluto. La 

característica dipolar de este solvente, favorece la disolución de sustancias 

más polares porque pueden formar enlaces de hidrógeno con los pares de 

electrones no enlazantes de los átomos de oxígeno del éter (Ouellette & 

Rawn, 2015). 

En cuanto al proceso de saponificación, Giuffrida et al. (2020) señalan 

que la tendencia reciente es analizar extractos de carotenoides sin 

saponificación previa con el fin de obtener el perfil original de carotenoides 

en una muestra. Sin embargo, durante los ensayos realizados se obtienen 

perfiles con picos mejor resueltos en muestras saponificadas. Al respecto, 

Ma et al. (2017) obtienen una mayor concentración de ß-criptoxantina libre 

con picos mejor resueltos en extractos saponificados de piel de mandarinas 

Satsuma, en comparación de las muestras no saponificadas. 

Perfil de carotenoides determinados por HPLC-UV 

La elección del método cromatográfico por HPLC-UV para la separación 

y determinación de carotenoides en piel de mandarinas híbridas se realiza 

teniendo en cuenta las características de la muestra y los antecedentes 

observados en la bibliografía (véase Tabla 6). En la figura 44 se observa el 

cromatograma de los patrones de carotenoides (luteína, zeaxantina, ß-

criptoxantina, ß-caroteno y licopeno) empleados en el estudio a una 

concentración de 0,25 µg/mL.   
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Figura 44: Cromatograma de patrones de carotenoides a 450 nm por HPLC-UV: 1– 

luteína; 2– zeaxantina; 3– ß-criptoxantina; 4– ß-caroteno; 5– licopeno. 

Los carotenoides se identifican en base a los mismos tiempos de retención 

y las mismas características espectrales de los picos de los estándares de 

trabajo. El perfil de carotenoides por HPLC-UV en extractos de piel de 

mandarinas híbridas obtenidos por extracción asistida por ultrasonidos 

permite observar que en las muestras analizadas existe un mayor contenido 

de ß-criptoxantina y ß-caroteno (Figura 45, picos 3 y 6 respectivamente). 

Asimismo, no se observa un pico resuelto de luteína en Clemenvilla y 

Nadorcott. Resultados similares se obtienen en estudios anteriores con piel 

de mandarinas (Agócs et al., 2007; Matsumoto et al., 2007; Wang et al., 

2008). Sin embargo Yoo & Moon (2016) mencionan que la ß-criptoxantina, 

seguida de astaxantina y zeaxantina son los carotenoides mayoritarios en 

piel de C. unshiu Marcow, asimismo observan un espectro de licopeno 

mayor a ß-caroteno. Por su parte Zhou et al. (2010) determinan que los picos 

de luteína, seguido de violaxantina y ß-criptoxantina, determinadas a una 

longitud de onda de 450 nm, son mayores en muestras de piel de C. 

reticulata Blanco cv. Ponkan.  
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Al comparar los espectros cromatográficos de las mandarinas híbridas se 

observa un mayor pico de ß-caroteno en la variedad Nadorcott, mientras que 

el pico de luteína es mayor en la variedad Ortanique. A pesar de la 

identificación de los patrones en los espectros, los perfiles son diferentes en 

las tres variedades estudiadas. 

El orden de elución refleja la polaridad decreciente de los carotenoides 

analizados en cromatografía de fase reversa (Giuffrida et al., 2020; Regal et 

al., 2020). En muestras de piel de mandarina el orden de elución de los 

carotenoides determinados es similar al obtenido por  Agócs et al. (2007) y 

Zhou et al. (2010). Por su parte Yoo & Moon (2016) observan que el pico 

de licopeno es mayor y tiene un tiempo de retención anterior al ß-caroteno 

en piel de mandarinas C. unshiu Marcow, empleando una fase móvil de 

acetonitrilo:metanol (95:5, v/v) y columna C18, por HPLC-UV (450 nm). 

Se han realizado diferentes ensayos para confirmar y cuantificar los 

carotenoides por UPLC-qTOF-MS/MS, no obteniendo resultados 

satisfactorios. 
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Figura 45: Cromatograma de extractos de piel de mandarinas híbridas a 450 nm por 

HPLC-UV: a. Clemenvilla, b. Nadorcott, c. Ortanique. Picos: 1– luteína; 2– zeaxantina; 

3– ß-criptoxantina; 6– ß-caroteno; 16– licopeno; 4, 5, 7–16 compuestos desconocidos. 

La línea roja delimita la zona del espectro cromatográfico comparable en los tres casos. 

Minutes
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

m
AU

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

m
AU

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0
VWD: Signal A, 450 nm
MUESTRA 19
1509 MUESTRA 19.dat

Area
Retention Time
a. Clemenvilla

Minutes
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

m
AU

0

2

4

6

8

10

12

m
AU

0

2

4

6

8

10

12VWD: Signal A, 450 nm
MUESTRA 43
1509 MUESTRA 43.dat

Area
Retention Time
b. Nadorcott

Minutes
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50

m
AU

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

m
AU

-0,5

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0VWD: Signal A, 450 nm
MUESTRA 16
1509 MUESTRA 16.dat

Area
Retention Time
c. Ortanique

1

2 3

5

16

4

8

9

12

11

13

14

15

7

6 10

1 2

3 5

16

4
8 9

12

11

13

14
15

7

6 10

1

2
3

5

16

4

8

9

12
11

13

14

15

7

6

10



 RESULTADOS  

 

 204 

4.4.3. Conclusiones 

Durante la puesta a punto de los métodos para la determinación de 

carotenoides en extractos de piel de mandarina, se observa que los 

procedimientos de extracción y saponificación son importantes. La 

extracción con DEE permite una mayor recuperación en comparación con 

otros solventes. Asimismo, el proceso de saponificación favorece la 

obtención de un perfil de carotenoides más definido en muestras de piel de 

mandarinas, por HPLC-UV. 

Los perfiles cromatográficos obtenidos permiten observar que, de los 

carotenoides estudiados, los de mayor concentración en las muestras de piel 

de mandarina son ß-criptoxantina y ß-caroteno. La información recogida 

durante este estudio favorecerá el análisis de carotenoides en piel de cítricos 

como mandarinas, por cromatografía y su posterior cuantificación.
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El estudio de las características físico-químicas del zumo de mandarinas 

híbridas incluye una serie de parámetros (pH, ºBrix, conductividad, color) 

que están relacionados con su calidad y que determinan la estabilidad de los 

compuestos bioactivos. En el presente estudio se analizan zumos de tres 

variedades de mandarinas híbridas (Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique) 

determinando sus características físico-químicas, contenido de compuestos 

bioactivos y capacidad antioxidante. Los resultados obtenidos concuerdan 

con los observados por diferentes autores en zumos de mandarina de 

distintas variedades. Se realiza una revisión bibliográfica de estudios de los 

últimos 10 años en los que se analizan zumos de cítricos. Al respecto, Lee 

et al. (2019), Legua et al. (2013), Navarro et al. (2014), Petzold et al. (2019), 

Velázquez-Estrada et al. (2019) y Wang et al. (2019) observan valores de 

pH (3 - 4) y ºBrix (10 - 12) en zumos frescos de naranja e híbridos de naranja, 

similares a lo obtenido en zumos de mandarinas híbridas analizadas. Sin 

embargo, al compararse con zumos de otras especies de cítricos se observan 

ciertas diferencias. Así, Marzuki et al. (2018) observan un valor < 10 ºBrix 

en zumo fresco de pomelo. Singh & Das (2021) determinan 9,30 ºBrix en 

zumo fresco de lima dulce de origen Indio. Lai et al. (2021) obtienen 7,33 

ºBrix y pH 2,33 en zumo fresco de Shiikuwasha, una mandarina de Taiwán 

también conocida como limón plano (C. depresa Hayata). Valores de pH 

entre 2,68 - 2,84 se observan en diferentes variedades de Bergamota (C. x 

Aurantium Bergamia) y limón (C. x Meyer) analizadas en el estudio de 

Sicari et al. (2016).  Ahmed et al. (2019) determinan valores de pH entre 

3,38 - 3,74, y valores de ºBrix entre 10,34 - 12,41 en zumos de diferentes 

variedades de pomelo (C. paradisi). Mientras que Gupta et al. (2020) 

obtienen un pH de 4,19 y 10,20 ºBrix en zumo de pomelo (C. grandis). Por 

su parte, en un estudio realizado por Waley et al. (2020) en zumos mezcla 

de frutas (granada, fresa, manzana, cereza, mora)-naranja se observan 
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valores de pH entre 3,32 y 4,81 mientras que el contenido de sólidos solubles 

es mucho mayor (ºBrix 14,80 - 18,50). 

Al revisar el contenido de AA en zumos de cítricos, se obtiene que 

Randhawa et al. (2014) observan la mayor concentración de AA en zumos 

de mandarinas Kinnow (51,43 mg/mL) seguido del zumo de toronja (46,39 

mg/100mL). Por su parte Gupta et al. (2020) obtienen 66 mg/mL de AA en 

zumo de pomelo (C. grandis). Petzold et al. (2019) obtienen una alta 

concentración de Vitamina C en zumo de naranja (74 mg/100mL). Villa-

Ruano et al. (2019) encuentran que tras comparar las concentraciones de AA 

en zumos de diferentes cítricos, la mayor concentración se obtiene en zumo 

de naranja, seguido de limón.  

Asimismo, en el presente estudio se realiza un análisis de correlación 

entre los parámetros físico-químicos y el contenido de compuestos 

bioactivos. El pH se relaciona con la concentración de AA de forma 

significativa, de modo que, los pH ácidos ayudan a estabilizar las 

concentraciones del AA como se observa en los zumos de Nadorcott y 

Ortanique. Estos resultados se muestran de acuerdo con los obtenidos por 

Lee et al. (2019) en zumo de naranja. Asimismo en el estudio de Legua et 

al. (2013) se observa que la muestra con menor valor de pH (3,69) presenta 

mayor porcentaje de AA (0,08%). 

No se encuentran correlaciones entre las concentraciones de CFT y FT 

con la conductividad y los valores de pH, sin embargo, se observa una 

correlación entre el contenido de estos compuestos bioactivos y los valores 

de ºBrix. Asimismo, los FT en zumos de mandarinas híbridas corresponden 

aproximadamente entre el 6% y 18% del contenido de CFT, siendo mayor 

en zumos de Nadorcott. Lee et al. (2019) obtienen que el contenido de FT 

corresponde entre 7% - 8% de los CFT en zumos de naranja comerciales. 
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Mientras que, Wang et al. (2019) determinan un contenido de FT que 

corresponde entre el 19% - 27% de la concentración de CFT en zumos de 

híbridos de naranja. Por su parte, Sicari et al. (2016) realizan un estudio 

donde comparan el contenido de compuestos bioactivos en diferentes 

variedades de cítricos, siendo el zumo de pomelo rosa (C. paradisi) el de 

mayor concentración de CFT, mientras que en el zumo de naranjo amargo 

(C. myrtifolia) presenta el mayor contenido de FT. Entre las variedades 

estudiadas, el contenido de FT corresponde aproximadamente entre el 6% - 

21% respecto a lo determinado en CFT. Álvarez et al. (2014) también 

observan una mayor concentración de CFT en zumo de pomelo, comparado 

con zumos de lima, mandarina y naranja. Gupta et al. (2020) obtienen un 

contenido de FT que corresponde al 67% de la concentración de CFT en 

zumo de pomelo (C. grandis). 

En un estudio realizado por Rauf et al. (2014) se observa que la capacidad 

antioxidante del zumo de naranja (C. sinensis) es mayor que en el zumo de 

lima (C. aurantifolia) y de limón (C. limonum). Por su parte, Sicari et al. 

(2016) observan que los valores de capacidad antioxidante son mayores en 

zumos de cítricos (mandarina, limón y naranja) con alto contenido de ácido 

ascórbico. Asimismo, Ahmed et al. (2019) mencionan que en zumos de 

pomelo (C. paradisi), las diferencias en la capacidad antioxidante se 

relacionan con la concentración de AA. Por su parte, Gupta et al. (2020) 

indican que la pérdida de capacidad antioxidante en zumos de pomelo (C. 

grandis) se relaciona con la disminución de AA y CFT. 

La realización de una revisión bibliográfica para evaluar la situación 

actual de la aplicación de ultrasonidos como método de extracción de 

compuestos bioactivos, permite comparar los resultados obtenidos en el 

presente estudio con los de otros trabajos relacionados. Sin embargo, los 
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estudios con muestras similares a las analizadas en el presente trabajo son 

limitados, por ello se amplía la revisión bibliográfica considerando 

diferentes matrices como residuos de frutas y vegetales, así como vino y 

zumos de fruta. 

En el presente estudio se aplica un tratamiento por ultrasonidos, con tres 

tiempos de extracción (5, 15, 30 min), en piel fresca de mandarinas híbridas 

para determinar el efecto en las características físico-químicas, el contenido 

de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante. Las condiciones 

utilizadas son 20 kHz, amplitud 80%, 400 W, 35 - 40º.  

Después del tratamiento con ultrasonidos los valores del incremento de 

conductividad aumentan significativamente en más del 90% durante los tres 

tiempos de extracción (5, 15 y 30 min) y este incremento es progresivo de 5 

a 30 min. Por su parte, Zhang et al. (2016) observan un incremento de 

conductividad en muestras de vino según aumenta la intensidad ultrasónica 

de 120 a 300 W, sin embargo, en relación al tiempo de tratamiento, los 

valores de conductividad tienen un incremento acelerado a los 20 min, 

seguido de una estabilización durante los 40, 60 y 100 min de tratamiento. 

Al respecto, Montero-Calderon et al. (2019) mencionan que el mayor valor 

de conductividad en extractos de piel de naranja se obtiene con el tratamiento 

a 400W durante 30 min.  

En nuestro estudio, los ºBrix disminuyen a los 15 y 30 min de tratamiento. 

No se observan cambios significativos en los valores de pH durante los 

tiempos de extracción. Sin embargo, Montero-Calderon et al. (2019) 

observan un incremento en los valores de ºBrix según aumenta la intensidad 

ultrasónica y el tiempo de tratamiento, no observando cambios significativos 

en el pH tras la aplicación de los tratamientos. A su vez, Wang et al. (2018) 

indican un aumento en los ºBrix de extractos de piel de manzana roja, según 
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incrementa la intensidad ultrasónica de 0 a 26,8 kJ/kg, y este aumento es 

acelerado durante los primeros 5 min de tratamiento. 

En lo que se refiere al contenido de CFT, en el presente estudio se observa 

un incremento significativo en el contenido de compuestos fenólicos (>30%) 

a medida que aumenta el tiempo de extracción de 5 a 30 min. Khan et al. 

(2010) observan que el contenido de estos compuestos obtenidos por 

ultrasonidos (150 W, 40ºC) de extractos de piel de naranja, aumenta en más 

del 70% en los primeros 10 a 30 min de tratamiento. Garcia-Castello et al. 

(2015) determinan que el tiempo de extracción tiene un efecto positivo en la 

obtención de compuestos fenólicos siendo mayor al 80% con la aplicación 

de ultrasonidos durante 3 min (100 W, 48ºC). Mientras que Casazza et al. 

(2010) mencionan que los tiempos de extracción prolongados (más de 30 

min) aumentan la cantidad de compuestos fenólicos totales extraídos de 

residuos de uva. Galván et al. (2014) observan un incremento del 50% en la 

extracción de CFT de residuos de aronia negra (bayas) según aumenta el 

tiempo de extracción con ultrasonidos (100 W, 20ºC) de 0 a 50 min. Por su 

parte Nishad et al. (2019) determinan un mayor rendimiento de CFT en 

extractos de piel de naranja con el aumento de la amplitud y el tiempo de 

extracción durante aplicación de ultrasonidos (20 kHz). Plazzotta et al. 

(2020) tras aplicar ultrasonidos también observan una mayor extracción de 

CFT de residuos de melocotón según aumenta la potencia (de 80 a 400 W) 

y el tiempo de extracción (de 20 a 120 s). Borrás-Enríquez et al. (2021) 

evidencian un incremento en el CFT de piel de mango tras el aumento del 

ratio del solvente (de 0 a 100% de etanol) y el tiempo de extracción con 

ultrasonidos de 10 a 30 min. Selvakumar et al. (2021) determinan una mayor 

extracción de polifenoles de piel de granada durante los primeros 40 min de 

extracción con ultrasonidos (0,4 - 1,6 W; 50ºC). Por el contrario, Aires et al. 
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(2017) observan que la extracción con ultrasonidos (40 kHz, 20 min) no 

influye en la concentración de compuestos fenólicos extraídos de diferentes 

residuos vegetales (brócoli, judías verdes y tomate), así como Guandalini et 

al. (2019) quienes también refieren que el tratamiento con ultrasonidos no 

afecta a la extracción de polifenoles de piel de mango. Por su parte, Ninčević 

Grassino et al. (2020) observan que el aumento del tiempo de extracción de 

5 a 15 min con ultrasonidos (380 W; 20,8 – 59,7 ºC) no influye 

significativamente en el incremento del CFT de extractos de piel de tomate.  

Asimismo, en nuestro estudio se observa un incremento significativo en 

el contenido de flavonoides (entre 35 y 60%) según el tiempo de extracción 

con ultrasonidos (de 5 a 30 min). Paini et al. (2016) mencionan que la 

extracción con ultrasonidos es un método eficiente para obtención de FT de 

residuos de uva, influenciado principalmente por el ratio del solvente. 

Nishad et al. (2019) observan un incremento en la concentración de FT de 

extractos de piel de naranja tras el aumento del tiempo y la potencia durante 

la extracción con ultrasonidos, obteniendo el mayor rendimiento a los 35 

min con 425,3 W de potencia de los ultrasonidos. Li et al. (2019) también 

determinan la mayor concentración de FT de extractos de hojas de guava 

con el uso de ultrasonidos (407,4 W; 72,69 ºC) durante 35 min. Silva et al. 

(2020) observan que tras emplear ultrasonidos existe un incremento en la 

extracción FT de residuos de acerola, influenciado de forma positiva por la 

temperatura de extracción y el ratio muestra/solvente, mientras que el tiempo 

no tiene efecto significativo. Ninčević et al. (2020) observan un incremento 

del contenido de FT de extractos de piel de tomate a medida que aumenta el 

tiempo de extracción con ultrasonidos de 5 a 15 min, sin embargo, indican 

que no es significativo. Plazzotta et al. (2020) obtienen un mayor contenido 

de FT en residuos de melocotón tras aumentar la amplitud de 20 a 100% 
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durante la extracción asistida por ultrasonidos, siendo hasta 6 veces mayor 

respecto a la extracción control con un método convencional. Mientras que 

Borrás-Enríquez et al. (2021) determinan un incremento en el contenido de 

FT de piel de mango con el aumento del ratio del solvente (etanol de 0 a 

100%) y el tiempo de extracción con ultrasonidos, sin embargo la influencia 

de este parámetro no es significativa. Por su parte Sengkhamparn & 

Phonkerd (2019) observan una mejora en el contenido de flavonoides de piel 

tomate, influenciada por la temperatura durante la extracción con 

ultrasonidos. Velisdeh et al. (2021) observan que la temperatura de los 

ultrasonidos (30 - 80 ºC) es un factor influyente para la recuperación de FT 

de extractos de piel de cebolla roja. 

En lo que respecta al AA, en el presente estudio se obtiene un ligero 

incremento (entre 16 y 23%) según aumenta el tiempo de extracción de 5 a 

30 min. Martins et al. (2019) no observan influencia de la aplicación de 

ultrasonidos (50 W) en extractos de piel de manzana, mientras que Plazzotta 

et al. (2020) determinan una baja eficacia de los ultrasonidos sobre el 

contenido de AA extraído de piel de melocotón. Estudios previos realizados 

en zumos de fruta muestran que la aplicación de ultrasonidos favorece el 

contenido de AA en zumos de manzana (Abid et al., 2013, 2014), uva (Aadil 

et al., 2013; Margean et al., 2020), mango y papaya (Carbonell-Capella et 

al., 2016), cereza (Yildiz & Feng, 2019), fresas (Wang et al., 2019) y 

melocotón (Yildiz, 2019). Mientras que en zumos de naranja (Silva et al., 

2020; Valdramidis et al., 2010), kiwi (Wang et al., 2019) y sandía (Yıkmış, 

2020) se observa una disminución de AA después del tratamiento con 

ultrasonidos. Por su parte, Gómez-López et al. (2017) no observan cambios 

tras su aplicación en zumo de fruta de la pasión. 
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En el presente estudio el contenido CT (entre 46 y 55%) se incrementa a 

medida que aumenta el tiempo de extracción de 5 a 30 min. Por su parte, 

Rubashvili et al. (2018) observan que el tiempo de extracción y la potencia 

del ultrasonido (37 - 80 kHz, 15 ºC) son los principales parámetros que 

influyen en el contenido de licopeno y ß-caroteno de extractos de piel de 

mandarina, naranja y tomate, indicando el mayor rendimiento de extracción 

dentro de los primeros 5 a 10 min. Asimismo, Luengo et al. (2014) obtienen 

mayor retención de CT (47 - 55%) de residuos de tomate con la aplicación 

de ultrasonidos durante 6 min. Benmeziane et al. (2018) también observan 

el mayor rendimiento de CT tras la extracción con ultrasonidos (20 kHz) 

durante los primeros 10 min en residuos de melón. Ordoñez-Santos et al. 

(2019) determinan la mayor extracción de CT (33,6%) de piel de fruta de 

palma con el empleo ultrasonidos durante 28 min a 28 ºC. En un estudio 

previo realizado con residuos de tomate se observa que el mayor rendimiento 

de licopeno (98%) se obtiene tras el empleo de ultrasonidos (90 W) durante 

30 min de extracción (Kumcuoglu et al., 2014). Goula et al. (2017) 

determinan la mayor extracción de CT de piel de granada, con el uso de 

ultrasonidos (20 kHz, amplitud 58,8%, 51.5 ºC) durante 30 min de 

tratamiento. Por su parte Sengkhamparn & Phonkerd (2019) obtienen el 

mayor rendimiento de carotenoides totales de piel de tomate tras la 

extracción con ultrasonidos durante 50 min a 50 ºC. Da Silva Lima et al. 

(2020) observan una mayor extracción de CT de piel de guava tras emplear 

ultrasonidos (40 kHz, 300 W, 30 min, 25 ºC). Chuyen et al. (2020) 

evidencian un incremento (2,7 %) en la extracción de CT de piel de calabaza 

dulce (gac, fruta asiática) tras la extracción con ultrasonidos durante 76 min 

a 50 ºC y baja potencia de extracción (250 W), comparado con un método 

convencional. Sharma & Bhat (2021) observan que la temperatura favorece 
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el rendimiento de carotenoides obtenido de piel de calabaza durante la 

extracción con ultrasonidos (amplitud del 20%, 30 min). 

Asimismo, se obtiene un aumento en los valores de capacidad 

antioxidante para DPPH y TEAC en las muestras tratadas por ultrasonidos 

de 5 a 30 min mayor a 30% y 25%, respectivamente, evidenciándose 

diferencias según la variedad y el método empleado. El contenido de 

flavonoides y AA influyen significativamente en la capacidad antioxidante 

de las muestras de mandarinas híbridas. Da Silva Lima et al. (2020) 

determinan los mayores valores de capacidad antioxidante, evaluados por 

DPPH, TEAC y FRAP, de extractos de piel de guava tras el empleo de 

ultrasonidos (40 kHz, 300W, 30 min, 25 ºC), comparado con un método 

convencional. Plazzotta et al. (2020) observan un aumento en la capacidad 

antioxidante (evaluada por el método TEAC) de extractos de residuos de 

melocotón obtenidos por ultrasonidos, según incrementa el tiempo de 

extracción. Al igual que Chuyen et al. (2020) quienes determinan los 

mayores valores de capacidad antioxidante, según el método TEAC, tras el 

aumento del tiempo de extracción con ultrasonidos (de 60 a 100 min). En el 

estudio de Garcia-Castello et al. (2015) no se observa un aumento de la 

capacidad antioxidante, por el método DPPH, en el intervalo de tiempo de 3 

a 60 min del tratamiento en piel de pomelo.  

Borrás-Enríquez et al. (2021) observan en su estudio con residuos de 

mango que el método DPPH muestra valores más bajos en cuanto al 

porcentaje de inhibición con respecto al método TEAC. Asimismo, 

evidencian un aumento significativo de los valores de capacidad 

antioxidante influenciados por el ratio del solvente siendo mayor tras el 

empleo de etanol 50% (v/v) durante la extracción con ultrasonidos. Mientras 

que, Benmeziane et al. (2018) mencionan que los carotenoides extraídos de 
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residuos de melón son efectivos para la eliminación del radical DPPH•. Por 

su parte, Chuyen et al. (2020) observan que los carotenoides son los 

principales compuestos que contribuyen en la capacidad antioxidante de piel 

de calabaza dulce (gac, fruta asiática) evaluada por el método TEAC. Sin 

embargo, Sharma & Bhat (2021) señalan que los compuestos fenólicos son 

los principales compuestos relacionados con la capacidad antioxidante 

evaluada por DPPH en extractos obtenidos por ultrasonidos de piel de 

calabaza. En un estudio previo realizado por Mouratoglou et al. (2016) se 

menciona que los extractos de residuos de limón, olivo, cebolla, uva roja, 

café y salvado de trigo, con alta concentración de compuestos fenólicos 

también pueden poseer una mayor actividad antirradical DPPH• y poder 

reductor. 

La purificación de los extractos es esencial para el análisis adecuado del 

perfil de compuestos fenólicos en una muestra. En el presente estudio se 

consigue detectar satisfactoriamente, por HPLC-UV, 16 compuestos 

fenólicos en muestras de piel de mandarina tratadas por ultrasonidos y 

empleando la EFS-C18 como método de purificación. La extracción es un 

paso muy importante que afecta el análisis y caracterización de compuestos 

bioactivos. Teniendo en cuenta sus bajas concentraciones en los alimentos y 

otras fuentes naturales, es de suma importancia el uso de métodos de 

extracción que permitan su recuperación de forma eficiente a partir de 

matrices robustas, y al mismo tiempo eliminen algunos compuestos 

potenciales que pueden interferir en el procedimiento analítico. Por ello la 

purificación de los extractos favorece el análisis de compuestos fenólicos en 

diversas matrices alimentarias. Diamanti et al. (2017) utilizan la EFS con 

adsorbente de copolímeros balanceados hidrofílicos-lipofílicos (HLB) como 

método de purificación de extractos de piel de granada para el análisis de 
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compuestos fenólicos extraídos con ciclodextrinas. En un estudio previo 

Yadav et al. (2016) utilizan un método EFS empleando biocarbón (100 mg) 

adicionado a los cartuchos (C18) para el análisis de 7 compuestos fenólicos 

en granada. Liu et al. (2021) emplean EFS con adsorbente de resina de 

amberlita como método de purificación para el análisis de 12 compuestos 

fenólicos en muestras de piel mandarina. Mientras que Su et al. (2021) 

utilizan cartuchos Strata X ( 30 mg de polímeros en fase reversa) para la EFS 

como método de purificación para el análisis de 9 compuestos fenólicos en 

muestras de miel. 

Sin embargo, en algunos estudios se emplean procesos de extracción más 

selectivos para simplificar el tiempo de análisis. Así, Euterpio et al. (2013) 

aplican un método de extracción en fase sólida impresa molecularmente 

(MISPE) empleando un polímero impreso de (E)-resveratrol añadido (50 

mg) a los cartuchos para el análisis de (E)-resveratrol y quercitina en vino y 

zumos de frutos rojos. Hashim et al. (2020) también describen el uso de 

MISPE-(E)-resveratrol para el análisis y la cuantificación de resveratrol, 

procianidina y epicatequina de residuos de semillas de uva. Por su parte 

Gonçalves et al. (2013a) emplean un método de micro-extracción con 

diversos adsorbentes empaquetados (MEPS) para la determinación de 10 

compuestos fenólicos en vino tinto y blanco, con mejores resultados 

empleando C8 y C18 (4 mg). Este método (MEPS-C18) también es aplicado 

para la detección de prenilflavonoides en muestras de cerveza (Gonçalves et 

al., 2013b). Porto-Figueira et al. (2015) analizan el contenido de compuestos 

fenólicos en muestras de té, empleando la micro-extracción en fase sólida 

(µ-SPEed) determinando favorablemente 8 compuestos fenólicos, utilizando 

adsorbentes poliméricos no-porosos y C18. Pei & Huang (2016) usan µ-

SPEed de múltiples fibras monolíticas basada en un monolito de 
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poli(vinilimidazol-co-etilendimetacrilato) para extraer ácidos fenólicos (4) 

en zumos de frutas. Aresta et al. (2018) emplean µ-SPEed con con fibras de 

poliacrilato como adsorbente para el análisis de trans-resveratrol en 

muestras de vino, espumantes y zumos de uva. Casado et al. (2019a) utilizan 

MEPS y µ-SPEed, para el análisis de polifenoles en alimentos para bebés 

por UPLC-PDA, observando alta selectividad y eficiencia en la extracción 

de 12 compuestos fenólicos con adsorbentes poliméricos 

(divinilbenceno/copolímero balanceado hidrofílico-lipofílico (DVB/HBL) y 

copolímeros de estireno-divinilbenceno en fase reversa (PS/DVB-RP), 

respectivamente). En muestras de zumos y smothies, Casado et al. (2019b) 

detectan 20 compuestos fenólicos empleando dSPE con un adsorbente 

híbrido de C18 (50 mg), mencionando que posee alto potencial para la 

purificación y extracción de estos analitos. Asimismo, en un estudio 

realizado por Casado et al. (2019c) se evalúa un método de dSPE empleando 

grupos C8 y amonio cuaternario (NR4+) como adsorbentes para la extracción 

de 22 compuestos fenólicos, incluídos ácidos fenólicos, flavonoides y 

estilbenos, a partir de muestras de zumos de frutas y vegetales. Por su parte, 

Barfi et al. (2013) detectan 7 flavonoides en muestras de zumos cítricos tras 

aplicar una micro-extracción en fase sólida-dispersa de matriz (µMSPD) 

empleando C18 (200 mg). Du et al. (2018) emplean µMSPD basada en tamiz 

molecular de carbono para la extracción selectiva de 5 compuestos fenólicos 

en piel de granada. Lončarić et al. (2020) aplican este método para el análisis 

de 18 compuestos fenólicos en muestras de piel de manzana. En un estudio 

reciente realizado por Gómez-Mejía et al. (2021) se emplea MSPD en base 

a nanopartículas de TiO2 (0,8 mg) para el análisis del 8 compuestos fenólicos 

en uva y orujos de uva. 
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También se describe el uso del QuEChERS como método de extracción 

y purificación para el análisis de polifenoles en alimentos. Así, Casado et al. 

(2018) propusieron un protocolo µQuEChERS mejorado como método de 

extracción para la determinación de 12 compuestos fenólicos en alimentos 

para bebés. Aguiar et al. (2020) emplean QuEChERS como método de 

purificación para el análisis de polifenoles en extractos por ultrasonidos de 

frutas y vegetales, concluyendo que este método es satisfactorio para la 

detección de 12 compuestos fenólicos en 10 de las muestras analizadas 

excepto para extractos de zanahorias.  

Los carotenoides también constituyen unos de los compuestos bioactivos 

más importantes en piel de mandarina. En el presente estudio se obtienen 

resultados favorables empleando la ELL con DEE y una posterior 

saponificación para la detección de carotenoides en extractos de piel de 

mandarina obtenidos por ultrasonidos. Por su parte Luan et al. (2020) 

describen el uso de una mezcla de cloroformo/metanol/agua (2:1:1, v/v/v) 

que contiene 0,01 % (p/v) de 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), con un 

posterior proceso de saponificación con KOH-metanol 6% durante 30 min 

para la extracción de β-citraurina de piel de mandarina Huyou (C. 

changshanensis).  

La extracción con solventes es uno de los métodos más empleados 

durante el análisis de carotenoides en diferentes residuos cítricos, sin 

embargo, en algunos de ellos no se realiza un proceso de saponificación. 

Chemat-Djenni et al. (2010) describen un método sostenible para la 

extracción de licopeno usando d-limoneno (extraído de piel de naranja) 

como sustituto del diclorometano en el proceso de extracción, con resultados 

satisfactorios. Ndayishimiye & Chun (2017) emplean la extracción con 

fluidos supercríticos (CO2) para la obtención de carotenoides de aceite de 
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piel y semillas de Yuzu (C. ichangensis x C. reticulata). Murador et al. 

(2019) comparan la extracción carotenoides de muestras de piel naranja (C. 

sinensis L. Osbeck cv. Pera), con acetona, fluidos supercríticos (CO2 y 

metanol) y líquidos iónicos-ultrasonidos durante la extracción, detectando 

satisfactoriamente diferentes estructuras de carotenoides, apocarotenoides y 

ésteres. Barman et al. (2020) utilizan una mezcla de hexano/acetona/etanol 

(50:25:25 v/v/v) en agitación durante 30 min para la extracción de 

carotenoides (ß-caroteno) de piel de C. reticulata Blanco. Abbas et al. 

(2020) emplean éter de petróleo para la obtención de carotenoides de 

extractos de acetona de piel de mandarina (C. reticulata), para ser empleados 

como colorante alimentario. Toprakçı et al. (2021) describen un proceso de 

extracción de carotenoides de piel de naranja, empleando solventes como 

hexano, heptano, y cloroformo, para ser usados como aditivos 

estabilizadores en aceites de girasol, con resultados favorables. En un 

estudio reciente, Yaqoob et al. (2022) observan que la extracción con fluidos 

supercríticos (CO2) empleando acetona como co-solvente favorece la 

determinación de 6 carotenoides en piel de mandarina Kinnow. 

En estudios realizados en otras matrices de zumos y residuos de frutas se 

aplican procesos de saponificación para el análisis de carotenoides. Este 

procedimiento se utiliza cuando la muestra presenta altas cantidades de 

carotenoides esterificados. Delgado-Pelayo & Hornero-Méndez (2012) 

determinan 10 carotenoides en extractos saponificados de bayas Sarsaparilla 

(Smilax aspera L.). Delpino-Rius et al. (2014) evalúan el efecto de la 

saponificación en la recuperación de (9′Z)-neoxantina y (all-E)-

violaxantina, de zumos de manzana y pulpas de melocotón, con resultados 

favorables además para el análisis de otros 5 carotenoides. Stinco et al. 

(2014) detectan 4 carotenoides en extractos saponificados de melocotón 
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rojo. Cacciola et al. (2016) determinan 23 carotenoides en extractos 

saponificados de mamey rojo. En el estudio realizado por Yan et al. (2016) 

se comparan diferentes métodos para el análisis de carotenoides en piel de 

plátano Musa acuminata observando una mayor concentración de β-

caroteno en muestras saponificadas, comparado con los otros métodos. En 

el estudio Polidori et al. (2018) se detectan 4 carotenoides en zumos de 

naranja tras emplear procesos de microfiltración y saponificación de los 

extractos. Por su parte, Petry & Mercadante (2018) determinan hasta 19 

carotenoides en extractos saponificados de pulpa de naranja y mango. 

Fratianni et al. (2018) describen un estudio en el que se compara el contenido 

de carotenoides en extractos saponificados y sin saponificar de bayas de 

Goji. Se determina que en los extractos no saponificados existe una mayor 

cantidad de dipalmitato de zeaxantina entre otros ésteres de carotenoides y 

β-caroteno, mientras que en los extractos saponificados es posible detectar 

zeaxantina>β-criptoxantina>luteína>β-caroteno. Berni et al. (2019) 

determinan hasta 12 carotenoides en extractos saponificados de diferentes 

frutos tropicales. Zhang et al. (2019) desarrollan un método simultáneo de 

saponificación asistida por ultrasonidos, para determinar ocho compuestos 

bioactivos, incluídos β-caroteno y luteína, en aceites de camelia y de oliva. 
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Los resultados obtenidos permiten establecer las siguientes conclusiones: 

1. La determinación de los parámetros fisico-químicos, el contenido de 

compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante del zumo de las tres 

variedades de mandarinas híbridas indica que: 

• Los zumos de mandarina Clemenvilla muestran el mayor contenido de 

polifenoles totales, ácido ascórbico y capacidad antioxidante; los zumos de 

Nadorcott presentan altas concentraciones de flavonoides totales y los 

zumos de Ortanique, de la segunda temporada, el contenido más alto de 

carotenoides totales.  

• Los compuestos bioactivos se correlacionan significativamente con la 

capacidad antioxidante evaluada mediante los métodos DPPH y TEAC, 

siendo el ácido ascórbico el de mayor contribución. 

• El pH, flavonoides totales, ácido ascórbico, DPPH y TEAC son los 

parámetros predictores para clasificar las mandarinas híbridas estudiadas y 

agruparlas según la variedad (en un 98,59% de los casos). 

2. Al evaluar el efecto de la aplicación de ultrasonidos para obtener los extractos 

de piel de mandarinas híbridas se demuestra que: 

• El incremento de conductividad aumenta significativamente durante los 

tres tiempos de extracción (5, 15 y 30 min) y los ºBrix disminuyen a los 15 

y 30 min de tratamiento.  

• El contenido de compuestos fenólicos totales aumenta más del 30% a 

medida que se incrementa el tiempo de extracción, existiendo una 

interacción significativa entre el tiempo y la variedad. 
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• Hay un aumento significativo (entre 35 y 60%) en el contenido de 

flavonoides totales durante la extracción con ultrasonidos con el tiempo de 

extracción. 

• Los carotenoides totales aumentan significativamente (entre 46 y 55%) con 

el tiempo de extracción, con influencia de la variedad. 

• Se observa un incremento (entre 17 y 23%), en el contenido de ácido 

ascórbico según aumenta el tiempo de extracción, existiendo diferencias 

significativas según la variedad. 

• Se obtiene un aumento en la capacidad antioxidante para DPPH y TEAC 

con el tiempo de extracción, mayor al 30% y 25%, respectivamente, 

observando diferencias según la variedad y el método de determinación 

utilizado. En ambos métodos, el contenido de flavonoides y ácido ascórbico 

influyen significativamente en la capacidad antioxidante. 

• El índice de extracción muestra que se obtienen valores más altos de 

incremento de conductividad, ºBrix, contenido de flavonoides totales y 

capacidad antioxidante evaluada por DPPH y TEAC, durante los 5 y 15 

min de extracción. 

3. El método de purificación del extracto y el análisis cromatográfico EFS-

C18/HPLC-UV puesto a punto, permite la separación e identificación del perfil 

de compuestos fenólicos.  

• Los parámetros analíticos linealidad, límites de detección y de 

cuantificación, precisión intra-día e inter-día, exactitud y efecto matriz 

indican que el método es sensible y robusto para la determinación del perfil 

de compuestos fenólicos. 
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• Hesperidina y narirutina, del grupo de los flavonoides, son los compuestos 

fenólicos de mayor concentración identificados por UHPLC-qTOF-

MS/MS. De los ácidos fenólicos identificados, el ácido ferúlico es el más 

abundante. 

4.  La extracción líquido-líquido, con dietil-éter y posterior saponificación, 

permite la identificación del perfil de carotenoides por HPLC-UV en los 

extractos obtenidos por ultrasonidos de piel de mandarinas híbridas. 
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ANEXO I. Análisis multifactorial de zumos de mandarinas híbridas. 

- Análisis de varianza (ANOVA) de tres factores para los valores de Compuestos 
Fenólicos Totales 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Campaña 502,903 1 502,903 1,263 0,263 
B: Variedad 10081,255 2 5040,627 12,656 0,000 
C: Recolección 0,794 1 0,794 0,002 0,964 
Interacciones      
AB 559,896 2 279,948 0,703 0,497 
AC 0,006 1 0,006 0,000 0,997 
BC 160,284 1 160,284 0,402 0,527 
ABC 356,849 1 356,849 0,896 0,346 
Residual 2002551,710 143    
Total (corregido) 72144,325 142    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

- Análisis de varianza (ANOVA) de tres factores para los valores de Flavonoides 
Totales 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Campaña 42.665 1 42.665 10.069 0.002 
B: Variedad 246.434 2 123.217 29.079 0.000 
C: Recolección 58.198 1 58.198 13.735 0.000 
Interacciones      
AB 23.679 2 11.840 2.794 0.065 
AC 3.940 1 3.940 0.930 0.337 
BC 16.074 1 16.074 3.793 0.054 
ABC 12.147 1 12.147 0.267 0.606 
Residual 17860.126 143    
Total (corregido) 1768.001 142    

Todas las razones F se basan en el cuadrado medio del error residual. 
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- Análisis de varianza (ANOVA) de tres factores para los valores de Ácido Ascórbico 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Campaña 541,163 1 541,163 11,902 0,001 
B: Variedad 8012,727 2 4006,363 88,113 0,000 
C: Recolección 320,763 1 320,763 7,055 0,009 
Interacciones      
AB 423,777 2 211,889 4,660 0,011 
AC 48,598 1 48,598 1,069 0,303 
BC 15,785 1 15,785 0,347 0,557 
ABC 12,147 1 12,147 0,267 0,606 
Residual 144356,777 143    
Total (corregido) 26459,279 142    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

- Análisis de varianza (ANOVA) de tres factores para los valores de Carotenoides Totales 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Campaña 16550458.31 1 16550458.31 275.69 0.000 
B: Variedad 629306.848 2 314653.424 5.241 0.006 
C: Recolección 1643980.433 1 1643980.433 27.385 0.000 
Interacciones      
AB 847823.621 2 423911.811 7.061 0.001 
AC 81499.523 1 81499.523 1.358 0.246 
BC 1155.243 1 1155.243 0.019 0.890 
ABC 212167.774 1 212167.774 3.534 0.062 
Residual 89885936.22 143    
Total (corregido) 32157649.96 142    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 
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ANEXO II. Análisis multifactorial de extractos, obtenidos por ultrasonidos, 
de piel de mandarinas híbridas. 

- Análisis de varianza para los valores de Conductividad  

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 0,325183 2 0,162592 19,83 0,000 
B: Tiempo (min) 0,506241 2 0,25312 30,86 0,000 
Interacciones      
AB 0,00897669 4 0,00224417 0,27 0,895 
Residual 2,09128 255 0,00820111   
Total (corregido) 2,94439 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Variedad Casos Media LS Sigma LS 
Grupos 

Homogéneos 
Clemenvilla 105 0,262097 0,00883775  X 
Nadorcott 66 0,273134 0,0111472  X 
Ortanique 93 0,193444 0,00939063 X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Clemenvilla - Nadorcott  -0,0110369 0,0336233 
Clemenvilla - Ortanique  * 0,0686531 0,0304793 
Nadorcott - Ortanique  * 0,07969 0,0344503 
* indica una diferencia significativa. 
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- Análisis de varianza para los valores de ºBrix: sólidos solubles totales 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 1,1241 2 0,56205 1,80 0,167 
B: Tiempo (min) 7,42553 2 3,71276 11,92 0,000 
Interacciones      
AB 1,7103 4 0,427574 1,37 0,244 
Residual 79,4426 255 0,31154   
Total (corregido) 91,0925 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

 

- Análisis de varianza para los valores de pH 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 9,03634 2 4,51817 80,92 0,0000 
B: Tiempo (min) 0,23855 2 0,119275 2,14 0,1202 
Interacciones      
AB 0,103325 4 0,0258312 0,46 0,7631 
Residual 14,2377 255 0,0558342   
Total (corregido) 23,6136 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 
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Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Variedad Casos Media LS Sigma LS Grupos 
Homogéneos 

Clemenvilla 93 5,72554 0,0245024 X 
Nadorcott 105 5,97133 0,0230598  X 
Ortanique 66 6,20568 0,0290856   X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Clemenvilla - Nadorcott  * -0,234348 0,0877311 
Clemenvilla - Ortanique  * 0,245796 0,0795277 
Nadorcott - Ortanique  * 0,480144 0,0898891 
* indica una diferencia significativa. 

- Análisis de varianza para los valores de Fenoles Solubles Totales  

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 3,74785E6 2 1,87392E6 39,67 0,0000 
B: Tiempo (min) 6,48E6 2 3,24E6 68,59 0,0000 
Interacciones      
AB 126611, 4 31652,8 0,67 0,6133 
Residual 1,2046E7 255 47239,2   
Total (corregido) 2,28675E7 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Variedad Casos Media LS Sigma LS 
Grupos 

Homogéneos 
Clemenvilla 105 769,232 21,2108 X 
Nadorcott 66 785,766 26,7534 X 
Ortanique 93 1024,68 22,5377  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Clemenvilla - Nadorcott  -16,5337 80,6965 
Clemenvilla - Ortanique  * -255,445 73,1509 
Nadorcott - Ortanique  * -238,912 82,6815 
* indica una diferencia significativa. 
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- Análisis de varianza para los valores de Flavonoides Totales  

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 291,331 2 145,666 0,48 0,6170 
B: Tiempo (min) 40088,7 2 20044,3 66,57 0,0000 
Interacciones      
AB 546,934 4 136,733 0,45 0,7694 
Residual 76782,9 255 301,109   
Total (corregido) 120386, 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 
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- Análisis de varianza para los valores de Ácido Ascórbico  

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 86961,8 2 43480,9 23,38 0,0000 
B: Tiempo (min) 23178,5 2 11589,3 6,23 0,0023 
Interacciones      
AB 3645,39 4 911,349 0,49 0,7431 
Residual 474269, 255 1859,88   
Total (corregido) 591137, 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Variedad Casos Media LS Sigma LS 
Grupos 

Homogéneos 
Clemenvilla 105 114,947 4,2087  X 
Nadorcott 66 70,9831 5,30848 X 
Ortanique 93 86,0074 4,47199 X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Clemenvilla - Nadorcott  * 43,9637 16,012 
Clemenvilla - Ortanique  * 28,9394 14,5148 
Nadorcott - Ortanique  -15,0243 16,4059 
* indica una diferencia significativa. 
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- Análisis de varianza para los valores de Carotenoides Totales  

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 1,25619E8 2 6,28096E7 12,21 0,0000 
B: Tiempo (min) 4,43952E8 2 2,21976E8 43,16 0,0000 
Interacciones      
AB 3,70889E7 4 9,27222E6 1,80 0,1294 
Residual 1,0954E9 213 5,14272E6   
Total (corregido) 1,68207E9 221    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Variedad Casos Media LS Sigma LS 
Grupos 

Homogéneos 
Clemenvilla 93 4000,58 235,393 X 
Nadorcott 52 5926,98 314,596   X 
Ortanique 77 4891,75 259,174  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Clemenvilla - Nadorcott  * -1926,4 928,683 
Clemenvilla - Ortanique  * -891,162 827,529 
Nadorcott - Ortanique  * 1035,23 963,409 
* indica una diferencia significativa. 
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- Análisis de varianza para los valores de DPPH  

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 1033,12 2 516,561 61,82 0,0000 
B: Tiempo (min) 715,647 2 357,823 42,83 0,0000 
Interacciones      
AB 33,0357 4 8,25893 0,99 0,4144 
Residual 2130,63 255 8,3554   
Total (corregido) 3978,32 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Variedad Casos Media LS Sigma LS 
Grupos 

Homogéneos 
Clemenvilla 105 11,8229 0,282091  X 
Nadorcott 66 8,02055 0,355805 X 
Ortanique 93 7,63069 0,299738 X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Clemenvilla - Nadorcott  * 3,80237 1,07322 
Clemenvilla - Ortanique  * 4,19222 0,972864 
Nadorcott - Ortanique  0,389859 1,09962 
* indica una diferencia significativa. 
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- Análisis de varianza para los valores de TEAC 

Origen de las 
variaciones 

Suma de 
cuadrados 

Grados de 
libertad 

Promedio de 
cuadrados F p 

A: Variedad 412,767 2 206,384 6,17 0,0024 
B: Tiempo (min) 3055,0 2 1527,5 45,64 0,0000 
Interacciones      
AB 70,6182 4 17,6546 0,53 0,7156 
Residual 8534,42 255 33,4683   
Total (corregido) 12374,8 263    

Todas las razones-F se basan en el cuadrado medio del error residual. 

Método: 95,0 porcentaje Tukey HSD 

Variedad Casos Media LS Sigma LS 
Grupos 

Homogéneos 
Clemenvilla 105 23,893 0,564576 XX 
Nadorcott 66 22,2607 0,712107 X 
Ortanique 93 25,5123 0,599895  X 

 

Contraste Sig. Diferencia +/- Límites 
Clemenvilla - Nadorcott  1,63234 2,14793 
Clemenvilla - Ortanique  -1,61933 1,94709 
Nadorcott - Ortanique  * -3,25167 2,20077 
* indica una diferencia significativa. 
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ANEXO III. Regresión múltiple para determinar la influencia de los 
compuestos bioactivos en la capacidad antioxidante de los extractos, 
obtenidos por ultrasonidos, de piel de mandarinas híbridas. 

- Regresión múltiple – DPPH  
Variable dependiente: DPPH 
Variables independientes:  
• FST 
• FT 
• AA 
• CT 
Selección de la Variable: Col_7=1 

  Error Estadístico  
Parámetro Estimación Estándar T Valor-P 
CONSTANTE 0,242185 0,0925709 2,61622 0,0092 
FT 0,00776111 0,00154106 5,0362 0,0000 
AA 0,00437083 0,000613241 7,12744 0,0000 
CT -0,0000259485 0,0000114869 -2,25897 0,0244 

 
Análisis de Varianza 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

Modelo 30,6192 3 10,2064 30,82 0,0000 
Residuo 140,416 424 0,33117   
Total (Corr.) 171,035 427    

 
R-cuadrada = 17,9023 porciento 
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 17,3214 porciento 
Error estándar del est. = 0,575473 
Error absoluto medio = 0,23242 
Estadístico Durbin-Watson = 0,938055 (P=0,0000) 
Autocorrelación de residuos en retraso 1 = 0,530716 
 
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresión lineal múltiple 
para describir la relación entre DPPH y 4 variables independientes.  La ecuación del 
modelo ajustado es  
 
DPPH = 0,242185 + 0,00776111*Flavonoides + 0,00437083*Ascórbico - 
0,0000259485*CT 
 
Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relación 
estadísticamente significativa entre las variables con un nivel de confianza del 95,0%. 



 ANEXOS  

 

260 
 

- Regresión múltiple – TEAC  
Variable dependiente: TEAC 
Variables independientes:  
• FST 
• FT 
• AA 
• CT 
Selección de la Variable: Col_7=1 

  Error Estadístico  
Parámetro Estimación Estándar T Valor-P 
CONSTANTE 544,699 81,8753 6,65279 0,0000 
FST 1,18968 0,0898519 13,2405 0,0000 
FT 9,38555 1,33837 7,01269 0,0000 
AA 3,53505 0,488861 7,2312 0,0000 
 
Análisis de Varianza 

Fuente Suma de 
Cuadrados 

Gl Cuadrado 
Medio 

Razón-F Valor-P 

Modelo 1,2047E8 3 4,01566E7 194,26 0,0000 
Residuo 8,76466E7 424 206714,   
Total (Corr.) 2,08116E8 427    

 
R-cuadrada = 57,8858 porciento 
R-cuadrado (ajustado para g.l.) = 57,5878 porciento 
Error estándar del est. = 454,658 
Error absoluto medio = 350,337 
Estadístico Durbin-Watson = 0,816421 (P=0,0000) 
Autocorrelación de residuos en retraso 1 = 0,587714 
 
La salida muestra los resultados de ajustar un modelo de regresión lineal múltiple 
para describir la relación entre TEAC y 4 variables independientes.  La ecuación del 
modelo ajustado es  
 
TEAC = 544,699 + 1,18968*FST + 9,38555*Flavonoides + 3,53505*Ascórbico 
 
Puesto que el valor-P en la tabla ANOVA es menor que 0,05, existe una relación 
estadísticamente significativa entre las variables con un nivel de confianza del 95,0%. 
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ANEXO IV. Coeficientes de correlación del contenido de compuestos fenólicos en piel de mandarinas híbridas. 

Variable M DE 1 2 3 4 5 
1. Ácido 4-hidroxibenzoico 3.40 3.72           
2. Ácido vanílico 1.30 0.98 -0.11         
      [-0.32, 0.12]         
3. Ácido ferúlico 2.58 2.00 -.31** -0.16       
      [-0.50, -0.09] [-0.37, 0.07]       
4. Rutina 7.62 3.76 0.11 -0.43** 0.04     
      [-0.11, 0.33] [-0.60, -0.23] [-0.18, 0.27]     
5. Naringina 1.44 0.83 0.13 -0.37** 0.03 0.35**   
      [-0.10, 0.34] [-0.55, -0.15] [-0.19, 0.26] [0.14, 0.54]   
6. Apigenina 0.01 0.01 -0.13 -0.36** -0.08 0.01 0.04 
      [-0.34, 0.10] [-0.54, -0.14] [-0.30, 0.15] [-0.21, 0.24] [-0.19, 0.26] 
7. Hesperitina 0.96 0.76 0.15 -0.44** 0.09 0.12 0.21 
      [-0.07, 0.37] [-0.61, -0.24] [-0.14, 0.31] [-0.11, 0.34] [-0.01, 0.42] 
8. Catequina 0.00 0.01 -0.08 -0.03 -0.00 -0.06 0.04 
      [-0.30, 0.15] [-0.26, 0.19] [-0.23, 0.22] [-0.28, 0.17] [-0.18, 0.27] 
9. Ácido clorogénico 0.71 0.40 -0.03 -0.40** -0.01 0.26* 0.28* 
      [-0.26, 0.19] [-0.57, -0.19] [-0.23, 0.22] [0.03, 0.46] [0.06, 0.47] 
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Variable M DE 6 7 8 9 10 

1. Ácido 4-hidroxibenzoico 3.40 3.72           

                

2. Ácido vanílico 1.30 0.98           

                

3. Ácido ferúlico 2.58 2.00           

                

4. Rutina 7.62 3.76           

                

5. Naringina 1.44 0.83           

                

6. Apigenina 0.01 0.01           

                

7. Hesperitina 0.96 0.76 .40**         

      [.19, .58]         

8. Catequina 0.00 0.01 .16 -.06       

      [-.07, .37] [-.28, .17]       

9. Ácido clorogénico 0.71 0.40 .22 .01 .18     

      [-.00, .43] [-.22, .23] [-.05, .39]     
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Variable M DE 1 2 3 4 5 

10. Ácido cafeico 0.94 0.75 .15 .13 -.31** -.03 -.08 

      [-.08, .36] [-.10, .34] [-.50, -.09] [-.26, .20] [-.30, .14] 

11. Quercitina 1.26 0.43 .27* -.39** .07 .41** .32** 

      [.05, .47] [-.56, -.18] [-.16, .29] [.21, .58] [.10, .50] 

12. Narirutina 17.52 12.69 -.44** -.25* .50** .03 -.17 

      [-.60, -.24] [-.45, -.03] [.31, .65] [-.20, .25] [-.38, .06] 

13. Hesperidina 51.98 15.67 .19 -.50** .29* .22 .33** 

      [-.04, .39] [-.65, -.31] [.07, .48] [-.00, .43] [.11, .52] 

14. Ácido trans-cinámico 1.37 1.32 .24* .06 .03 .05 .09 

      [.02, .44] [-.17, .28] [-.20, .25] [-.18, .27] [-.14, .31] 

15. Naringenina 0.06 0.04 -.32** -.18 .04 .25* -.20 

      [-.51, -.10] [-.39, .04] [-.19, .26] [.03, .45] [-.41, .02] 

16. Kaempferol 0.23 0.13 -.19 -.38** .40** .06 .16 

      [-.40, .03] [-.56, -.17] [.19, .58] [-.16, .28] [-.07, .37] 

17. Ácido p-cumárico 1.73 1.05 .26* .01 .10 .12 .22 

      [.03, .46] [-.22, .24] [-.13, .32] [-.11, .33] [-.01, .42] 
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Variable M DE 6 7 8 9 10 

10.  Ácido cafeico 0.94 0.75 -.28* -.13 -.04 .08   

      [-.47, -.06] [-.35, .10] [-.27, .18] [-.15, .30]   

11. Quercitina 1.26 0.43 .12 .77** -.15 -.11 -.14 

      [-.11, .34] [.66, .85] [-.36, .08] [-.33, .11] [-.35, .09] 

12. Narirutina 17.52 12.69 .22 -.10 .16 .48** -.23* 

      [-.01, .42] [-.32, .13] [-.06, .38] [.28, .63] [-.43, -.00] 

13. Hesperidina 51.98 15.67 .36** .50** .03 .11 -.41** 

      [.15, .54] [.30, .65] [-.20, .25] [-.11, .33] [-.58, -.21] 

14.  Ácido trans-cinámico 1.37 1.32 -.20 .08 -.11 -.09 .07 

      [-.41, .03] [-.15, .30] [-.33, .12] [-.31, .13] [-.16, .29] 

15. Naringenina 0.06 0.04 .19 -.04 .08 .23* -.11 

      [-.04, .40] [-.26, .19] [-.15, .30] [.01, .43] [-.33, .11] 

16. Kaempferol 0.23 0.13 .31** .56** .05 .22 -.19 

      [.09, .50] [.38, .70] [-.17, .28] [-.01, .42] [-.40, .04] 

17.  Ácido p-cumárico 1.73 1.05 -.15 .13 -.03 -.10 -.04 

      [-.36, .08] [-.10, .34] [-.25, .20] [-.32, .13] [-.26, .19] 
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Variable M DE 11 12 13 14 15 16 

10. Ácido cafeico 0.94 0.75             

                  

11. Quercitina 1.26 0.43             

                  

12. Narirutina 17.52 12.69 -.24*           

      [-.44, -.01]           

13. Hesperidina 51.98 15.67 .52** .22         

      [.34, .67] [-.00, .43]         

14. Ácido trans-cinámico 1.37 1.32 .20 -.17 -.03       

      [-.03, .40] [-.38, .06] [-.26, .19]       

15. Naringenina 0.06 0.04 -.08 .46** -.10 -.14     

      [-.30, .14] [.26, .62] [-.31, .13] [-.36, .08]     

16. Kaempferol 0.23 0.13 .40** .36** .42** .13 .08   

      [.19, .57] [.15, .54] [.21, .59] [-.09, .35] [-.15, .30]   

17. Ácido p-cumárico 1.73 1.05 .31** -.19 .13 .75** -.14 .08 

      [.09, .50] [-.39, .04] [-.10, .35] [.63, .83] [-.35, .09] [-.15, .30] 

M: media; DS: desviación estándar. 
+ Los valores entre corchetes indican un intervalo de confianza del 95% para cada correlación. 
* indica p <0,05. 
** indica p <0,01. 
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Abstract: Citrus fruits are extensively grown and much consumed around the world. Eighteen percent
of total citrus cultivars are destined for industrial processes, and as a consequence, large amounts of
waste are generated. Citrus waste is a potential source of high biological value compounds, which can
be used in the food, pharmaceutical, and cosmetic industries but whose final disposal may pose a
problem due to economic and environmental factors. At the same time, the emerging need to reduce
the environmental impact of citrus waste and its responsible management has increased. For these
reasons, the study of the use of non-conventional methods to extract high biological value compounds
such as carotenoids, polyphenols, essential oils, and pectins from this type of waste has become more
urgent in recent years. In this review, the e↵ectiveness of technologies such as ultrasound assisted
extraction, microwave assisted extraction, supercritical fluid extraction, pressurized water extraction,
pulsed electric field, high-voltage electric discharges, and high hydrostatic pressures is described and
assessed. A wide range of information concerning the principal non-conventional methods employed
to obtain high-biological-value compounds from citrus waste as well as the most influencing factors
about each technology are considered.

Keywords: citrus waste; high-biological-value compounds; extraction; non-conventional methods

1. Introduction

Citrus fruits, which belong to the Rutaceas family, are among the most commonly grown and
consumed fruits around the world [1]; the production of citrus fruits in 2015 was more than 130 million
tons [2]. Among these are mainly oranges, mandarins, limes, lemons, and grapefruits [3], and citron and
bergamot are also grown [4]. Of the total citrus fruits grown worldwide, 18% are destined for industrial
processes [2], mainly for the production of juice [5]. However, the creation of industrialized citrus
products generates large amounts of waste (peel, pulp, and seed residues), between 50% and 70% of the
total citrus fruit is destined for this activity [5–7]. Approximately 15–25 thousand tons of citrus waste
is produced annually, which is a potential source for various beneficial uses [8]. On the other hand,
the final disposal of citrus waste generates pollution problems [5], especially in developing countries,
and its management has a high cost in economic and environmental terms [5,9,10]. The high level of
pollution of citrus waste is due to its easy fermentability [11], as citrus waste is bulky, heterogeneous,
chemically complex, and highly biodegradable, with a high chemical oxygen demand (for example,
1085 mg of O2/g in the case of orange peel) [12]. Among other characteristics, these wastes have a low
pH (3–4), and a high content of water (80–90%) and organic matter (95% of total solids) [13]. Directive
(EU) 2018/851 [14] of the European Parliament and of the Council states that for citrus residues, like any
other type of food waste, recovery and adequate management and/or safe disposal must be guaranteed
due to their biodegradable characteristics. These regulations were established in order to protect
human health and reduce environmental and economic concerns about the high cost of disposal [15].

Foods 2020, 9, 811; doi:10.3390/foods9060811 www.mdpi.com/journal/foods
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