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RESUMEN

El objetivo del presente estudio es la determinacion de la actividad anti-tirosinasa y la
actividad antioxidante de la fraccion cloroférmica del extracto hidrometanolico elaborado
a partir del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso). Los frutos de
Citrus jambhiri Lush. fueron recolectados en el C.C.P.P. Toctohuaylla, distrito de
Huanoquite, Provincia de Paruro, Regién Cusco a 2719 m.s.n.m. El proceso de
extraccion constd de dos etapas, la primera realizada con metanol al 80% por la técnica
de maceracion y la segunda es propiamente el fraccionamiento con cloroformo. La
cuantificacién de compuestos fendlicos se realiz6 por el método Folin-Ciocalteu. En la
determinacion de la inhibicion de la enzima tirosinasa se utilizo el Kit de cribado de
inhibidores de la tirosinasa MAK257 Sigma-Aldrich, que se fundamenta en el método
colorimétrico y se tuvo como control positivo el 4cido kéjico. En la determinacién de la
actividad antioxidante se utilizaron dos métodos espectrofotométricos, el método del
radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidracil (DPPH) y el radical libre acido 2,2’azinobis-(3-

etilbenzotiazolina)-6-sulfénico (ABTS+), teniendo el trolox como control positivo.

Los resultados en la identificacion fitoquimica evidenciaron presencia en abundante
cantidad de azlcares reductores y compuestos fendlicos, presencia en regular cantidad
de flavonoides, quinonas, taninos, alcaloides, lactonas sesquiterpénicas y ausencia de
saponinas. La cuantificacién de compuestos fendlicos mostré que la muestra presenta
965.4 mg GAE/g FC. En la determinacion de la actividad anti-tirosinasa el IC5,= 187.66
pug/mL y los resultados en la actividad antioxidante fueron: por el método DPPH la
muestra tuvo el ICs, = 210.580 pg/mL, TEAC= 145.66 mg TE/g FC y por el método
ABTS la muestra tuvo un ICg, = 56.401 pg/mL, TEAC= 690.786 mg TE/g FC.

Se concluye que la fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado a partir
del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush, presenta un importante contenido de
compuestos fendlicos, presenta actividad anti-tirosinasa y antioxidante de interés

cientifico.

Palabras clave: Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso), Actividad anti-tirosinasa,

Actividad antioxidante, Compuestos fendlicos.



SUMMARY

The objective of this research is to determine the anti-tyrosinase and antioxidant activity
of the chloroform fraction of the hydromethanolic extract prepared from the epicarp of
the fruits of Citrus jambhiri Lush. (Rough lemon). The fruits of Citrus jambhiri Lush. were
collected at the Toctohuaylla town center, Huanoquite district, Paruro Province, Cusco
City at 2719 m.a.s.l. The extraction process consists of two stages, the first one carried
out with 80% methanol by the maceration technique and the second one is properly the
fractionation with chloroform. The phenolic compounds quantification was carried out by
the Folin-Ciocalteu method. The MAK257 Sigma-Aldrich Tyrosinase Inhibitors Screening
Kit was used to determine tyrosinase enzyme inhibition, which is based on a colorimetric
method, with kojic acid as a positive control. Two spectrophotometric methods were used
to determine antioxidant activity: the 2,2-dipheniyl-1-picrylhydrazyl free radical (DPPH)
and the 2,2’azinobis-(3-ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid free radical (ABTS+), with

trolox as a positive control.

Phytochemical identification results showed abundant presence of reducing sugars and
phenolic compounds, presence in a regular amounts of flavonoids, quinones, tannins,
alkaloids, sesquiterpene lactones, and the absence of saponins. Quantification of
phenolic compounds showed that the study sample presents 965.4 mg GAE/g FC. In the
determination of the anti-tyrosinase activity the ICs, for the sample was 187.66ug/mL;
and, the results in the antioxidant activity were, By the DPPH method the sample had
the IC5o = 210.580 pg/mL , TEAC= 145.66 mg TE/g FC and by the ABTS method the
sample had an ICs, = 56.401pg/mL, TEAC = 690.786 mg TE/g FC.

In conclusion, the chloroform fraction of the hydromethanolic extract prepared from the
epicarp of Citrus jambhiri fruits has an important content of phenolic compounds,

presents anti-tyrosinase and antioxidant activity of scientific interest.

Keywords: Citrus jambhiri Lush. (Rough lemon), Anti-tyrosinase activity, Antioxidant

activity, Polyphenols.
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INTRODUCCION

Las hiperpigmentaciones son ocasionadas y/o agravadas por diversos factores como la
radiaciéon UV, trastornos y cambios hormonales, alteraciones cutaneas, estados de
déficit, uso de cosméticos y algunos medicamentos (1). Pueden darse a consecuencia
de la acumulacién de algun elemento en la piel como la carotenodermia o por aumento
del pigmento melanina (hipermelanosis) (2).

La hipermelanosis se caracteriza por una mayor produccién y acumulacion de melanina
(hiperpigmentacion melandtica) o un aumento en el numero de melanocitos
(hiperpigmentacion melanocitica), la mayor produccién de melanina esta relacionada
con la mayor actividad en las enzimas melanogénicas como es la tirosinasa, enzima que
cataliza el proceso de oxidacién de la tirosina a dihidroxifenilalanina (DOPA), y de DOPA
a DOPA-quinona, precursor de los diferentes tipos de melanina. La tirosinasa es la
enzima clave en la tonalidad de la piel, el cabello y el color de los ojos (3,4).

Los productos aclaradores de la piel se utilizan para obtener un tono de piel mas claro
y/o uniforme, también se utilizan para el tratamiento clinico de la hipermelanosis. Los
agentes aclarantes actian en varios niveles de la melanogénesis, muchos de ellos son
conocidos como inhibidores competitivos de la enzima tirosinasa, otros agentes
aclarantes inhiben la maduracion de esta enzima o el transporte de melanosomas de
los melanocitos a los queratinocitos (4).

Actualmente se busca agentes aclarantes de origen natural, menos téxicos y amigables
con el ecosistema, entre los que mejor destacan con estas propiedades son los
polifenoles, que ademas presentan actividad antioxidante. Estos metabolitos
secundarios estan presentes en muchas especies como el ginseng, la uva, el eucalipto,
la mandarina, la toronja, el limén, naranja, romero, caléndula y avena (5).

En los udltimos afios, ha cobrado interés, la busqueda de valores afiadidos a los
desechos de las frutas, tales como la cascara de los citricos, que han demostrado tener
un alto contenido de polifenoles, que previenen el estrés oxidativo celular, y derivadas
de esta funcion se tienen muchos otros beneficios, los cuales son de interés en la
industria cosmética, farmacéutica y alimentaria (6).

El objetivo de la presente investigacion es valorar la potencialidad dermatol6gica que
tiene la cascara de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (limén rugoso), residuos de un
fruto citrico del cual no se tiene mucha informacion en lo que respecta al contenido en
metabolitos secundarios y sus propiedades beneficiosas. Especificamente se
determinara la accion que tienen sobre la hipermelanosis, primeramente, conociendo su
contenido en compuestos fendlicos y determinando in vitro la inhibicion de la enzima
tirosinasa y la actividad antioxidante, lo cual no solo sera conocimiento nuevo, sino
también le daré un valor agregado a los residuos de este fruto.



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1. Planteamiento del problema

Los trastornos de la pigmentacién cutanea consisten en un aumento exagerado o
disminucion del color normal de la piel (2). La hipermelanosis es el resultado de una
produccion aumentada de melanina, acumulacion de la misma o elevada cantidad de
melanocitos (7). Todas las personas, al margen de la raza, edad o sexo, presentan
lesiones pigmentarias benignas; sin embargo, muchas de ellas son indeseables para
sus portadores, quienes buscan su tratamiento o eliminacién, recurriendo a diferentes
terapias como son los medicamentos inhibidores de la melanizacion (8).

Las irregularidades en la piel, para muchas personas constituyen un problema estético,
y en muchos casos esto también tiene repercusion en la percepcion de la imagen propia
y en la autoestima, por ejemplo el melasma, que es una de las hiperpigmentaciones mas
comunes asociadas a la exposicién crénica a luz visible y radiacion UV, estimulacion
hormonal y factores genéticos, tiene un gran potencial para causar malestar psicoldgico,
predominantemente en la poblacion femenina (7,9).

A lo largo del tiempo, se han utilizado diversos agentes aclarantes, muchos sin sustento
cientifico como los productos con mercurio y otros con efectos tdxicos como la
hidroquinona que a altas concentraciones posee efecto carcinégeno (10,11).

En los ultimos afios la busqueda de agentes aclarantes esta centrada en la investigacion
de compuestos naturales poseedores de metabolitos secundarios capaces de inhibir la
enzima tirosinasa, como los polifenoles. En especies citricas se han identificado
flavonoides inhibidores de la tirosinasa, como la naringina, narirutina, hesperidina y
neohesperidina presentes en los frutos de Citrus hassaku (12). En la cascara de Citrus
mitis se identific6 el 3',5"-di-C-B-glucopiranosilfloretina con mayor inhibicion de la
tirosinasa comparado a la naringina y hesperidina tambien presentes (13). En la cascara
de Citrus unshiu y otros frutos citricos se identific6 la nobiletina con prometedora
inhibicion de la tirosinasa (14,15).

En el estudio realizado por Huanca N. y colaboradores: “Percepcion del riesgo de cancer
de piel en un hospital de altura” en la ciudad de Cusco, encontraron que el 8.3% de 56
pacientes encuestados refieren tener melasma (16). Otro estudio realizado en el
Hospital de Referencia Daniel Alcides Carrién en la Ciudad de Lima, revel6 que la
mayoria de mujeres afectadas por melasma provenian de la Sierra Sur del pais (Cusco,
Ayacucho, Arequipa y Puno) (17).

Con esta investigacion se busca precisar si la fraccion cloroférmica del extracto
hidrometandlico elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus jambbhiri Lush.
(Limoén rugoso), posee propiedades aclarantes en términos de inhibicion de la enzima
tirosinasa, cual es la concentracion que inhibird en un 50% la actividad de esta enzima
y si el extracto puede neutralizar los radicales libres, con la Unica finalidad de que a
futuro se pueda utilizar este extracto en formulaciones farmacéuticas y cosméticas con
propiedad aclarante de la piel.



1.2. Formulacion del problema

¢Presentara actividad antioxidante y actividad anti-tirosinasa in vitro la fraccion
cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado a partir del epicarpio de los frutos
de Citrus jambbhiri Lush. (Limén rugoso)?

1.3. Objetivos de la investigacion

1.3.1. Objetivo general

Determinar la actividad anti-tirosinasa y la actividad antioxidante in vitro, de la fraccion
cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado a partir del epicarpio de los frutos
de Citrus jambhiri Lush. (Limon rugoso).

1.3.2. Objetivos especificos

1. Obtener el extracto hidrometandlico a partir del epicarpio de los frutos de Citrus
jambhiri Lush. (Limén rugoso).

2. Fraccionar el extracto hidrometandlico previamente obtenido, utilizando el
solvente cloroformo CHCl; mediante el método de maceracion y determinar el
porcentaje de rendimiento final.

3. Realizar el analisis fitoquimico cualitativo de la fraccién cloroférmica del extracto
hidrometandlico elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus jambbhiri
Lush. (Limén rugoso).

4. Determinar el contenido de compuestos fendlicos en la fraccion cloroférmica del
extracto hidrometandlico elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus
jambhiri Lush. (Limén rugoso), utilizando el método Folin-Ciocalteu.

5. Determinar in vitro la actividad inhibitoria sobre la enzima tirosinasa a diferentes
concentraciones de la fraccién cloroférmica del extracto hidrometandlico
elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén
rugoso) y establecer la concentracion inhibitoria 50 (ICs).

6. Determinar in vitro la actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS,
establecer la concentracion necesaria para inhibir el 50% de especies oxidantes
(ICsp) de la fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado a partir
del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso) y expresar los
resultados en equivalentes trolox (TEAC).

1.4. Justificacion e importancia

a. Conocimiento

La especie Citrus jambhiri Lush. (Lim6n rugoso) es una especie que hasta la actualidad
en nuestro pais tiene limitada informacion cientifica. Este estudio aporta conocimiento
sobre la composicion cualitativa, el contenido de polifenoles, la actividad antioxidante y
la actividad anti-tirosinasa del extracto de la cascara del Limon rugoso, proporcionando
una base cientifica para futuras investigaciones de formulaciones cosméticas y
farmacéuticas con propiedad aclarante.

b. Aplicabilidad

Las hipermelanosis constituyen meramente un problema estético que genera una gran
demanda de productos cosméticos, ademas de los fotoprotectores se utilizan
formulaciones despigmentantes topicas y orales, comercialmente existen productos con



agentes inhibidores de la produccion de melanina, muchos de los cuales son conocidos
como inhibidores competitivos de la tirosinasa (18). Esta investigacion brinda la
informacién necesaria para formular cremas cosmeéticas con propiedad aclarante o
productos farmacéuticos para el tratamiento de las hipermelanosis.

c. Prioridad

Gran parte de la poblacion que habita en la Sierra Peruana presenta hipermelanosis,
principalmente en el rostro, esto a causa del caracteristico clima frio con abundante
radiacion solar de dia, siendo méas prevalente en el sexo femenino en edad fértil;
ademas, la enzima tirosinasa esté relacionada con el melanoma, la cual representa mas
del 80% de las muertes por cancer de piel, ya que durante la tumorigénesis aumenta la
expresion y actividad de esta enzima, y por otro lado el metabolismo del cancer genera
radicales que provocan un mayor dafio en el ADN, activando las sefiales celulares que
evitan la muerte celular (19,20).

d. Social

Por otro lado, la especie citrus jambhiri Lush. (Limdn rugoso) crece en pequefios valles
y distritos de la provincia de Paruro y Calca de la region Cusco, en su mayoria estos
poblados como es el CC. PP. Toctohuaylla, estan en total abandono por parte de sus
autoridades, careciendo de servicios como el transporte y viéndose limitados a poder
mejorar y comercializar sus productos, por lo que con esta investigacion se pretende
incrementar el interés de la poblacién por este fruto, y por ende centrar mayor atenciéon
en los poblados donde se cultiva, con el fin de abrir mayores posibilidades a sus
habitantes.

e. Medio ambiental

Finalmente hay que resaltar que la cascara del limén rugoso, en general de los citricos,
constituye un residuo desechable, no comestible y sin valor econémico, sin embargo,
con los resultados de esta investigacion, habra mayor atencion por los residuos de esta
especie y muchas otras especies citricas, por parte de las industrias alimentarias,
farmacéuticas y cosméticas, reduciendo asi el impacto medio ambiental.

1.5. Hipétesis

La fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado a partir del epicarpio de
los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Lim6n rugoso), presenta actividades anti-tirosinasa y
antioxidante in vitro.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO CONCEPTUAL

2.1. Vision histoérica

El uso de los citricos abarca todas las especies y civilizaciones, Dioscérides menciona
a los citricos en su tratado de medicina, y en Japon escritos que datan del periodo Nara,
describen a los citricos y sus usos, paralelamente a la evolucion de los citricos, se ha
desarrollado la historia de los extractos, en el afio 1500 G. B. Della Porta, describe la
obtencion del aceite esencial destilando flores de naranjo amargo, del afio 1650 datan
las primeras referencias de la extraccibn manual de la esencia de Bergamota en
Calabria (ltalia) y posteriormente en el siglo XX, se conoceria la extraccién con
maquinas, a gran escala (21).

Otro punto en la historia es el uso de diferentes sustancias para resaltar una piel mas
clara o pélida (Tabla 1), que data de las primeras civilizaciones.

TABLA 1: Historia del uso de los agentes blanqueadores en la piel

AGENTES ACLARANTES A TRAVES DE LA HISTORIA

SIGLO 1l

Los romanos utilizaban una mezcla de harina de habas, tiza, yeso y
albayalde (carbonato calcico de plomo) para blanquearse la piel.

SIGLO IX

Las mujeres griegas se espolvoreaban la cara de oro blanco y rojo. En
Mesopotamia también se blanqueaban la piel.

MEDIEVO

La mujer ideal debia ser rubia y palida.

SIGLO XVI

Las venecianas se maquillaban el rostro y el torso, e impusieron en
Europa el gusto por el cabello rojo, que era obtenido por exposicion al
sol de los cabellos untados con mezclas de alumbre, azafran, miel y
sulfuro negro.

En Inglaterra para blanquear la piel de la cara, el escote y eliminar
manchas, utilizaban productos peligrosos a base de mercurio.

SIGLO XVII

Las jovenes europeas se aclaraban el pelo con lejia, se blanqueaban
sus rostros, el cuello y las manos con soliman, un sublimado corrosivo
a base de mercurio y cloro.

SIGLO XIX

Utilizaban la hidroquinona monobencil éter y acetato de octilo mezclada
con hipoclorito sédico, sin embargo esta locién resultaba muy agresiva
para la piel.

SIGLO XX

La sal de mercurio y sus derivados (cloruro mercuroso, oxido de
mercurio rojo, mercurio amoniacal y cloruro mercurico) eran
consideradas sustancias muy efectivas para blanquear la piel.

SIGLO XXI

La hidroquinona es restringida al comprobar que a concentracion del
5% causa enrojecimiento y quemaduras en la piel.

Adaptado de: LCI Bogota. “Historia del maquillaje. De los origenes hasta la profesionalizacion

del oficio” (10).




2.2. Antecedentes del estudio

2.2.1. Antecedentes internacionales
Avalos M. (2022) “Evaluacion del Extracto Etandlico y de Fracciones Obtenidas
por Carbonizacion Hidrotérmica Procedentes del Epicarpio de Frutos de Aguacate
(Persea americana Mill. Cultivar Hass) Sobre Marcadores de Envejecimiento
Celular Cutaneo”. Universidad Michoacana De San Nicolas De Hidalgo.

La presente tesis de disefio experimental tiene por objetivo general determinar el efecto
del extracto etandlico procedente del epicardio de aguacate (Persea americana Mill.
Cultivar Hass) y de los bioaceites obtenidos por carbonizacion hidrotérmica a partir de
la biomasa residual extraida, sobre marcadores del envejecimiento cutaneo, los
objetivos especificos son: 1. Determinar la presencia de grupos funcionales y la
concentracion de fenoles, acidos hidroxicinamicos, proantocianidinas y flavonoides, 2.
Determinar la capacidad de captacion de especies reactivas de nitrégeno y oxigeno
involucradas en el envejecimiento celular, 3. Determinar la actividad inhibitoria sobre las
enzimas asociadas al deterioro de la matriz extracelular dérmica (tirosinasa, elastasa,
hialuronidasa y colagenasa). El método que utilizaron para la determinacion de grupos
funcionales fue la Espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier considerando un
rango de longitud de onda de 4000 a 650 cm™1, para la determinacion quimica de las
fracciones utilizaron reactivos especificos y espectrofotometria, para evaluar la actividad
antioxidante se determiné la concentracion necesaria para inhibir el 50% (ECs,) de la
formacion de especies oxidantes relevantes durante el proceso de envejecimiento
cutaneo: H,0,, 0;, ROO* *OH y NO* por medio de espectrofotometria. Para la
determinacion de la capacidad inhibitoria de la enzima tirosinasa, utilizaron la tirosinasa
de hongo, &cido kdjico como control positivo y determinaron el ICs, por
espectrofotometria. Los resultados fueron los siguientes: la actividad antioxidante fue
mayor en el extracto etanélico de la cascara frente al 6xido nitrico y el radical peroxilo,
los bioaceites ligeros resultaron ser mas antioxidantes frente al anion superoxido y al
radical hidroxilo. La actividad de los bioaceites pesados para inhibir la tirosinasa y
elastasa fue superior al de otras fracciones. El estudio concluye que el uso combinado
de la extraccién convencional y la carbonizacién hidrotérmica maximiza el nimero de
fracciones bioactivas a partir de la cascara de aguacate representando una solucién
para el aprovechamiento racional de este subproducto alimenticio (22).

Luque A., Velazquez M., Hernandez C., Graciano A., Garcia N. Iriqui J., Silvas M.,
Zazueta A., Moreno M. y Hernandez P. (2022). “Efecto antioxidante de
Nanoparticulas Compuestas de Zeina y Extracto de Naranja (Citrus sinensis)
obtenido por extraccidn asistida por ultrasonido”.

La presente investigacion tuvo por objetivo preparar extracto de la cascara de naranja
y producir nanoparticulas de zeina contenidas de este extracto, para luego evaluar su
capacidad antioxidante. Métodos: para la elaboracion del extracto, una vez con la
muestra pulverizada (2.5 g en 10 mL de agua) utilizaron un limpiador ultrasénico a
frecuencia de 20kHz, amplitud del 30% y dos periodos de 10 min con un minuto de
descanso, seguida de una filtracion y centrifugacion a 4°C y 30 min a 6000 rpm,
finalmente el extracto filtrado se liofilizo, para evaluar la interaccion entre la zeina y el
extracto se utilizaron técnicas de evolucion del potencial { y espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier, para la evaluacién del potencial antioxidante utilizaron las
técnicas ABTS, FRAP y DPPH. Los resultados obtenidos por dispersion dindmica de



luz y microscopia electronica de barrido indicaron que las nanoparticulas de zeina con
extracto de naranja presentaron tamafio nanométrico y forma esférica, presentando un
didmetro hidrodinamico de 159.26 + 5.96 nm. En las pruebas de actividad antioxidante,
los ensayos ABTS y DPPH no indicaron diferencias significativas a altas
concentraciones de extractos, sin embargo, las nanoparticulas de Zeina con extracto
fueron mas efectivos a bajas concentraciones. El estudio concluye que la extraccién en
agua es un método efectivo para obtener los compuestos fendélicos de la cascara de
naranja, y el método de nanoprecipitacion en las condiciones utilizadas permitié obtener
particulas en el rango nanométrico con potencial ¢ positivo, el ensayo de actividad
antioxidante indicé una alta capacidad antioxidante tanto en el extracto como en las
nanoparticulas de zeina con extracto, este estudio presenta la posibilidad de obtener
extractos de naranja por ultrasonido y acoplarlos a sistemas nanoparticulados basados
en zeina para ser aplicados como materiales biomédicos funcionalizados con sustancias
antioxidantes de utilidad farmacéutica (23).

Anticona M. (2022) “Compuestos bioactivos y capacidad antioxidante en zumos y
extractos de residuos, obtenidos por ultrasonidos, de mandarinas hibridas”.
(Universidad de Valencia).

La presente tesis de disefio experimental tuvo como objetivo general estudiar y
caracterizar el zumo y los extractos de la cascara obtenidos por ultrasonidos, de tres
variedades de mandarinas hibridas (Nadorcott, Clemenvilla y Ortanique). Métodos: El
extracto de la piel de mandarina fue obtenida por extraccién asistida por ultrasonidos,
en el andlisis fisico-quimico de las muestras se determind los parametros fisicos
(conductividad, °Brix y pH), se determin6 compuestos fendlicos mediante HPLC-UV y
UPLC-gTOF-MS vy la capacidad antioxidante por los métodos DPPH y TEAC. Los
resultados obtenidos (para los extractos de piel de mandarina) de los parametros fisico-
guimicos, muestran que para la conductividad eléctrica en las tres variedades aumenta,
dependiendo del tiempo de extraccion; sin embargo, la variedad Clemenvilla tratado por
ultrasonido por 30 minutos tiene el IC mas alto (0.32 £ 0.13 mS/cm + DE), lo que indica
gue en esta variedad existe mayor salida de electrolitos del interior de las células,
respecto a los °Brix el valor medio obtenido para las tres variedades fue de 16.2+0.6,
respecto al pH los valores medios difieren entre las 3 variedades, pero no se observa
mucha variacién con respecto al tiempo de extraccién. En la determinacién de
compuestos bioactivos se observd que el contenido de compuestos fendlicos totales
aumenta segun el tiempo de extraccién y la variedad Ortanique es la que tiene el mayor
contenido a los 30 minutos de extracciéon (1230 + 310 mg GAE/100 g PF), respecto a la
concentracion de flavonoides totales, la variedad Clemenvilla obtuvo el contenido mas
alto en flavonoides totales ( 76.7 £ 22.4 mg CE/100 g PF), respecto a la concentracion
de carotenoides totales la variedad Nadorcott mostro mayor contenido, y respecto al
contenido de acido ascorbico la variedad Clemenvilla mostro mayor contenido. Para la
determinacién de la capacidad antioxidante observaron que la capacidad antioxidante
aumentaba como se aumentaba el tiempo de extraccién, teniendo que la variedad
Clemenvilla tenia la mayor actividad antioxidante por el método DPPH (12.2 £ 4.3 mmol
TE/100 g PF). El estudio concluye que la aplicacion de ultrasonidos es un método eficaz
para el proceso de extraccion, de acuerdo con el contenido de compuestos bioactivos,
las caracteristicas fisico-quimicas y la capacidad antioxidante, esta Ultima esta
influenciada por el contenido en flavonoides y el &cido ascérbico (24).



llyas H., Hanif U., Ali A., Hassan Tarar Z., Javed H., Tahir T. Y Rafig M. (2021)
“Potencial Anti-tirosinasa y Anti-oxidante de los Extractos Metandlicos de Partes
Seleccionadas de Citrus bergamiay Ficus carica”.

La presente investigacion tuvo por objetivo, probar in vitro el potencial anti-tirosinasa y
antioxidante en los extractos metandlicos de hojas, cascara y pulpa de los frutos de
Citrus bergamia; y, hojas y frutos de Ficus carica que fueron procesados por destilacion
fraccionada usando acetato de etilo, n-hexano y cloroformo. Los métodos que utilizaron
fueron: para el andlisis de la capacidad antioxidante, la técnica de DPPH y para la
actividad anti-tirosinasa utilizaron tirosinasa de hongo, tampén fosfato y L-DOPA, luego
realizaron las lecturas a 450 nm. En los resultados para la actividad anti-tirosinasa en
las hojas de Citrus bergamia obtuvieron que el extracto metandlico crudo posee un ICs
de 151.3 + 29 pg/mL ,el destilado con hexano: 24.6 + 1.1 pg/mL, el destilado en acetato
de etilo: 6.1 £ 1.2 yg/mL y el destilado con cloroformo: 12.9 £ 1.9 yug/mL, los resultados
anti-tirosinasa en la cascara de Citrus bergamia fueron: para el extracto metandlico
destilado con hexano un ICg, de 142.7 + 21.2 pg/mL, el destilado en acetato de etilo: 4.1
+ 0.3 pg/mL y el destilado con cloroformo: 35.2 £ 5.2 pg/mL, los resultados anti-tirosinasa
en la pulpa de Citrus bergamia fueron: para el extracto metandlico crudo un ICs, de
366.8 + 36.5 pg/mL, el destilado en acetato de etilo: 17.4 + 2.6 pg/mL y el destilado con
cloroformo: 10.6 £ 1.5 ug/mL. Para la actividad antioxidante en los extractos crudos los
resultados fueron los siguientes: para las hojas de Citrus bergamia se obtuvo un ICg,de
192.7 + 28 pg/mL, para la cascara: 125.9 + 4 ug/mL y para la pulpa: 384.2 + 19 ug/mL.
El estudio concluye que los extractos metandlicos crudos y los extractos fraccionados
con hexano, etil acetato y cloroformo para ambas especies poseen actividad
antioxidante y anti-tirosinasa significativa, resaltando el extracto fraccionado con etil
acetato de la ciscara de Citrus bergamia con la inhibicion mas alta de la tirosinasa (25).

Delgado M. (2020) “Evaluaciéon de la Capacidad Antioxidante de los extractos
alcohdlico y acuoso de la Cascara de la Mandarina (Citrus reticulata), en Relacion
a un Medicamento Antioxidante Comercial”. Universidad Politécnica Salesiana
Sede Cuenca. Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de los Recursos Naturales.

El presente estudio es de nivel explicativo y disefio experimental, cuyo objetivo fue:
“Evaluar la capacidad antioxidante de los extractos alcohdlico y acuoso de la cascara
de mandarina (Citrus reticulata), en relacion a un medicamento antioxidante comercial,
mediante técnicas de laboratorio, para una aplicacion en la industria”. Los procesos de
extraccion se realizaron con Alcohol al 96% en relacion 3:1, y agua destilada en relacion
4:1, posterior al andlisis fitoquimico, para determinar la capacidad antioxidante utilizaron
el método de DPPH, teniendo como patron de referencia el acido ascoérbico puro. En
sus resultados obtuvieron un ICgde 122.96 upg/mL para el extracto acuoso y 23.99
pug/mL para el extracto alcohdlico. El estudio concluyd que el extracto acuoso tiene
presencia de taninos y fenoles, en cambio el extracto alcohdlico adicionalmente tiene
flavonoides, para la determinacion de la capacidad antioxidante concluyeron que el
extracto alcohdlico tiene mayor capacidad antioxidante con un porcentaje de inhibicién
de 64.68%, comprobando asi que el extracto etandlico de la cascara de mandarina tiene
una alta capacidad antioxidante, superior a la del medicamento antioxidante comercial,
la Vitamina C (26).



Navia A., Ormachea P., Salcedo L., Lozano M., Tarqui S., Flores Y.y Almanza G.
(2020). “Determinacion del Contenido Fendlico, y Evaluaciéon de la Actividad
Antitirosinasa, y de los indices antioxidantes de Cuatro Variedades de Quinoa
boliviana”. Universidad Mayor de San Andrés UMSA.

La presente investigacion tuvo por objetivo estudiar cuatro variedades de quinua
boliviana: Quinoa Jacha Grano, Quinoa Real Blanca, Quinoa Real Negra y Quinoa Real
Roja, valorizarlas mediante el establecimiento del contenido fendlico, sus indices
antioxidantes y medir la actividad antitirosinasa en cada variedad, la extraccion se
realizd6 con solvente hidroalcohdlico, se aislé, identificd y cuantificé el flavonoide
glicosilado endémico de la quinua (mauritianina) mediante los métodos cromatografico
y espectroscopico, para determinar la capacidad de inhibicion de radicales libres
utilizaron el ensayo de ABTS y para determinar la actividad antitirosinasa utilizaron el
método de tirosinasa fungica. Los resultados que obtuvieron fueron: La inhibicién de la
tirosinasa para la mauritianina fue de 74.73% a 1.67 mg/mL y para la actividad
antioxidante fue de 1141.38 uM Trolox /g, y la fraccién rica fendlica de Quinoa Jacha
Grano mostro 69.89% de inhibicion de la enzima tirosinasa y 569.21 uM Trolox /g de
actividad antioxidante. La investigacién concluye gue las especies en estudio podrian
tener aplicacion en cosmética, dermatologia y en el procesamiento de alimentos (27).

Wuttisin N., Boonmak J., Thaipitak V., Thitilerdecha N. Y Kittigowittana K. (2017)
“Actividad Anti-tirosinasa del Extracto de Cascara de Naranja y Formulacién
Cosmética”. Universidad Mae Fah Luang, Muang, Chiang Rai, Tailandia. Escuela
de Ciencias Cosmeéticas.

La presente investigacion planted los siguientes objetivos: “Determinar la actividad anti-
tirosinasa del extracto etandlico de la cascara de naranja, desarrollar una crema
aclaradora con el extracto y evaluar la satisfaccion de los usuarios”. La extraccion se
realizd con alcohol al 95% en proporcion 1:3, para la determinacién del efecto anti-
tirosinasa utilizaron el método modificado de Chang et al., 2008, teniendo L-Dopa como
sustrato y acido kojico como estandar, se determind la formacion de cromo DOPA,
midiendo la absorbancia a 475 nm. En los resultados obtuvieron que el extracto
etandlico de cascara de naranja poseia actividad anti-tirosinasa con un ICs, de 255.10
pug/mL, siendo menos eficaz que el acido kéjico, se elaboré la crema aclaradora al 2%
p/p, se encontré que la crema de cascara de naranja podria reducir la melanina en un
17.33%, en los estudios de satisfaccion obtuvieron un valor alto con respecto a textura,
capacidad de extension, absorcion e hidratacion, y una satisfaccion moderada en lo que
respecta a olor. El estudio concluye que el extracto de cascara de naranja se puede
aplicar en la industria cosmética para darle mayor valor a los residuos de la naranja (3).



2.2.2. Antecedentes nacionales

Mera E. Y Papuico L. (2020) “Actividad Anti-tirosinasa y efecto fotoprotector del
extracto Etanolico del Tegumento de Dos Variedades de Phaseolus vulgaris L.
Nufia Roja y Negra”. Universidad Norbert Wiener. Lima.

La presente tesis es de caracter experimental empleando el disefio completamente
aleatorio (DCA) cuyo objetivo fue: “Comprobar la actividad anti-tirosinasa y el efecto
fotoprotector del extracto etandlico del tegumento de dos variedades de Phaseolus
vulgaris L. fiufia roja y negra”. Para la preparacion de los extractos se utilizo 7 kilos del
frijol, se separ6 manualmente la cascara después del remojado en 7 litros de agua
destilada, seguidamente la misma fue pulverizada y macerada con una solucién etanol:
agua (80:20) durante 7 dias y la concentracién la realizaron en rotavapor. La
determinacion cualitativa in vitro de la actividad anti-tirosinasa se realiz6 por
cromatografia en capa fina utilizando el método Wangthong et al, teniendo como
estandar acido kéjico y el revelado lo realizaron con soluciones de tirosinasa y tirosina.
Los resultados para el estudio fitoquimico de las dos variedades dieron la presencia de
flavonoides, quinonas, azUcares reductores, alcaloides, polifenoles, lactonas,
leucoantocianidinas y mucilagos. En la prueba de la actividad anti-tirosinasa obtuvieron
que tanto para los extractos etanélicos de fiufia roja y negra y para el acido kajico la
placa observada en un fondo gris-violeta muestra zonas incoloras correspondiente a la
inhibicion de la enzima tirosinasa. El estudio concluye que los extractos etandlicos del
tegumento de las dos especies de Phaseolus vulgaris en estudio, cualitativamente
evidencian inhibicién similar al del acido kojico sobre la enzima tirosinasa (28).

Condo M. Y Quispe J. (2019) “Efecto Anti-tirosinasa de Extractos Metandélico y Etil
Acetato del epicarpio de Citrus sinensis (L.) Osbeck Var. Huando (Naranja)”.
“Universidad Nacional Mayor de San Marcos”. Lima

La presente tesis fue de tipo experimental y prospectiva, donde el objetivo fue: “Evaluar
el efecto anti-tirosinasa de los extractos metandlico y etil acetato del epicarpio de Citrus
sinensis (L.) Osbeck Var. Huando (naranja) sobre la actividad de la enzima tirosinasa
de hongos”. Utilizaron los métodos: espectrofotométrico de referencia y cromatografico.
En los resultados obtuvieron que ambos extractos tenian presencia de flavonoides,
guinonas, alcaloides y polifenoles, en la determinacion cualitativa de la actividad anti-
tirosinasa realizado por cromatografia fina evidenciaron manchas blancas sobre fondo
oscuro, lo que afirma dicho efecto, en la determinacion del porcentaje de inhibicion por
método espectrofotométrico preparados a 5 mg/mL, obtuvieron que el extracto
metandlico tiene 44.3% de inhibicidn de la tirosinasa y el extracto en etil acetato 105.4%
de inhibicion, los valores ICs, del estandar &cido kojico, obtenidos para dichos extractos
fueron de 5.23 mg/mL y 0.023 mg/mL respectivamente. El estudio concluye que tanto
el extracto en etil acetato y el extracto metandlico del epicarpio de Citrus sinensis (L.)
Osbeck Var. huando (naranja) poseen actividad anti-tirosinasa con amplio interés en
tratamientos antimelanogénicos y en la industria cosmética (29).

Ordoiiez E., Reategui D. Y Villanueva J. (2018). “Polifenoles Totales y Capacidad
Antioxidante en Cascara y Hojas de Doce Citricos”. Universidad Nacional de
Trujillo.

El objetivo de esta investigacion es cuantificar los polifenoles totales y valorar la
habilidad antioxidante de las hojas y las cascaras de frutos maduros de doce especies
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de citricos: Lima Dulce, Limén Cidra, Limon Mandarina, Limén Rugoso (Citrus jambhiri),
Limon Sutil, Limén Tahiti, Mandarina Comun, Mandarina Cleopatra, Mandarina Rio De
Oro, Naranja Valencia, Tangelo Y Toronja, para la preparacion de extractos se utilizé
1.5 gramos de muestra en 30 mililitros de una solucién metanol : agua (80:20), que luego
fueron agitados por 24h, filtrados y centrifugados a 10000 rpm/10 min a 4°C. Los
métodos que utilizaron fueron: el método colorimétrico Folin-ciocalteu para cuantificar
polifenoles, para determinar la capacidad antioxidante utilizaron el método de los
radicales DPPH (100 pL de extracto reaccionan con 900 pL de DPPH, se mide la
absorbancia a 515 nm) y ABTS (100 uL de los extractos reaccionan con 900 uL de
radical ABTS* preparado previamente). Los resultados de Citrus jambhiri para la
cuantificacion de polifenoles expresados en g GAE/100 g muestra fueron: para la
cascara: 1.42 + 0.03 y para las hojas: 1.95 + 0.04, los resultados ICsypara la actividad
antioxidante fueron: para la cascara por el método DPPH: 4.26 + 1.23 mg/mL, por el
método ABTS* 247 + 9.1 ug/mL, para las hojas por el método DPPH 1.85 + 0.04 mg/mL
y por el método ABTS*: 234.6 + 7.2 ug/mL. El estudio concluye que las cascaras de las
12 especies de citricos tienen un contenido polifendlico que varia entre 3.22 a 0.79 g
GAE/100 g y un ICs, que vario entre 1.88 £ 0.45y 4.26 = 1.23 mg/mL (DPPH) y de 150
+4.9 a 336 + 15.0 ug/mL (ABTS) (30).

Marreros S. (2018) “Contenido de Polifenoles Totales y Capacidad Antioxidante
de las Flores de Citrus sinensis (naranja), Citrus aurantifolia (lima) y Prunus
pérsica (durazno)”. Universidad Catélica los Angeles de Chimbote.

La presente tesis es de tipo descriptivo, con un nivel de orientacién cuantitativo, cuyo
objetivo fue “Determinar el contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante de
las flores de Citrus sinensis, Citrus aurantifolia y Prunus pérsica”. Utilizaron los
meétodos: Folin-Ciocalteu para determinar polifenoles y el método DPPH para
determinar el potencial antioxidante en el extracto metandlico y acuoso. En los
resultados obtuvieron que la infusién de las flores de Citrus sinensis y Citrus aurantifolia
tienen mayor contenido en polifenoles comparados a sus respectivos extractos
metandlicos y decoccion, teniendo asi: 47.43 + 3.44 mg CE/g PS de las flores de C.
sinensis y 44.67 + 3.88 miligramos de catequina equivalente/g de muestra seca de flores
de C. aurantifolia. En la capacidad antioxidante obtuvieron que el extracto metandlico y
la infusion en Citrus sinensis poseen la mayor capacidad antioxidante con 163.55 + 1.97
mM TE/g de la muestra 'y 162.94 + 6.07 mM TE/g de la muestra respectivamente, y que
la decoccion en Citrus aurantifolia posee la mayor capacidad antioxidante con 208.55 +
9.24 mM TE/g de la muestra. El estudio concluye que se encontr6 concentraciones
considerables de polifenoles tanto en las infusiones, decoccion y extractos metandlicos,
del mismo modo, comprobaron que las flores de las especies estudiadas poseen buena
habilidad para inhibir radicales libres, lo que genera interés para seguir estudiando
individualmente los compuestos (31).

Cruz X. (2017). “Determinacion de la Accion in vitro del Extracto Metandlico de
Cedron (Lippia Citriodora) Sobre Células de Melanoma Inhibiendo la
Melanogénesis y Sobre la Actividad in vitro de la Enzima Tirosinasa Sobre el
Sustrato L-tirosina”. Universidad Catélica Santa Maria. Arequipa.

El objetivo de la presente tesis fue “Determinar la accion in vitro del extracto metandlico
de cedroén (Lippia citriodora) sobre células de melanoma inhibiendo la melanogénesis y
sobre la actividad in vitro de la enzima tirosinasa sobre el sustrato L-Tirosina”. El método
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utilizado para evaluar la cinética con y sin extracto de cedron fue la espectrometria a
280 nm. En los resultados se obtuvo que el extracto metandlico de cedrén no es
citotoxico, a pesar de ello, no presento actividad inhibitoria significativa. El estudio
concluyd que el extracto metandlico de cedron (Lippia citriodora) a una concentracion
de 40 pg/mL logré una mejor inhibicion de la actividad de la enzima tirosinasa
comparado a las otras concentraciones (32).

2.2.3. Antecedentes locales
Del Castillo K. (2024). “Actividad Inhibitoria in Vitro sobre la Enzima Tirosinasa y
Actividad Antioxidante del extracto metandlico de Origanum vulgare L.
Universidad Nacional De San Antonio Abad Del Cusco.

La presente tesis fue de disefio cuasi-experimental, transversal y prospectivo, donde el
objetivo fue: “Determinar la actividad inhibitoria in vitro sobre la enzima tirosinasa y la
actividad antioxidante del extracto metandlico de Origanum vulgare L. (orégano)’.
Utilizaron los métodos: El método Folin-Ciocalteu para la cuantificacion de polifenoles,
para la determinacion de la inhibicién de la enzima tirosinasa utilizaron el método de
espectrofotometria, teniendo como patron acido kojico 10 mM, el método DPPH para la
determinacién de la actividad antioxidante, utilizando como patrén trolox. En los
resultados obtuvieron presencia de compuestos fendélicos en una concentracion de
71.37 pg/mL, observaron mayor solubilidad en solventes de caracter polar, para la
actividad antioxidante obtuvieron un ICs, de 310 pg/mL, para el porcentaje de inhibicion
de la enzima tirosinasa obtuvieron un ICs, de 351.43 pg/mL. El estudio concluye que el
extracto metanélico de Origanum Vulgare L. (Orégano) presenta actividad antioxidante
y actividad inhibitoria de la enzima tirosinasa (33).

Urrunaga M., Del Carpio C., Gutierrez R. Y Tomaylla C. (2023). “Propiedades
Fisicoquimicas, Composicién Quimica y Actividad Antioxidante del Aceite
Esencial de Citrus jambhiri (Limén Rugoso)”. Universidad Nacional De San
Antonio Abad Del Cusco.

La presente investigacion plante6 como objetivo, extraer el aceite esencial de la
cascara del fruto del limén rugoso (Citrus jambhiri ) mediante el método de “Destilacion
por arrastre de vapor de agua”, para luego cuantificar los principales componentes
mediante “Cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas” y determinar
la actividad antioxidante por inhibicion del radical DPPH. En sus resultados vy
conclusiones: obtuvieron 0.72% de rendimiento en la extraccion del aceite esencial de
Citrus jambhiri, y en la cuantificacion se obtuvo mayoritariamente monoterpenos
hidrocarbonados en un 76.5%, monoterpenos oxigenados en un 15 % y 2.8% de B-
cariofileno un sesquiterpeno hidrocarbonado, las propiedades fisicoquimicas obtenidas
a 20°C fueron: un indice de refraccion de 1.472 £ 0.01; una densidad de 0844 g/mL *
0.02; y un pH de 4.7 £ 0.01. Para el efecto antioxidante determinaron un ICs, de 99.8 +
5.6 mg/mL (34).

2.3. Estado de la cuestion

En el &mbito internacional el género Citrus, a lo largo del tiempo, gracias a numerosos
estudios esta generando mucho interés por sus propiedades biol6gicas y nutritivas,
principalmente por ser poseedores de compuestos bioactivos como son las vitaminas,
fibra, compuestos fendlicos, carotenoides, antocianinas, flavanonas y &cido
hidrocinamico (35). En los ultimos afios ha cobrado importancia la reutilizacion de los
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residuos citricos, como fuente de metabolitos secundarios, la cascara de los frutos de
este género debido a su alto contenido en polifenoles, flavonoides y terpenos son una
fuente natural de antioxidantes (30). El aceite esencial de cascaras de citricos es una
importante sustancia biol6égicamente activa que contiene de decenas a cientos de
compuestos bioactivos con caracteristicas que promueven la salud (36). La especie
Citrus jambhiri Lush., no es la excepcion, los ultimos afios ha cobrado importancia
principalmente por los beneficios del aceite en la cascara del fruto, de la cual se ha
comprobado su actividad antioxidante y actividad antibacteriana (37). Aunque no se
encontraron estudios especificos sobre la actividad anti-tirosinasa de Citrus Jambhiri
Lush.

En el ambito nacional, existe una variada produccion, donde por varias generaciones se
ha cultivado citricos, en la amazonia, en los valles costeros peruanos, dentro de los
cuales esta Citrus jambhiri Lush. (limoén rugoso) (34). Tras una investigacion bibliografica
se pudo encontrar que la investigacion en residuos citricos, incluyendo Citrus jambhiri
Lush., aungque escasa, ya se viene dando en nuestro pais, predominando la
determinacion de la actividad antioxidante y la cuantificacion de polifenoles.

En el ambito local, la especie Citrus jambhiri Lush. se cultiva en los Valles cusquefios,
como Yanatile y Toctohuaylla. Al realizar revision bibliografica se encontré que ya se
viene abordando investigaciones en los residuos de este género, para Citrus jambhiri
Lush. se encontr6 la determinacion de las propiedades fisicoquimicas, composicion
quimica y actividad antioxidante del aceite esencial (34).

2.4. Bases tedrico-cientificas
2.4.1. Especie vegetal: Citrus jambhiri Lush.

2.4.1.1. Clasificacion taxonémica

Los citricos pertenecen a la familia de las rutaceas (Orden terebintales), que abarca
numerosas especies, alrededor de 1600, la mayor parte de ellas lefiosas. Una de las
caracteristicas de estas plantas son las glandulas secretoras oleiferas de los frutos que
contienen esencias muy aromaticas (21). El limén es de origen hibrido, donde
probablemente el padre sea un cidrén con cruce con alguna planta desconocida. El
cruce de cepas de limones da descendencia con caracteristicas de los arboles tales
como el Citrus jambhiri Lush., que es un hibrido entre Citrus médica y Citrus reticulata,
esta especie es a menudo utilizado como patrén resistente para otros citricos, se
caracteriza por su corteza aspera y rugosa (38).

- Reino: Plantae
- Divisién: Angiospermas (Magnoliophyta)
- Clase: Dicotiledoneas (Magnoliopsida)
- Subclase: Rosideas (Rosidae)
- Orden: Terebintales o Sapindales
- Familia: Rutaceae
- Subfamilia: Auranzioideas (Citroideae)
- Tribu: Citreae
- Genero. Citrus
- Especie: C. jambhiri
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2.4.1.2. Descripcion morfologica
El arbol es alto y muy ramificado, provisto de abundantes espinas. Los frutos son de
morfologia diversa, pero en general presentan un cuello en corona y un mamelén apical
con aureola ligeramente deprimida, de cdscara dura, rugosa y aromatica, la pulpa es
escasa y acida, estas caracteristicas son mas evidentes en los frutos maduros, el color
varia de acuerdo al estado de maduracion desde verde (1), verde amarillo (2 y 3) a
amatrillo (4) (Figura 1) (39).

FIGURA 1: Fruto de limén rugoso en diferentes estados de maduracion

Fuente: Citricos Paraguay. Limon rugoso [Fotografias]. Facebook.
https://web.facebook.com/citricosparaguay

2.4.1.3. Origen, distribucidon geografica y habitat

La historia de los citricos es milenaria, se sabe que la mayoria de especies son
originarias de regiones subtropicales y tropicales del este de Asia, concretamente de
china y el archipiélago malasio (21).

Al dia de hoy ninguna de las especies citricas cultivadas es conocida en estado silvestre,
ya que son producto de la seleccion y domesticacion por el hombre desde tiempos
antiguos. Las especias citricas se extendieron por el mundo conforme avanzaban los
descubrimientos y conquistas (39).

Se cree que hace 4000 afios a. C. el cidro (Citrus médica) ya se conocia en Egipto y
Mesopotamia. Se sabe con certeza que los griegos conocian el cidro como Cedrus. En
los testimonios escritos mas antiguos de china se encuentran referencias del Kumquat,
pomelos y una especie parecida a la mandarina, la que hoy en dia es conocida como
Cheng Tzu. En otros testimonios también de China, se describen 27 variedades de
naranjas dulces, naranjas amargas y mandarinas. 800 afios a. C. En la India se describe
a los cidros y limoneros como Jambila o Jambira. Teofrasto lo menciona en su libro: “El
origen de las plantas”. Uno de los primeros en hablar de Citricos fue Virgilio en las
Georgicas, en donde llama al cidro “fruta de la Media” (21).
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TABLA 2: Origen, distribuciéon geografica y habitat del género Citrus

HECHOS MAS IMPORTANTES

SIGLO | Plinio escribe sobre los citricos en “Historia natural”.

El cidro es el primer citrus conocido en Europa, llevado por los
soldados de Alejandro, el cual fue utilizado por su aroma y como
repelente de polillas.

SIGLO I El limon llega a Europa, este nombre actual deriva de la palabra
limum, un término introducido, por los arabes.

SIGLO VI En Japdén se encontrd referencias de los citricos que describian el
cultivo y sus usos, en los escritos Kojiqui y Nihon Shoko.

SIGLO IX-X La naranja agria es conocida en Europa, naranja deriva del termino
arabe nareng.

SIGLO XIV La naranja dulce llega a Italia, desde el cercano Oriente, y a Portugal
desde la India.

SIGLO XVI En el continente americano, estas plantas empiezan a difundirse, en
Florida y mas tarde en California.

SIGLO XVIII Linneo define el género Citrus en su texto fundamental “Species
plantarum”.

Los citricos se han difundido ya por todos los paises islamicos

ACTUALIDAD | Los citricos se difunden en el mediterraneo, las costas Asiaticas,
Africa y las zonas de Europa y varias zonas de América, como
México, Florida y Brasil.

Adaptado de Aldo Colombo “Cultivar citricos ornamentales y de fruto” (21) y Jorge Le6n
“Fundamentos botanicos de los cultivos tropicales” (39)

2.4.1.4. Aspectos bioquimicos y composicion quimica

El extracto obtenido por agitacion con soluciébn metandlica de la cascara del
limén rugoso proveniente de Huanuco-Peru reporto presencia de polifenoles
equivalentes a 1.42 + 0.03 gramos equivalentes a acido galico por 100 gramos
de muestra (30).

El aceite esencial de la cascara de Citrus jambhiri Lush. (Limon rugoso), presenta
variaciones en su composicién dependiendo de las zonas geograficas de las que
proceden; sin embargo, el limoneno estd posicionado como el principal
componente (40, 41).

En frutos cultivados en nuestra region el aceite esencial de la cascara presenta
la siguiente composicion: linalool con 4.1%; citronelal con 4.9%; E- B-ocimeno
con 5.6 %; B-pineno con 25.1% vy el limoneno con 37.7%. En menor
concentracion se encuentran a-pineno, mirceno, a-terpineno, Z- $-ocimeno, y-
terpineno, geranial, terpinen-4-ol, eugenol neral, B-cariofileno y acetato de
citronelila (34).
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2.4.1.5. Usos tradicionales y medicinales

Citrus jambhiri Lush. al ser un hibrido resultante del Cidro, ha sido valorado
principalmente por su aroma, y es utilizado como patrén para injertar gracias a
su resistencia al virus tristeza de los citricos y su adaptabilidad en suelos
arenosos, profundos, salinos y en temporadas de sequia (39, 40).

En una encuesta realizada en el pais vecino de Ecuador el afio 2023, los
encuestados refirieron utilizar los limones, incluido el limén rugoso, en jugos,
curtidos, desinfeccién de herramientas, infusiones, y la corteza como saborizante
(42). Del uso tradicional en nuestro pais no se encontré referencias
documentales; sin embargo, los duefios del predio donde se recolecto la muestra
para este estudio, refirieron comer directamente la fruta madura, utilizar el zumo
del fruto verde para hacer refrescos, infusiones para el resfriado, agregarlo en
ensaladas y como repelente contra los mosquitos frotando el fruto partido por la
mitad en rostro, brazos y pies.

2.4.2. Piel y melanogénesis

2.4.2.1. Anatomiay fisiologia de la piel

La piel es uno de los 6érganos mas importantes, en primer lugar debido a su
tamafo, en un individuo promedio abarca alrededor del 6% de su peso corporal
y tiene un espesor de 2.2 mm en promedio y segundo debido a las diferentes
funciones que cumple, como es proteger al organismo del ambiente externo y
facilitar la comunicacién con el mismo, evitar la pérdida de fluidos corporales,
proteccion de los rayos UV, microorganismos Yy téxicos, sintesis de vitamina D,
termorregulacion, excrecion de sustancias a través de las glandulas, transmisién
de la informacion sensorial, la mecanorecepcién, en otras, todo ello gracias a los
diferentes constituyentes celulares y a los anexos cutaneos (43,44).

Estructuralmente la piel esta conformada por 3 capas superpuestas (Figura 2):

1. Epidermis.- Es la capa més externa, de caracteristica avascular, conformada
por un epitelio plano poliestratificado y queratinizado, los tipos celulares mas
frecuentes son los queratinocitos, los melanocitos, células de Langerhans y las
células de Merkel, 2. La dermis.- La capa intermedia, también conocida como
Corion, es vascularizada y esta conformada por tejido conectivo con gran
cantidad de fibras de colageno y elastina producidas por los fibroblastos, ahi se
encuentran las células de Merkel y los anexos cutaneos, esta capa estéa dividida
en dermis papilar y dermis reticular, 3. Hipodermis.- Es la capa mas interna,
conocida como tejido subcutaneo, es el nexo de union con los érganos internos,
esta constituida por tejido conectivo laxo, donde predominan los adipocitos (43,
44, 45, 46).
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FIGURA 2: Capas de la piel y anexos cutaneos
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Fuente: Julio Sepulveda Saavedra: Texto Atlas de Histologia. Biologia Celular y Tisular (44).

2.4.2.1.1. Epidermis

La epidermis es la capa mas superficial, cuenta con la mayor cantidad de células y una
dindmica de recambio excepcional, predominan los queratinocitos en fases progresivas
de diferenciacion que se desplazan de adentro hacia afuera, conformando los 4 estratos:
estrato corneo, estrato granuloso, estrato espinoso y estrato basal (43) (Figura 3).

FIGURA 3: Capas de la epidermis

== 7T |STRATUM
y CORNEUM

" ol |GRANULAR

Dead ~ > N ' @ |CELLLAYER
keratinocyte E 2 3 > & 2 43 - ool —
< < @ P L o ¢
. P E— - 0 SPINOUS
Keralinocye— ¢ @ © @ © @© ¢l [LaveR
i (BPRC S 1 . . " :. |
1 = ... I . [] 1 ,‘I. ;
5 i * |J+———Langerhans
Melanin el LB cell
‘®. o | /N0
g L
0 < [_e\s;'
Melanocyte — o g [
. ° L . ||
‘ . Merkel cell

Basal lamina—-

Fuente: Daniela Estrada: Desarrollo del Sistema Tegumentario (47).
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a. Estrato corneo

Es el estrato mas superficial y mas ancho de la epidermis, que ademas es el mas
variante en grosor. Constituye la primera linea de defensa de la piel, con una funcién
barrera frente a agresiones del medio externo. Est4 formada por entre 20 a 30 capas
corneocitos (células muertas, aplanadas, escamosas y sin nucleo). En este estrato se
diferencian 2 subcapas, la capa cornea compacta (la mas profunda, es densa y
cohesiva) y una capa laxa (la menos cohesiva que al hacerse mas externa se
descamara) (43).

b. Estrato lucido

Selectivamente estan presentes en la palma de los pies y de las manos, poseen de 2-3
capas de queratinocitos diafanos que carecen de nucleo, aplanados y con el citoplasma
lleno de eleidina, precursor de la queratina. Tiene la funcién principal de evitar la salida
o entrada de agua (43).

c. Estrato granuloso

Este estrato esta conformado por 3-5 capas de células romboidales aplanadas, en forma
de diamante y toscamente granular (queratobialina y granulos lamelares), es aqui donde
inicia el proceso de queratinizacion. Los granulos lamelares vierten hacia el espacio
extracelular una especie de pegamento que estéa constituida por glicolipidos, fosfolipidos
y ceramidas que mantiene las células unidas y forman la probarrera lipidica (43).

d. Estrato espinoso o de Malphigio

Esta constituido por 8-10 capas de células espinosas irregulares y poliédricas, que estan
unidas por proyecciones citoplasmaticas y con puentes intercelulares (desmosomas).
En este estrato se encuentran también las células dendriticas (43).

e. Capa basal o estrato germinativo

Es la capa mas profunda de la epidermis, esta separada de la dermis por la lamina basal
y anclada a la misma por hemidesmosomas. Es una capa monoestratificada de células
cubicas o cilindricas, con un nucleo grande. En esta capa se encuentran las células
madre indiferenciadas, células postmitoéticas, células comprometidas, células de Merkel,
con funcién sensorial y los melanocitos (43).

2.4.2.2. Melanocitogénesis

Los melanocitos son células dendriticas (Figura 4) que se originan en la cresta neural,
un grupo de células ubicadas a nivel del tubo neural, especificamente los melanoblastos,
estos migraran a diferentes tejidos como, la piel, los ojos, leptomeninge y los foliculos
pilosos una vez que se cierra el tubo neural. Todo este proceso de migracion de los
melanocitos, para que lleguen a su respectivo sitio, requiere de estimulos por parte de
una serie de mediadores, entre ellos el ligando KIT o factor de células madre (SCF), que
se unird a su receptor KIT, el que a su vez esta acoplado a tirosina quinasa, conllevando
a la autofosforilacion de la misma, y llevando a cabo una serie de respuestas celulares
que generara la expresion del factor de transcripcion inductor de melanocitos (MITF),
que a su vez estimulard la melanogénesis, la diferenciacion, proliferacion y
supervivencia de los melanocitos. Otros mediadores son el WNT, la endotelina 3 y el
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MSH-a que se une al receptor de melanocortina I, que por medio del segundo mensajero
AMP ciclico activara el MITF (Figura 5) (43,45,46,48).

FIGURA 4: Estructura del melanocito

a 4%

Fuente: Garcia Dorado, P. Alonso Fraile: anatomia y Fisiologia de la piel (43).

Una vez finalizado todo el proceso de migracion, los melanocitos estaran ubicados en
sus respectivos sitios. En la piel, estan ubicados en la epidermis, a nivel del estrato basal
y emiten una serie de prolongaciones o dendritas hacia los queratinocitos, es a traves
de estas dendritas por las que los queratinocitos adquiriran la melanina que protege el
ADN de los rayos UV y es producida en los melanosomas (48).

FIGURA 5: Vias de transduccién de sefiales y factores de transcripcién que contribuyen
a la diferenciacion de melanocitos

Fuente: Bolognia J., Schaffer J. y Cerroni L. Dermatology (48).
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2.4.2.3. Melanogénesis
La sintesis de melanina ocurre en los melanosomas, organelas celulares semejantes a
los lisosomas, es aqui donde se dard la sintesis, depdésito y transporte de la melanina.
Hay 4 estadios en el desarrollo de los melanosomas (Figura 6):

Estadio | (premelanosomas): son vesiculas redondas pequefias que tienen una matriz
fibrilar amorfa, no hay depdésito de melanina (48,49).

Estadio Il: Los melanosomas tienen una forma oval y una matriz fibrilar estructurada
constituida por glicoproteinas (PMEL17, MART-1), la tirosinasa esta presente y tienen
una actividad alta, pero no se ha iniciado la sintesis de melanina, para la maduracion de
los melanosomas es necesario que aumente el pH intramelanosémico de 5 a 6.8 el cual
depende la proteina “P” que actua como bomba de protones (48,49).

Estadio Ill: Los melanosomas tienen una forma oval, es aqui donde inicia la produccion
de melanina, la actividad de la tirosinasa es alta, el melanosoma polimeriza y deposita
la melanina en las proteinas fibrilares (48,49).

Estadio 1V: El melanosoma es de forma oval, se pierde la actividad enzimatica de la
tirosinasa, hay un gran depdsito de melanina que es transportado a los queratinocitos
circundantes a través de los elementos del citoesqueleto (48,49).

Conforme el melanosoma va migrando de la regién perinuclear hacia las dendritas de
los melanocitos, requiere de las proteinas kinesina y dineina. Una vez en la membrana
se debe unir a esta, para ello sera necesaria el complejo miosina Va, Rab27a,
melanofilina y finalmente la transferencia de la melanina de las dendritas a los
gueratinocitos se llevara a cabo por fagocitosis (48).

FIGURA 6: Etapas de desarrollo de los melanosomas
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features Vs

Fuente: Cichorek M., Wachulska M.,Staciewicz A., y Tyminska A. Skin melanocytes: biology
and development (49).

La melanogénesis es una serie de reacciones enziméticas que ocurre en los
melanosomas, donde intervienen la tirosinasa, la TRP-1 y la TRP-2, principalmente en
los estadios 2 y 3 es donde existe una alta actividad de la enzima tirosinasa, la cual
influye sobre la produccion de los distintos tipos de melanina, la eumelanina se obtiene
por la ruta del dopacromo y la feomelanina se obtiene por incorporacion de derivados
sulfatados por una via anabdlica (Figura 7). El melanocito en sus dendritas posee
granulos de melanina que tienen confinada a la enzima tirosinasa (28,50).
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La pigmentacion

melanica esta predeterminada genéticamente, es regulada y

estimulada por diversos factores quimicos y la radiacion UV. La MSH-a estimula la
actividad de la tirosinasa, TRP-1y TRP-2 al unirse a un receptor transmembrana de los
gueratinocitos (melanocortina - 1), y de esta forma aumenta la melanogénesis (50).

FIGURA 7: Via biosintética de la melanina
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Fuente: Bolognia J., Schaffer J. y Cerroni L. Dermatology (48).

2.4.2.4. Alteraciones en la pigmentacion cutanea
Las alteraciones en la pigmentacion de la piel, pueden deberse a una disminucién
(hipomelanosis) o elevada (hipermelanosis) produccién de melanina.

2.4.2.4.1. Principales hipercromias

TABLA 3: Principales hipercromias

Hipercromia

Caracteristicas y Causas

Efélides, pecas o
manchas del verano

Son manchas pardas pequefias, menores a 0.5 cm. Aparecen por
exposicion al sol.

Melasma

Hiperpigmentacién que se asienta fundamentalmente en el rostro, es
frecuente en mujeres en edad fértil y se agrava por exposicién solar,
uso de anticonceptivos y cosméticos.

Dermatitis por
fotocontacto

Lesiones pardo-rojizas por exposicion al sol de zonas de aplicacién de
perfumes que contienen furanocumarinas.

Manchas seniles

Aparecen por la edad en la piel expuesta al sol por afios.

Hipercromias por
farmacos

Por el uso de psoralenos, anovulatorios, antidepresivos triciclicos,
sulfonamidas, antidiabéticos con sulfoniluria, diuréticos tiacidicos,
tetraciclinas y edulcorantes artificiales, etc.

Hipercromias
posinflamatorias

Hiperpigmentacion residual resultado de una lesion o enfermedad de la
piel, por ejemplo acné, quemaduras y depilacion a la cera.

Adaptado de Lemmel-Sustancias despigmentantes y métodos de aclaramiento del color de la

piel (1).
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2.4.3. EFECTO ANTI-TIROSINASA
2.4.3.1. Enzimatirosinasa

Esta enzima esta conformada por 519 aminoéacidos y puede ser obtenida de multiples
fuentes como: plantas, hongos, bacterias y mamiferos (28).

La tirosinasa es una cuproproteina que cataliza la biosintesis de los pigmentos de
melanina, los cuales determinan la coloracion de la piel, el cabello y los ojos, asi como
el pardeamiento de los alimentos, esta enzima es de gran importancia médica y
cosmetica, ya que, a diferencia de otras enzimas, esta al enlazarse a dos atomos de Cu
a través de los dominios ricos en histidina regula directamente la cantidad de melanina
producida (11,27,28).

La sobreexpresion de la enzima tirosinasa puede ocasionar alteraciones en el
organismo, como la produccion desmedida e innecesaria de melanina, esto a su vez
produce desordenes y/o patologias en la pigmentacién cutanea, desde simples
cuestiones estéticas hasta trastornos clinicos como el melanoma humano (32).

Activacion de la tirosinasa: La PKC-B es una proteina quinasa que regula la
biosintesis de melanina, en su forma activada estd asociada a la membrana
melanosomal en los melanocitos. La fosforilacion de tirosinasa parece conducir a la
formacion de complejos entre tirosina y TRP-1 esto a su vez ocasiona que la tirosinasa
sea mas estable y por lo tanto aumenta su actividad sobre los melanocitos (28).

2.4.3.2. Inhibicién enzimatica
2.4.3.2.1. Cinética enzimética
En una reaccién espontdnea el sustrato pasa a ser producto de forma natural,
ocurriendo bajo determinadas condiciones, pero de forma gradual.

En una reaccion catalizada por enzimas, la velocidad de conversién del sustrato en
producto varia significativamente, la cinética enzimatica estudia esta velocidad, la cual
se ve afectada por la concentracion de sustrato, las propiedades del catalizador
(enzima) y la temperatura. Inicialmente la enzima en estado libre [E] se une al sustrato
[S] creando una nueva via de reaccién [ES] (51).

Espontaneo Catalizado
S—P E+S = ES — E+P
Vinculante Catdlisis

La velocidad de esta reaccion catalizada por enzimas esta descrita por la ecuacion de
Michaelis-Menten, donde se relaciona la velocidad inicial (v;), la concentracion de
sustrato [S]y 2 parametros: K, Y V4. DOnde:

_ Vmax [S]
" T K + 5]

* Vaxt Es la velocidad maxima que se puede alcanzar a una concentracion
infinita de sustrato.

= K,,: Es la concentracion de sustrato necesaria para alcanzar la mitad de la

Vmax '
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La constante de Michaelis-Menten “ K,,,” describe la afinidad de la enzima por el sustrato.
Por consiguiente, si la afinidad de la enzima por el sustrato es alta conducira a un valor
de K,, bajo, y viceversa (Figura 8).

FIGURA 8: Representacion grafica de la ecuacion de Michaelis-Menten
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Fuente: Lopez J. y Garcia F. Los 4 mosqueteros de la cinética enzimatica (51).

2.4.3.2.2. Factores que influyen en la cinética enzimatica

Las propiedades cataliticas de las enzimas estan influenciadas por diversos factores,
los cuales deben optimizarse y controlarse para que al medir su actividad estas sean
utiles y reproducibles. Se tiene asi:

Factores fisicos como la presién y temperatura.

Factores quimicos de la solucion como el pH.

Concentracion de los sustratos, coenzimas, cofactores e inhibidores relevantes.

El papel de las coenzimas y cofactores es aceptar o donar electrones en una
reaccion o estabilizar el sustrato durante la reaccién por un periodo de tiempo.
Dependiendo del tipo de interaccién tenemos: 1.- Las coenzimas solubles, que se
unen a la enzima durante la reaccién, cambian su estructura quimica, se liberan y
con una segunda reaccién independiente recuperan su estructura original. 2.- Los
grupos prostéticos, son coenzimas que estan unidas fuertemente a la enzima
durante la reaccion, la parte asociada una vez que se libera el primer producto se
transfiere a una segunda reaccion. 3: Los iones metalicos, sirven también como
cofactores, estabilizan el sitio activo de una enzima, polarizan enlaces quimicos
dentro del sustrato facilitando la catélisis o participan en reacciones de Oxido-
reduccion.

2.4.3.2.3. Cinética de la inhibicién enzimética

La inhibicién enzimética puede ser reversible o irreversible (Figura 9).

a.

Inhibicién reversible: De acuerdo a la forma y el lugar de unién a la enzima se
clasifica en:

Inhibicion competitiva. - El inhibidor quimicamente tiene una estructura similar al
sustrato y ambos compiten por unirse a la enzima, el inhibidor se une a la enzima

23



en su sitio activo, desplazando al sustrato reversiblemente, disminuyendo asi el
namero de moléculas disponibles de enzima. En la cinética de inhibicion competitiva,

la reaccion podria alcanzar su V,,,, normal, pero se necesita una mayor

concentracion de sustrato, dicho de otra forma: El V,,,, no varia, pero la K,
aparente es mayor (52).

¢ Inhibicién no competitiva. — El sustrato y el inhibidor pueden estar unidos a la enzima
simultdneamente; sin embargo, el inhibidor lo hace en otro sitio de la enzima,
evitando asi la accién catalizadora de la enzima, disminuyendo el nimero de
moléculas funcionales de la enzima. En la cinética de inhibicibn no competitiva, la
reaccion no puede alcanzar su V},,,, sin importar cuanto sustrato se agregue (52).

b. Inhibicion irreversible: El inhibidor se une a la enzima en cualquier sitio, mediante
enlaces covalentes, de forma irreversible.

FIGURA 9: Cinéticas de la inhibicion enziméatica

Enzima
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Inhibidor no competitivo
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Concentracion del sustrato

Fuente: Khan Academy. Fundamentos de las gréaficas de Cinética Enzimatica (52).

2.4.3.3. Inhibidores de la enzima tirosinasa
Los inhibidores de la tirosinasa tienen un buen potencial tanto dermatolégico, como en
el procesamiento de alimentos, por lo que pueden ser clinicamente utiles para el
tratamiento de algunos trastornos dermatoldgicos asociados a la hipermelanosis (27).

A. Farmacos despigmentantes

Dentro de los farmacos con propiedad aclaradora de la piel, estdn en primer lugar la
hidroquinona, que disminuye la hipermelanosis de distintas formas, que se explican a
continuacion: 1.- Inhibe la tirosinasa a través de los enlaces covalentes de la histidina,
2.- Interacciona con el cobre del sitio activo, 3.- Inhibe la sintesis de ADN y ARN , 4.-
Altera la estructura, formacion y funciones del melanosoma, 5.- Induce efectos
necroéticos sobre el melanocito y 6.- Disipa la formacion de glutation de las especies
reactivas de oxigeno, compitiendo por la oxidacion de la enzima tirosinasa en los
melanocitos. Sus dosis se limitan generalmente a concentraciones del 2% debido a su
citotoxicidad y efectos colaterales como la hipomelanosis perenne o amelanosis. Otros
farmacos de uso limitado debido a sus desventajas son la arbutina que es usado al 1%,
el &cido kdjico usado en 1-3% y la L-mimosina (11,28).
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B. Inhibidores naturales

1) Inhibidores de latirosinasa aislados a partir de hongos: 1.- El &cido azelaico es
producido por la accién de la levadura Pityrosporum ovale, que lipoperoxida los
acidos grasos libres y cis-esterificados, este compuesto inhibe competitivamente a
la tirosina, se une a los grupos aminos o carboxilicos del sitio activo de la enzima,
interfiere en la sintesis de ADN y en la actividad de las mitocondrias de los
melanocitos hiperactivos y anormales. 2.- El acido kéjico es producido por el
metabolismo de varias especies de Aspergillus y Penicillium, inhibe la tirosinasa
quelando el Cu del sitio activo de la enzima. 3.- La metalotioneina proviene del
Aspergillus niger, quela el cobre en el sitio activo de la tirosinasa. 4.- La agaritina
procedente de Agaricus bisporus, inhibe competitivamente la L-tirosina y no
competitivamente la L-DOPA (11).

2) Polifenoles: Estos compuestos son conocidos como sustratos de tirosinasa, son
metabolitos secundarios producidos por la mayoria de especies vegetales, de las
cuales se han aislado el kaempferol, quercetina, kurarinona y kushnol, estos
inhibidores potentes quelan el cobre en el sitio activo de la enzima. Un grupo de
interés son los flavonoides que potencian la actividad anti-tirosinasa, esto puede
explicarse debido a que poseen un grupo a-ceto que tiene similitud con los grupos
dihidroxifenilos del L-DOPA; ademas, los flavonoides captan radicales libres,
evitando la peroxidacion de los lipidos por accién de la radiacion UV. Otros
compuestos de importancia son los galatos, como el &cido galico, que evita la
oxidacién de la L-DOPA y puede actuar como sustrato al oxidarse antes que la L-
DOPA (11,28).

3) Aldehidos y compuestos relacionados: Su mecanismo de accion puede
sustentarse debido a que forman una base de schiff con un grupo amino primario
de la enzima, entre los mas importantes estan: anisaldehido, (2E)-alquenales,
transcinamaldehido, el acido cimico, 2-hidroxi-4-metoxibenzaldehido, el acido 3,4-
dihidroxicinamico, cuminaldehido y el acido 4-hidroxi-3-metoxicinamico (11).

Otros compuestos aislados de fuentes naturales son los triterpenos pentaciclicos y
derivados de N-trans-feruloiltiramina (11).

C. Inhibidores de origen sintético

Entre los inhibidores de origen sintético se tiene: 1.- Rucinol: Es un derivado del
resorcinol que posee alta tolerancia y carece de citotoxicidad, la concentracion
recomendada es de 0.3% (28). 2.- La Hidroxilamina, los tioles, los acidos arométicos
carboxilicos, la N-ciclopentil-N-nitrosohidroxilamina, son compuestos donde los grupos
nitroso o hidroxilo interaccionan con el cobre del sitio activo inhibiendo la enzima. 3.- La
cisteina y los acidos carboxilicos aroméaticos inhiben de forma no competitiva,
competitiva, mixta o acompetitivamente dependiendo del método usado o de la
naturaleza que tenga el inhibidor. Otro grupo de compuestos conocidos como
inhibidores de acoplamiento lento son la tropolona y el &cido m-cumarico (11).

2.4.4. EFECTO ANTIOXIDANTE

2.4.4.1. Radicales libres
Los radicales libres son moléculas producto del metabolismo celular, se caracterizan por
que en el orbital externo de su estructura atébmica tienen un electron desapareado, lo
que le otorga una alta inestabilidad, reactividad y vida efimera. Estas moléculas tienen
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la capacidad de reaccionar inespecificamente con diversas moléculas que conforman la
célula, por ejemplo los carbohidratos, las proteinas, los lipidos, los &cidos nucleicos y
derivados de todos ellos (53).

2.4.4.2. Antioxidantes
Los antioxidantes pueden impedir o retrasar la oxidacién e incluso mitigar los efectos
perjudiciales producidos por los radicales libres (54). Los compuestos antioxidantes se
clasifican en dos grandes grupos:

- Antioxidantes enziméticos. — En este grupo estan las enzimas primarias (glutation
peroxidasa, catalasa y superéxido dismutasa) y secundarias (glucosa-fosfato-
deshidrogenasa y glutation reductasa), estas enzimas apoyan a los demas antioxidantes
enddgenos (54, 55).

- Antioxidantes no enzimaticos. — Son obtenidas de las fuentes dietéticas, estan los
polifenoles (&cidos fendlicos y flavonoides), las vitaminas, los carotenoides, los
minerales y los organosulfurados (54, 55).

2.4.4.3. Métodos para la determinacion de la capacidad antioxidante
= Método DPPH

Este método es muy usado para determinar la capacidad antioxidante de muestras
vegetales, esta basado en el viraje de coloracién de un violeta intenso a una coloracién
amarilla, quimicamente esta viraje de color se da gracias a la aceptacion de un electron
o atomo de hidrégeno por la molécula 1,1-difenil-2-picrilhidrazina en solucién metandlica
de una solucion antioxidante, el cambio en la coloracion es un indicador de actividad
antioxidante, el cual se puede medir en el espectrofotémetro a 517nm (56).

= Método ABTS

El cation radical ABTS+ es generado quimicamente por la interaccion del reactivo ABTS
con persulfato potasico, manifestandose asi una coloracion verde-azulada intensa, que
al reaccionar con compuestos antioxidantes disminuye la intensidad del color. Este
método tiene muchas ventajas, ya que ademas de que el catién radical es soluble en
medios apolares y polares, evalla antioxidantes lipofilicos e hidrofilicos, no es afectado
por la fuerza iénica y es el método mas indicado en muestras coloreadas, reduciendo
las posibilidades de interferencias (56).

2.4.5. Metabolitos secundarios: extraccion e identificaciéon
A. METODOS DE EXTRACCION DE MOLECULAS BIOACTIVAS.

- Procesos de extraccion solido-liquido:

Método ampliamente utilizado, se aplica para recuperar compuestos bioactivos
retenidos en la matriz de productos naturales, como plantas y microorganismos, cumple
un importante papel en la separacion de compuestos fendlicos. Los solventes mas
utilizados son el metanol, etanol, acetato de etilo, acetona y mezclas. Las técnicas
tradicionales incluyen, la maceracion, la percolacion, la extraccion por Soxhlet, etc., las
desventajas son el tiempo de extraccion y las cantidades de solvente empleadas (57).

- Tecnologias no convencionales:
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Estas técnicas tienen gran potencial para extraer eficientemente, sostenible y
econdémicamente, moléculas bioactivas presentes en los tejidos vegetales; y estan
basados principalmente en la transferencia de materia entre distintas fases del sistema
por accion del calor, su desventaja es provocar degradacidn en compuestos
termolabiles, dentro de las principales técnicas estan, la extraccion asistida por
microondas, con ultrasonidos de potencia, los fluidos supercriticos, la extraccion
acelerada con disolventes presurizados, etc. (57).

B. PRUEBAS DE IDENTIFICACION FITOQUIMICA

Las pruebas de identificacion fitoquimica, son un conjunto de métodos que posibilitan la
deteccién de los distintos constituyentes quimicos en muestras vegetales, estan
basados en el empleo de pruebas colorimétricas precedida de una extraccién con un
solvente apropiado. Dentro de los métodos y reactivos estandarizados para la
identificacion de los principales metabolitos secundarios estan el ensayo de Shinoda
para identificar flavonoides, ensayo de Fehling para azucares reductores, ensayo de
Liebermann-Burchard para lactonas sesquiterpénicas, ensayo de gelatina para la
identificaciéon de taninos, ensayo de espuma para saponinas, tricloruro férrico para la
identificacion de compuestos fendlicos, el reactivo Borntrager para la identificacion de
Quinonas y el reactivo Dragendorff para la identificacion de alcaloides. (58).

2.4.6. Compuestos fendlicos: Clasificacion y cuantificacion

Los compuestos fenélicos son uno de los principales metabolitos secundarios presente
en los vegetales, donde desempefian diversas funciones bioldgicas (59). Quimicamente
poseen en comun un anillo aromatico que tiene entre uno o0 mas sustituyentes hidroxilos,
son solubles en agua ya que tienen una caracteristica relativamente polar, al ser
agregadas con una solucién alcohdlica o acuosa al 1% de tricloruro de hierro manifiestan
un intenso color verde, purpura, azul o negro (58). La actividad antioxidante de los
polifenoles es gracias a su capacidad para inhibir la enzima lipooxigenasa, atrapar
radicales libres y quelar metales (59).

2.4.6.1. Clasificacion de los polifenoles y ejemplos
TABLA 4: Clasificacion de los polifenoles ejemplos.

TIPO CARACTERISTICA EJEMPLO

Contienen 15 atomos de carbono en su nudcleo|Quercetina
basico (C¢C5Cs), se encuentran en forma de|Naringenina
glicosidos con 1 o 3 unidades de azlcar. Hesperetina

FLAVONOIDES
(antotaxinas)

Tienen como nucleo la cumarina, se encuentran|Angelicina

CUMARINAS : L ,
como mezclas, en forma libre o como glicésidos. |Dicumarol

CROMENOS Y |Son biogenéticamente formados por combinacion|Encecalin
BENZOFURANOS |de una unidad de isopreno y un sistema fendlico. |Euparina
Dihidroeuparina

Pigmentos fendlicos amarillos, presentan similitud|Gentiseina
XANTONAS con los flavonoides en movimientos|Mangiferina
cromatogréficos. Swertianina

Compuestos cuya coloracion varia desde el|Naftoquinona

QUINONAS | marillo palido hasta casi negro. Alizarina

Adaptado de Lock. Investigacion fitoquimica (58).

27



2.4.6.2. Cuantificacion de polifenoles: METODO Folin-Ciocalteu

Este método es utilizado para cuantificar los compuestos fendlicos presentes en tejidos
vegetales, utiliza el reactivo del mismo nombre (reactivo Folin-Ciocalteu) que esta
compuesto por molibdato sédico y wolframato sédico en acido fosforico que dan lugar
al acido fosfomolibdotungstico de color amarillo. Este método est4 basado en que a pH
bésico, mediante reaccion redox, el reactivo reduce los grupos fendlicos, dando lugar a
una coloracion azul, la cual puede determinarse espectrofotométricamente a 765 nm en
funcién a una recta patron elaborado con acido gélico (59).

2.4.7. Modelos experimentales utilizados en investigacién biomédica
La produccién de conocimiento cientifico se sustenta en el uso de diferentes técnicas y
protocolos que han favorecido la creacion o seleccion de modelos biol6gicos para la
experimentacion, o la investigacion observacional. Existen diversos modelos de estudio,
en la clasificacion general, como son los modelos experimentales: in silico, in vitro, ex
Vvivo e in vivo (Figura 10) (60).

FIGURA 10: Modelos de Experimentacion
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Fuente: Barrientos Bonilla, A. A., Zavala Flores, L. M., & Hernandez Baltazar, D. Modelos
BiolGgicos en investigacion biomédica: caracteristicas e implicaciones (60).

2.5. Marco conceptual

e Antioxidante: Capacidad de algunos compuestos para evitar la degradacion
oxidativa, actla gracias a su habilidad para reaccionar con los radicales libres (55).

e Hipermelanosis. Lesiones de color marrén, negruzcas o azul oscuras, que
histolégicamente la epidermis o dermis posee un exceso de melanina y/o
melanocitos (2).

e Invitro: Tipo de ensayo donde los experimentos se llevan a cabo en dispositivos de
laboratorio utilizando moléculas, células o tejidos provenientes de especies animales
(61).
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Melanina: Son un conjunto de moléculas que poseen diferentes grados de
polimerizacién y oxidacion, se forman a partir de la tirosina y se clasifican en
eumelaninas y feomelaninas (50).

Melanodermias: Intensificaciones en la coloracion de la piel principalmente debido
a excesiva melanina, causada por el aumento en la produccién de este pigmento o
el tamafio de los melanosomas (8).

Melanoma: Es una neoplasia maligna que se desarrolla en las células productoras
de melanina (melanocitos), se caracteriza porque después de la transformacion
maligna estas células expresan muchas moléculas de sefializacion, factores que
promueven la migracion y la metéstasis (19).

Radicales libres: Son atomos que tienen un electron desapareado, lo que les
confiere mucha reactividad, haciéndolos mas propensos a captar un electron de
otros atomos para poder alcanzar su estabilidad electroquimica (62).

Tirosinasa: Es una metaloenzima que interviene en la formacion de pigmentos
melanicos, es responsable de anormalidades en la pigmentacién de la piel (63).
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CAPITULO 1l

MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales
a. Material botanico

Muestra vegetal: Epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso).
b. Materiales e instrumentos de laboratorio

b.1 Material de campo

Baldes oscuros Reyplast
Papel kraft
o Camara fotogréfica

b.2 Materiales de vidrio

e Tubos de ensayo de 10 mLy 20 mL

e Vasos de precipitado de 20, 50, 100, 200, 500 y 1000 mL
e Pipetasde 1,5y 10 mL

e Baguetas

e Probetas de 10, 20 y 50 mL

e Frasco de vidrio de 3L de capacidad

e Embudo de vidrio LBY Germany

e Matraz de 250 y 1000 mL

e Fiolas de 10, 25, 100y 250 mL

e Cubetas de 3.5 mL para espectrofotometro

b.3 Instrumentos

e Gradillas
e Pizetas
e Mortero

e Soporte universal

e Papelfiltro

e Pinzas

¢ Micropipeta de 5-50 uL

e Micropipeta de 100-1000 pL

e Gasa

e Termometro

¢ Rallador de acero inoxidable

e Bandejas de acero inoxidable

e Cocinilla eléctrica

¢ Bafo Maria

¢ Placa fondo plano por 96 pocillos descartable
e CronOGmetro

e Propipeta

e Puntas para micropipeta de capacidad 0.5-20 L



e Puntas para micropipeta de capacidad 2.0 - 200 pL
e Puntas para micropipeta de capacidad 50-1000 uL

b.4 Equipos de laboratorio

e Balanza analitica OHAUS PIONEER PA523

e Balanza analitica marca KERN de capacidad 210 g, resolucién de 0.1 mg y
sensibilidad de 1 mg.

e Espectrofotémetro UV-VIS EVOLUTION 300

e Estufa marca BINDER FD 115

e Refrigeradora marca BOSCH

e Sonicador marca BRANSON 2800

e Ultrapurificador de agua marca THERMO

e Destilador GFL

e Centrifuga niive NF 200

o Espectrofotémetro lector de microplacas ELISA de 96 pocillos EPOCH BIOTEK

b.5 Reactivos y solventes

e Metanol de concentracion de 99.8%
e Etanol 96°

e Cloroformo

¢ Reactivo Fehling A

e Reactivo Fehling B

¢ Reactivo Bormtraguer

e Acido clorhidrico concentrado

e Cloruro de sodio

¢ Reactivo Mayer

¢ Magnesio metélico (cinta)

e Tricloruro férrico al 5% en etanol
e Reactivo Dragendorff.

e Reactivo Liebermann-Burchard

b.6 Reactivos para la determinacion de la actividad anti-tirosinasa

Kit de cribado de inhibidores de la tirosinasa MAK257-Sigma aldrich (64).
=  Tampon de ensayo de tirosinasa
= Sustrato de tirosinasa
= Enzima: Tirosinasa
= Potenciador de tirosinasa
= Control: Acido kgjico

b.7 Reactivos para la determinacion de la actividad antioxidante

e 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (Reactivo DPPH) Sigma aldrich

e 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) Sigma aldrich

e Persulfato de potasio Merck

e 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox) Sigma aldrich

b.8 Reactivos para la cuantificacion de Compuestos fendlicos
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b.9

Carbonato de sodio
Acido galico

Reactivo Folin-Ciocalteu
Otros materiales

Cuchillos

Cronometro MARCA CASIO
Guantes quirargicos
Mascarillas

Gorros

Guardapolvo

Marcador indeleble

Papel aluminio

Papel tissue

3.2. Disefio metodoldgico

La presente investigacion es de tipo experimental con enfoque cuantitativo, porque, se
recolectaron los datos para probar la hipotesis con base en la medicion numérica y la

3.2.1. Nivel y tipo de investigacion

técnica estadistica de regresion lineal.

La presente investigacion corresponde a un disefio cuasi-experimental, porque se
manipula la variable independiente: “Fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico
elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso),
para ver su efecto y relacion con las variables dependientes: “Actividad anti-tirosinasa
in vitro”

3.2.2. Disefio de la investigacién

y “Actividad antioxidante in vitro”.

3.2.2.1. Disefio de prueba anti-tirosinasa de la fraccion cloroférmica

del extracto hidrometandlico.

TABLA 5: Disefio de prueba de la actividad anti-tirosinasa in vitro

Grupo Tratamiento experimental Medicion de la prueba
Gy X1 0,
G2—4- X2—4- 02—4-
Gs—g Xs5—9 Os5-9

Donde:

Fuente: Elaboracion propia

G,: Pocillo con la solucién de buffer

G,_4: Pocillos con &cido kajico y buffer.

Gs_q: Pocillos con muestra y buffer.

X1_9: Reaccion con la enzima tirosinasa en presencia del sustrato L-tirosina.

0,_o: Observacion y mediciéon de la absorbancia correspondiente a la inhibicion de la

enzima tirosinasa por el control acido kojico, La muestra y el blanco.




3.2.2.2. Disefio de prueba antioxidante de la fraccion cloroférmica
del extracto hidrometandlico.

TABLA 6: Disefio de prueba de la actividad antioxidante in vitro

Grupo Tratamiento experimental Medicion de la prueba
Gy X 0,
Ga—¢ X2-6 026
G7-9 X7-9 07-9

Fuente. Elaboracion propia

Donde:
G,: Tubos con la solucién de metanol al 80%.
G,_g: Tubos con las diferentes diluciones del control trolox.

G-_q: Tubos con las diferentes diluciones de la muestra en estudio (fraccién cloroférmica
del extracto hidrometandlico, elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus
jambhiri Lush. (Limoén rugoso).

X1_o: Adicion del reactivo DPPH o ABTS.

0,_o: Observacion y medicion de la absorbancia correspondiente a la inhibicion de
radicales libres por las diferentes concentraciones de la muestra en estudio, el control
trolox y blanco.

3.3. Criterios de inclusién y exclusion
Muestra Vegetal

- Criterios de inclusidn: Frutos de la especie Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso), en
estadios de maduracién 2 y 3 (coloracién verde amarillo), que no presenté dafio
mecanico, magulladuras e infestacion por plagas.

- Criterios de exclusién: Se excluyeron otras partes de la planta como hojas, flores,
tallos y todos aquellos frutos de citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso) en estadios de
maduracién 1 y 4 (frutos verdes y frutos amarillos respectivamente), frutos que
presentaron evidente dafio, contaminacion o ataque de plagas.

3.4. Identificacién, definicién y operacionalizacién de variables

3.4.1. Variables implicadas
a. VARIABLE INDEPENDIENTE

Fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado a partir del
epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limdn rugoso)

a) Definicién conceptual. - Se define como el extracto obtenido por maceracion
con cloroformo del extracto hidrometandlico seco, el cual fue obtenido por
maceracion del epicarpio seco y molido del fruto de la especie en estudio, de la
cual se comprobara la actividad inhibitoria in vitro sobre la enzima tirosinasa y la
actividad antioxidante (57).

b) Definicion operacional

- Naturaleza: cuantitativa
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Forma de medicién: Directa

Escala de medicidon: Razoén

Instrumento de medicién: Balanza analitica

Unidad de medicién: peso en mg de extracto

Procedimiento de medicion: Pesar una determinada cantidad de la muestra en
estudio, disolverla en el solvente apropiado (mL) y medir su efecto anti-tirosinasa
y la captacién de radicales libres.

Indicadores: Cantidad de extracto en solucidn

Expresion final: pg/mL

b. VARIABLES DEPENDIENTES

Actividad anti-tirosinasa in vitro

a)

Definicidon conceptual. - Se define como la capacidad de inhibir la actividad de
la enzima tirosinasa, una oxidoreductasa que participa en la biosintesis de
melanina, esta enzima cataliza la oxidacion de la tirosina en un cromoforo
detectable a 510 nm, en presencia de un inhibidor la tasa de oxidacién del
sustrato disminuye, la cual se determina mediante método espectrofotométrico,
utilizando diferentes concentraciones de la muestra en estudio (64).

Definicion operacional

Naturaleza: cuantitativa

Forma de medicién: Indirecta

Escala de medicidon: Razon

Instrumento de medicion: Lector de microplacas ELISA

Procedimiento de medicidn: Se puso en contacto la enzima tirosinasa y las
soluciones de la fraccién cloroférmica a diferente concentracion, se incubé por
10 minutos a 25°C, se agreg6 el sustrato L-Tirosina y se realizaron las lecturas
a 510 nm en un modelo cinético, cada 10 minutos durante una hora.

Indicador: Porcentaje de inhibiciébn de la enzima Tirosinasa por la fraccion
cloroférmica del extracto hidrometandlico de Citrus jambhiri Lush.

Expresion final: ICs,

Actividad antioxidante in vitro

a)

Definicion conceptual. - Se define como la capacidad de inhibir los radicales
libres, evidenciado por el cambio de coloracion y medido por método
espectrofotométrico, utilizando diferentes concentraciones de la muestra en
estudio (56).

Definicidon operacional

Naturaleza: cuantitativa

Forma de medicion: Indirecta

Escala de medicion: Razén

Instrumento de medicién: Espectrofotémetro UV-visible

Procedimiento de medicion: Se puso en contacto el reactivo DPPH y ABTS
con las soluciones de la fraccion cloroférmica a diferentes concentraciones, se
incubo la reaccidn a temperatura ambiente en un ambiente oscuro por 60 y 30
minutos respectivamente y las lecturas se realizaron a 517 nm y 734 nm
respectivamente (56).
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Indicador: Porcentaje de captacion del radical libre DPPH / ABTS por la fraccion
cloroférmica del extracto hidrometanolico de Citrus jambhiri Lush.
Expresion final: ICs

3.4.2. Variables no implicadas

a. VARIABLES INTERVINIENTES

a)

Cuantificacion de compuestos fendlicos

Definicidon conceptual. — Se define como la cantidad de compuestos fendlicos
contenido en la fraccién cloroférmica del extracto hidrometanodlico del epicarpio
de los frutos de Citrus jambhiri Lush., evidenciado por el cambio de coloracion y
medido por método espectrofotométrico (59).

Definicion operacional

Naturaleza: cuantitativa

Forma de medicion: Indirecta

Escala de medicion: Razén

Instrumento de medicién: Espectrofotémetro UV-visible

Procedimiento de medicion: Se puso en contacto el reactivo Folin-Ciocalteu
con una solucién de concentracién conocida de la muestra en estudio a pH
bésico, se incubd la reaccion a 40°C por un periodo de 30 minutos y las lecturas
se realizaron a 765 nm (59).

Indicador: Intensidad de la coloracién azul

Expresion final: Equivalentes gramos de 4cido galico por 1 gramo de muestra.
(mg GAE/g FC)

Especie en estudio

Muestra vegetal. - Se trabaj6é con el epicarpio (flavedo) de los frutos de Citrus
jambhiri Lush.

Altitud y zona de acopio: 2719 msnm, CC.PP. Toctohuaylla, Distrito
Huanoquite, Provincia Paruro, Region Cusco.

Estadio de crecimiento: Frutos en estadio de maduracion 2 y 3.

Extraccién

Solvente y su concentracion: metanol 80%

Proporcién muestra seca: Solvente: 1:10 (g:mL)

Tipo de extraccion: maceracion

Tiempo de maceracion: 15 dias

Fraccionamiento

Solvente y concentracion: Cloroformo grado reactivo

Proporcién extracto seco hidrometandlico: Solvente: 1:100 (g/mL)

Método: Maceracion

Tiempo de maceracion: 15 dias
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TABLA 7: Cuadro de Operacionalizacion de variables

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES

VARIABLES IMPLICADAS

VARIABLE INDEPENDIENTE

Variables Indicadores Definicion conceptual de los | Naturaleza del | Forma de |Escala de Instrumento Procedimiento de medicién Expresion
indicadores Indicador medicion | medicion final
Fraccion cloroférmica del Extracto obtenido de la . . L
extracto hidrometandlico . maceracion con cloroformo del Pe’sar_ una d_etermmada cantidad de fracc!on
; . .| Cantidad de extracto en . o I . P Balanza cloroférmica y disolverla en el solvente apropiado, y
elaborado a partir del epicarpio S extracto hidrometandlico del Cuantitativa Directa razon oy . o : pg/mL
. b L solucion . . . analitica medir su efecto sobre la actividad de la enzima
de los frutos de Citrus jambhiri epicarpio de los frutos de Citrus tirosinasa v la captacion de radicales libres
Lush. (Limén rugoso). jambhiri Lush (57). y P
VARIABLES DEPENDIENTES
Porcentaje de inhibicion de Se q;flne como la capamdac_l de Poner en contacto la enzima tirosinasa y las
- S . . S inhibir la actividad de la enzima Lector de ; i P
Actividad anti-tirosinasain |la enzimatirosinasa porla| .. . - . - . . - soluciones de la fraccion cloroférmica del extracto
h " P tirosinasa, evidenciado como Cuantitativa Indirecta razén microplacas . o ) . .
vitro fraccién cloroférmica del ausencia de coloracion. la cual ELISA hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus | (O
extracto hidrometandlico . ’ jambhiri Lush, realizar las lecturas a 510nm en modelo
- ) - se determina por Nt i
de Citrus jambhiri Lush. . cinético cada 10 minutos por una hora
espectrofotometria (64).
Porcgglterlzjﬁl:ealcl?é)rt:uon Se define como la capacidad de Poner en contacto el reactivo DPPH y ABTS con las
Actividad antioxidante in inhibir los radicales libres, . soluciones de la fraccion cloroférmica del extracto
: DPPH/ABTS por la - ) ; I . . Espectrofotom | - P : . .
vitro . P evidenciado por el cambio de Cuantitativa Indirecta razén . hidrometanolico del epicarpio de los frutos de Citrus | (O
fraccién cloroférmica del S . " etro UV-visible| . L : - .
B o0 coloracion y medido por método jambhiri Lush., incubar en ambiente oscuro y realizar
extracto hidrometandlico s .
- ) - espectrofotométrico (56). las lecturas a 517 nm y 734 nm respectivamente.
de Citrus jambhiri Lush.
VARIABLES NO IMPLICADAS
VARIABLES INTERVINIENTES
. . Definicion conceptual de los | Naturaleza del | Formade |Escala de - L Expresion
Variables Indicadores . : S L Instrumento Procedimiento de medicion h
indicadores Indicador medicién | medicion final
Cantidad de compuestos
fendlicos contenidos en el Poner en contacto el reactivo Folin-Ciocalteu con una
Cuantificacién de compuestos |Intensidad de la coloracién | epicarpio de los frutos de Citrus cuantitativa Indirecta razén Espectrofotom solucién de la fraccién cloroférmica del extracto (mg GAE/
fendlicos azul jambhiri Lush., detectado por etro UV-visible| hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus 1gFC)

método espectrofotométrico
(59).

jambhiri Lush., realizar las lecturas a 765nm.

Especie en estudio Citrus
jambhiri Lush.

Muestra vegetal: Epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso).
Altitud y zona de acopio: 2719 m.s.n.m. Centro poblado Toctohuaylla, Distrito Huanoquite, Provincia Paruro, Regién Cusco.
Estadio de crecimiento: Frutos en estadio de maduracién 2y 3.

La extraccién

Solvente y su concentracion (metanol 80%), proporcién muestra seca: Solvente (1:10 g:mL), Tipo y tiempo de extracciéon (maceracion por 15 dias).

Fraccionamiento

Solvente y su concentracion (Cloroformo grado reactivo), proporcion extracto seco hidrometandlico: Solvente (1:100 g:mL), Método y tiempo (maceracién 15 dias).

Fuente: Elaboracion propia
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3.5. Procedimiento de la investigacién

Procedimiento general de la investigaciéon (Figura 11)

FIGURA 11: Procedimiento General de la Investigacion

Recoleccion del material vegetal

L) Reconocimiento
botanico

Seleccion, extraccion y secado del epicarpio de los frutos

Filtrado,
evaporacién y
concentracion

Molienda y extraccion hidrometandlica

Extracto seco hidrometanoélico

Filtrado,

Maceracion del extracto seco
hidrometandlico con cloroformo

Fraccion cloroférmica del extracto

hidrometandlico elaborado a partir del
epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri

Lush. (Limén rugoso)

L_Porcentaje de
rendimiento

Marcha
fitoquimica

J

L/

Cuantificacion
de compuestos
fendlicos por el

Determinacion
de la capacidad
de inhibicion de

\

N\

Determinacion
de la capacidad
de inhibicién de

evaporacion y
concentracion

Determinacion
de la capacidad

la enzima _ de inhibicion de
método Folin- tirosinasa por los radicales los radicales
Ciocalteu método libres por el libres por el
colorimétrico Método DPPH Método ABTS
Determinacién de Determinacion de Determinacion de
la Concentraciéon la Concentracion la Concentracion
inhibitoria 50 inhibitoria 50 inhibitoria 50
(ICs0) (ICsp) y célculo (ICsp) y célculo
del equivalente del equivalente
trolox (TEAC) trolox (TEAC)
—»[ Andlisis de resultados ]4—

Fuente: Elaboracion propia
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3.6. Metodologia
3.6.1. Obtencion del extracto hidrometanolico

3.6.1.1. Recoleccién del material vegetal

Los frutos de Citrus jambhiri Lush. fueron recolectados el mes de abril (meses de
cosecha en la zona: marzo - Mayo) del afio 2023, en el CC.PP. Toctohuaylla del Distrito
de Huanoquite de la Provincia de Paruro de la regiébn Cusco, a una altura de 2719
m.s.n.m.

3.6.1.2. Reconocimiento, evaluacion y clasificacion del ejemplar en
estudio.

Para tal efecto se llevé al Herbario Vargas de la Universidad Nacional de San Antonio
Abad del Cusco, una muestra representativa del tallo, hojas, y fruto del material vegetal
en estudio Citrus Jambhiri Lush. (Limén rugoso) (Anexo 1).

3.6.1.3. Preparacion del extracto hidrometandlico

FIGURA 12: Procedimiento de la obtencién del extracto seco hidrometandlico

Sin magulladuras

SELECCION de frutosen +—

estadios de maduracién 2y 3 T— __Sinsignosde
infestacion por plagas

EXTRACCION del epicarpio (capa externa de la cascara)

A temperatura
SECADO de la ralladura ambiente en

del epicarpio ausencia de luz
solar y humedad

115 dias

MOLIENDA en un mortero de la ralladura seca

|

MACERADO del polvo obtenido con Agitacién suave

., — .
metanol al 80% en proporcion 1:10 (g:mL) nggrr?sa cada
oras.

115 dias

FILTRADO

l

EVAPORACION en bafio Maria |—— Temperatura:
l 40-45°C

Extracto hidrometandlico seco

Fuente: Elaboracion propia
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3.6.2. Obtencidén de la fraccién cloroférmica.

FIGURA 13: Procedimiento de la obtencion de la fraccion cloroférmica

Extracto hidrometandlico seco

l

MACERADO con cloroformo en Aditacic
= b gitacion
proporcion 1:100 (g:mL) a36°C
115 dias
FILTRADO
EVAPORACION en bafio Maria — 45°C

l

FRACCION
CLOROFORMICA

Fuente: Elaboracion propia

3.6.3. Pruebas de identificacion fitoquimica en la fraccidon cloroférmica del

extracto hidrometanélico

Para realizar las pruebas de identificacién fitoquimica, primeramente, se hizo pruebas
de solubilidad, siendo la muestra altamente soluble en etanol de 96°, previamente
disolviendo en el solvente elegido se realiz6 las siguientes pruebas de identificaciéon

fitoquimica (Tabla 8).

TABLA 8: Pruebas de Identificacién Fitoquimica

METABOLITO SECUNDARIO

REACTIVO

Flavonoides

Ensayo de Shinoda

Compuestos fendlicos

Tricloruro Férrico FeCl,

Quinonas

Reactivo Borntrager

Taninos

Ensayo de gelatina

Azlcares reductores

Ensayo de Fehling

Lactonas sesquiterpénicas

Ensayo de Liebermann-Burchard

Saponinas

Ensayo de espuma

Identificacion de alcaloides

Reactivo Dragendorff

Fuente: Adaptado de Lock-Investigacion fitoquimica (58) y Sharapin-Fundamentos de

Tecnologia de productos fitoterapéuticos (65).
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3.6.4. Determinacion de los compuestos fendlicos totales en la fraccion
cloroférmica del extracto hidrometandlico, mediante el método Folin-
Ciocalteu (59).

e Preparacion de los reactivos (Figura 14).

FIGURA 14 Preparacion de reactivos para la determinacion de compuestos fendlicos
2.5 mL Reactivo 40 mg de 1 mg Acido 1 mg Fraccion
Folin-Ciocalteu Na,C0s galico cloroférmica

+ + + +
H,0 20 mL H,0 5 mL Metanol 80% 10 mL Metanol 80%
Aforar a Sonicar por Diluir a concentraciones
25 mL 15 minutos de: 100,50 y 1 pg/mL.
Reactivo Folin- Carbonato Curva
. . Muestra en
Ciocalteu 10% (v/v) de Sodio 2% Patron estudio

Fuente: Elaboracion propia

TABLA 9: Procedimiento para la elaboracion de la curva patron con acido galico y
determinacion de la cantidad de compuestos fendlicos en la muestra en estudio.

Acido Acido Aglli(i% Ag;idcg Muestra
Blanco | galico galico 9 g 100
1 pug/mL | 50 pg/mL Lo A ug/mL
pug/mL pug/mL
Metanol 80% 0.5mL - - - - -
Extracto - - - - - 0.5mL
Acido gélico - 05mL | 05mL | 05mL | 0.5mL -
Reactivo Folin-
Ciocalteu 10% 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL
Agitar y dejar reaccionar por cinco minutos a 40°C
Na,C05; 2% 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL 1mL

Agitar y dejar reaccionar a 40°C por un periodo de 30 min
Calibrar el espectrofotémetro con metanol al 80% a una longitud de onda de 765 nm
Realizar las lecturas por triplicado a una longitud de onda de 765 nm

Fuente Elaboracion propia

3.6.5. Evaluacion de la capacidad inhibitoria sobre la enzima tirosinasa de
la fraccion cloroformica del extracto hidrometandélico.
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Para la evaluacion de la capacidad de inhibicion de la enzima tirosinasa, se utilizé
método colorimétrico. La tirosinasa cataliza la oxidacién de la tirosina, produciendo un
croméforo detectable a 510 nm, en presencia de un inhibidor la tasa de oxidacion del
sustrato disminuye. Todos los reactivos se prepararon de acuerdo a lo descrito en el
boletin técnico del Kit de Cribado de Inhibidores de la tirosinasa (Anexo 9) (64).

1) Preparacion de la muestra en estudio (fraccion cloroférmica del extracto
hidrometanélico elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus
jambhiri Lush. (limén rugoso))

Se pes6 3 mg de la muestra en estudio y se disolvié con 3 mL de etanol a 96°, a partir
de esta solucion madre se prepard diluciones de 500ug/mL,250ug/mL,100
png/mL,50pug/mL y 25ug/mL (Tabla 10).

TABLA 10: Preparacién de las disoluciones de la muestra en estudio

Solucién madre Buffer
500 ug/mL (X;) 10 pL 10 pL
250 pg/mL (X3) 5 L 15 L
100 pg/mL (X3) 2 uL 18 1L
50 pg/mL (X,) 1pL 19 L
25 pg/mL (Xs) 0.5 uL 19.5 pL

Fuente: Elaboracion propia
2) Preparacion del &cido kdjico

Al vial de &cido Kdjico del kit de cribado de inhibidores de la tirosinasa se adiciono 75pL
de agua destilada, esta solucién madre tiene una concentracion de 10 mM, Para la
elaboracion de la curva patrén se trabajé con concentraciones de: 1 mM, 3mMy 5 mM.
(Tabla 11).

TABLA 11: Preparacion de la curva patron de acido kgjico

Solucién madre Buffer
1 mM (Cy) Sl 45 pL
3 mM (Cp) 15 pL 35 L
5 mM (G5) 25 pL 25 L

Fuente: Elaboracion propia
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3) Preparacién de la enzima (Tirosinasa)

FIGURA 15: Procedimiento para la preparacion de la enzima Tirosinasa

TIROSINASA LIOFILIZADA

(Kit de cribado de inhibidores de la tirosinasa)

l

Disolver con 220 pL del buffer

l

ALMACENAR a -20°C

1

Tomar una alicuota de 120 pL

+

Adicionar 2880 uL de buffer

~
g

Incorporar en
los pocillos

Fuente: Elaboracion propia

4) Preparacién del sustrato (L-Tirosina)

FIGURA 16: Preparacion del sustrato de tirosinasa

SUSTRATO DE TIROSINASA LIOFILIZADA
(Kit de cribado de inhibidores de la tirosinasa)

I

Disolver con 220 pL de agua ultra pura

l

Mantener refrigerado

1

Tomar una alicuota de 120 uL

T~

+

Adicionar 1380 uL de buffer

/

+

Incorporar en
los pocillos

300 pL del potenciador de tirosinasa

(Kit de cribado de inhibidores de la tirosinasa)

]

Fuente: Elaboracion propia
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5) Preparacién de los pocillos para el ensayo anti-tirosinasa (Tabla 12).

En la revisién bibliografica se encontré escasa informacion respecto a investigaciones
que hayan utilizado el Kit de Cribado de Inhibidores de la tirosinasa MAK257 Sigma-
Aldrich, por lo que, las concentraciones de trabajo para esta investigacion, se definieron
tomando en consideracién investigaciones en las que determinaron actividad anti-
tirosinasa en muestras vegetales, ajustando los volimenes (microplacas) que requeria
el ensayo.

TABLA 12: Preparacion de los pocillos para el ensayo anti-tirosinasa

B X, | X, | X5 | X4 | X5 | € C, Cs

Muestra en
estudio

Patrén

Acido kojico

- 20puL | 20pL | 20pL | 20pL | 20pL |- - -

Buffer 20uL | - - - - - - - -

Enzima

(Tirosinasa) S0pL | 50pL | 50pL |50pL | 50pL | 50pL | S0pL | S0pL | 50pL

Mezclar bien e incubar a 25°C por 10 minutos

Sustrato

(L-Tirosina) 30pL | 30upL |30uL |30pL |30pL |30pL |30pL |30pL |30uL
Realizar la lectura a 510 nm cada 10 min durante 60 minutos

Donde:

B: Es el blanco

X,: Es la muestra en estudio a concentracioén de 500 pug/mL
X,: Es la muestra en estudio a concentracion de 250 pg/mL
X3: Es la muestra en estudio a concentracién de 100 pg/mL
X,: Es la muestra en estudio a concentracién de 50 pug/mL.
Xs: Es la muestra en estudio a concentracion de 25 pg/mL

C,: Es el control a concentracion de 1 pg/mL

C,: Es el control a concentracién de 3 pg/mL

Cs: Es el control a concentraciéon de 5 pg/mL

Los pocillos correspondientes a la muestra en estudio (X4, X,, X3, X, Y X5) Se prepararon
por triplicado y las lecturas se realizaron a 510 nm siguiendo el modelo cinético: cada
10 minutos durante 60 minutos.

Fuente: Elaboracion propia

6) Para calcular la pendiente se seleccionaron dos tiempos T; y T, y se hizo el
calculo con las absorbancias correspondientes a estos tiempos siguiendo la
formula a continuacion:

AbSZ - Ab31
T,-T

Seguidamente el porcentaje de inhibicion relativo para la muestra en estudio se

Pendiente =

calculé utilizando la siguiente formula:
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Pendiente Blanco — Pendiente muestra

% Inhibicion Tirosinasa = - x100
pendiente blanco

Y para el control:

o Pendiente Blanco — Pendiente control
% Inhibicion Tirosinasa = - x100
pendiente blanco

7) Para calcular el ICs, tebrico, para el control &cido kojico y para la muestra, se

[T L]

utilizé la ecuacion de regresion logaritmica correspondiente, despejando “X” y

reemplazando “y” por el valor de 50, siendo esta la concentracion necesaria para

que se reduzca la actividad de la enzima tirosinasa en un 50%.

3.6.6. Evaluacion de la capacidad antioxidante de la fracciéon cloroférmica
del extracto hidrometandlico

3.6.6.1. por el método DPPH.

1. Preparacion del reactivo DPPH.

Se preparo una solucién de DPPH de 0.01 M para lo cual se pesaron 1.97 mg del radical
DPPH y se disolvié con 50 mL de metanol al 80%, se so6nico la solucién por un periodo
de 15 — 20 minutos para lograr una soluciéon homogénea. Se dejo el reactivo por un
periodo de 16 horas, finalizado este tiempo se diluyo con metanol al 80% hasta lograr
lecturas de absorbancia igual 0 menores a 0.8 nm.

2. Preparacion de la curva patron

Para la curva patron se utilizé Trolox, primeramente, se prepard una solucién madre de
50ug/mL, donde se pesaron 0.5 mg y se disolvié con 20 mL de metanol al 80%. A partir
de esta solucién madre se prepararon diluciones de 25, 12.5, 6.25y 3.125 pg/mL.

3. Preparacion del extracto de Citrus jambhiri Lush.

Para la obtencién de las diferentes concentraciones de trabajo se prepar6 una solucion
madre de 500ug/mL, para lo cual se pesaron 10 mg de extracto seco que se disolvieron
con 20 mL de metanol al 80%.

La muestra se trabaj6 a concentraciones de 62.5, 125y 250 pg/mL.

4. Preparacion de las cubetas para el ensayo Antioxidante por el método DPPH
(Tabla 13).
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TABLA 13: Preparacion de las cubetas para el ensayo antioxidante por el método

DPPH
Trolox |Trolox |Trolox |Trolox |Trolox [Muestra |Muestra |Muestra
Blanco|3.125 |6.25 12.5 25 50 62.5 125 250

pg/mL |pg/mL |pg/mL (pg/mL jpg/mL |pg/mL  jpg/mL  |pg/mL
Metanol |1 mL |- - - - - - - -
Extracto|- - - - - - 1mL 1mL 1mL
Trolox |- ImL ImL |ImL (ImL |ImL |- - -
DPPH [S3mL [3mL (3mL |3mL |3mL |(3mL (3mL 3mL 3mL

Se agitaron las cubetas y se almaceno en un ambiente oscuro por un periodo de 60
minutos, seguidamente se realizaron las lecturas a 517nm.
Se calibro el espectrofotdmetro con metanol al 80%.

Las lecturas se realizaron por triplicado.

Fuente: Elaboracion propia

5. El porcentaje de captacion del radical DPPH se calculé en base a la siguiente
ecuacion:
Absorbancia Blanco — Absorbancia (trolox o Muestra)

% d tacion DPPH = 100
% de captacion Absorbancia Blanco x

6. La concentracion necesaria para inhibir el 50% de especies oxidantes (ICs,),del

control trolox y la muestra, se calculd mediante la ecuacion de regresion lineal

[T ] [T l]

correspondiente, despejando “x” y reemplazando “y” por el valor de 50, siendo el

dato resultante la concentracidn necesaria para que se reduzca la actividad del
DPPH en un 50%.

7. Para calcular el equivalente trolox (TEAC), primeramente se transformé las
unidades del ICs, resultante de la muestra, de pg/mL a g/mL, seguidamente se
utilizé la siguiente férmula:

IC5q Trolox
TEAC = —————
[C59 Muestra

3.6.6.2. Por el método ABTS.

1. Preparacion del reactivo ABTS.
- (1) Preparacion de la solucion ABTS 7 mM
- Se pes6 18 mg de radical ABTS y se diluyé con 5 mL de metanol al 80%.
- (2) Preparacion del persulfato de potasio 2.45 mM
Se peso 3.31 mg de reactivo y se diluyé con 5 mL de metanol al 80%.
La solucién del radical ABTS se prepar6 mezclando 5 mL de la solucion (1) con
5 mL de la solucién (2), se sonico por 15 minutos y seguidamente se dejé
reposando en la oscuridad por un periodo de 16 horas.
2. Preparacion de la curva patron
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Para la curva patrén se utilizé Trolox, primeramente, se preparé una solucion
madre de 50ug/mL, donde se pesaron 0.5 mg y se disolvié con 20 mL de metanol
al 80%. A partir de esta solucién madre se prepararon diluciones de 25, 12.5,
6.25y 3.125 pug/mL.

3. Preparacion del extracto de Citrus jambhiri Lush.
Para la obtencién de las diferentes concentraciones de trabajo se prepard una
solucion madre de 500ug/mL, para lo cual se pesaron 10 mg de extracto seco
que se disolvieron con 20 mL de metanol al 80%.
La muestra se trabaj6 a concentraciones de 31.25, 62.5y 125 pg/mL.

4. Preparacion de las cubetas para el ensayo Antioxidante por el método ABTS
(Tabla 14).

TABLA 14: Preparacion de las cubetas para el ensayo antioxidante por el método
ABTS.

Trolox |Trolox |Trolox |Trolox [Trolox [Muestra [Muestra |Muestra
Blanco |3.125 |6.25 |12.5 |25 50 31.25 |62.5 125
pg/mL {pg/mL {ug/mL |pg/mL |pg/mL |pg/mL  |ug/mL  (ug/mL

Metanol |1 mL |- - - - - - - R

Extracto 1mL 1mL 1mL

Trolox ImL (ImL ImL |ImL [ImL |- - -
ABTS 3mL 3mL |3mL |3mL (3mL |3mL [3mL 3mL 3mL

Se agitaron las cubetas y se almacenaron en un ambiente oscuro por un periodo
de 30 minutos, seguidamente se realizaron las lecturas a 734 nm.

Se calibr6 el espectrofotémetro con metanol al 80%.

Las lecturas se realizaron por triplicado.

Fuente: Elaboracion propia

5. El porcentaje de captacion se calculd en base a la siguiente ecuacion

Absorbancia Blanco — Absorbancia (trolox o Muestra)
x

% de captacion ABTS = 100

Absorbancia Blanco

6. La concentracion necesaria para inhibir el 50% de especies oxidantes (ICs,), del
control trolox y la muestra, se calculd6 mediante la ecuacion de regresion lineal
correspondiente, despejando “x” y reemplazando “y” por el valor de 50, siendo el
dato resultante la concentracion necesaria para que se reduzca la actividad del
ABTS en un 50%.

7. Para calcular el equivalente trolox (TEAC), primeramente se transformé las
unidades del IC5, resultante de la muestra, de pg/mL a g/mL, seguidamente se
utilizé la siguiente férmula:

ICsq Trolox
TEAC = ——7——
IC5y Muestra
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3.7. Técnicas e instrumentos para larecoleccion de informacion

3.7.1. Técnica:
Observacién laboratorial, medicién cualitativa y cuantitativa: Para la marcha fitoquimica,
la determinacion del contenido de compuestos fendlicos, para la determinacién de la
inhibicién de la enzima tirosinasa, para la evaluacién de la actividad antioxidante por los
métodos DPPH y ABTS, de esa forma obtener las lecturas (absorbancias) con las cuales
responder a nuestros objetivos.

3.7.2. Instrumentos:

Fichas de observacién y recoleccion de datos: Para exponer nuestros resultados de la
marcha fitoquimica, la cuantificacion de compuestos fendlicos, la determinacion de la
actividad anti-tirosinasa y actividad antioxidante por los métodos DPPH y ABTS
(Anexos 2-7) y los equipos e instrumentos correspondientes para la experimentacion,
como son: El espectrofotémetro lector de microplacas ELISA para la evaluacion de la
actividad anti-tirosinasa, el espectrofotometro UV visible para la evaluacion de la
actividad antioxidante y para la cuantificacién de Compuestos fendlicos.

3.8. Técnicas para el proceso y analisis de datos

+ Los andlisis se realizaron por triplicado en la determinacién de la actividad anti-
tirosinasa, y las lecturas se realizaron siguiendo un modelo cinético cada 10
minutos por un total de 60 minutos. En la determinacién de los compuestos
fendlicos por el método Folin-ciocalteu y en la determinacién de la actividad
antioxidante por los métodos DPPH y ABTS se realizé una sola prueba y las
lecturas de las cubetas fueron por triplicado.

+ Para el analisis de los resultados se utilizé el paquete estadistico integrado de
Microsoft Office Excel 2016, en una hoja de célculo se tabularon las
absorbancias obtenidas, se realizaron los célculos y graficas correspondientes,
en la cuantificacion de compuestos fendlicos, el porcentaje de inhibicion de la
enzima tirosinasa y el porcentaje de captacion de radicales libres por los
métodos DPPH y ABTS, con su respectiva desviaciéon estandar.

+ Parala expresion de los resultados en ICs, y GAE se utilizo la técnica estadistica
de regresion lineal y regresion logaritmica, con el célculo respectivo del
coeficiente de determinacion (R?).
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CAPITULO IV

ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1. Obtencidn del extracto hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus
jambhiri Lush.

Los frutos de Citrus jambbhiri Lush. se recolectaron en el mes de abril del afio 2023 en el
CC.PP. Toctohuaylla, los pobladores del mencionado centro poblado refieren que los
meses de cosecha de limoén rugoso son: marzo, abril y mayo, esta informacién guarda
relacion con los datos de “Estacionalidad de los citricos en el Perd”, de la Direccion de
Estadistica e Informacién agraria, donde indica que la mayor produccién se da en los
meses abril-julio (Midagri-2023). Se seleccionaron en total de 200 frutos en estadios de
maduracién 2 y 3 de color verde amarillo, se descartaron los frutos amarillos (estadio 4)
ya que segun Braddock (1999) la concentracion de flavonoides en los citricos disminuye
en los frutos maduros, se descartaron también los frutos verdes (estadio 1) esto debido
a que la clorofila interfiere en la determinacién de compuestos fendlicos y un tratamiento

para eliminarlas involucra una retencién de polifenoles (66 y 67).

La cascara de Citrus jambhiri Lush. se pone més gruesa y rugosa cuanto mas madura
(39), en los estadios 2 y 3 las rugosidades de la cascara no son tan pronunciadas, por
ello la extraccién del epicarpio, la capa mas externa de la cascara, se realiz6 por rallado,
lo cual ademas facilito el secado, se obtuvo un total de 200 gramos de ralladura seca
pulverizada que se macer6é en metanol al 80% vy finalizada la evaporacién del solvente

se obtuvo 28.969 gramos de extracto seco hidrometandlico (tabla 15).

4.2. Fraccionamiento del extracto hidrometandlico elaborado a partir del
epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limdn rugoso) y porcentaje de
rendimiento de la extraccion

El fraccionamiento del extracto hidrometandlico con cloroformo se realizé con el objetivo
de purificar mas aun la muestra de estudio. En la primera extraccion con la mezcla
metanol: agua, ambos solventes de caracter polar, se buscO extraer compuestos
fendlicos, con el fraccionamiento con cloroformo, un solvente de caracter apolar se

busco aislar aquellos compuestos que son de interés para este estudio.
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TABLA 15: Determinacion del porcentaje de extraccion

Determinacion del porcentaje de extraccion
Peso de epicarpio seco triturado 200 g
correspondiente a 200 limones rugosos.
Peso del extracto seco hidrometandlico 28.969 g
Porcentaje de extraccion hidrometandlica 14.485%
Peso de la fraccion cloroférmica del 7.582
extracto seco hidrometanolico
Porcentaje de extraccion final 3.791%

Fuente: Datos experimentales del estudio

Analisis e interpretacion

En la tabla 15 se observa el porcentaje de extraccion de la fraccién cloroférmica del
extracto hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush., obtenido
por maceracion con cloroformo de extracto hidrometandlico, el cual previamente fue
obtenido por maceracion del epicarpio de limén rugoso con metanol al 80%, resultando
3.791%, se puede observar que es un porcentaje de extraccion bajo, esto debido al paso
adicional de purificacién con cloroformo.

4.3. Andlisis fitoquimico cualitativo

TABLA 16: Analisis Fitoguimico Cualitativo de la Fraccién cloroférmica del extracto
hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush.

METABOLITO
SECUNDARIO REACTIVO RESULTADOS
Flavonoides Ensayo de Shinoda ++
Compuestos . -
fenolicos Tricloruro Férrico FeCl, +++
Quinonas Reactivo Borntrager ++

. : LEYENDA:
Taninos Ensayo de gelatina ++ +++  Abundante
Azlcares . cantidad
reductores Ensayo de Fehling +++ e Reglﬂag

. cantida

Lactonas N Ensayo de Liebermann- t + Poca cantidad
sesquiterpénicas | Burchard . Ausente
Saponinas Ensayo de espuma -
Identlf_lcac.lon de Reactivo Dragendorff ++
alcaloides:

Fuente: Datos experimentales del estudio

49



Analisis e interpretacion

La evaluacion fitoquimica de la fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico del
epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. se determind utilizando ensayos
especificos para cada metabolito, del mismo modo la valoracion cualitativa se interpreto
de acuerdo a las especificaciones para cada ensayo, considerandose cambio de
coloracion e intensidad, presencia de precipitado o turbidez.

Como esta descrito en la tabla 16 se determind presencia en abundante cantidad de
compuestos fendlicos y azlcares reductores, presencia en regular cantidad de
flavonoides, quinonas, taninos, alcaloides, lactonas sesquiterpénicas y ausencia de
saponinas.

En la investigacion de Condo M. y Quispe J. (2019) (29), donde determinaron la
composicion fitoquimica del epicarpio de la naranja huando, evidenciaron la presencia
de alcaloides, quinonas, flavonoides y polifenoles, reportaron también la presencia de
compuestos reductores, se observa similitud con nuestros resultados, esto debido a que
se trata también de una especie citrica.

4.4, Cuantificacion de compuestos fendlicos

4.4.1. Curva de calibracién con &cido gélico
TABLA 17: Resultados de las absorbancias del &cido galico

L . . Absorbancia Promedio de
Conce,n_tramon de acido absorbancias
galico (ug/mL)
Lectura 1 Lectura 2

1 0.503 0.504 0.504

50 0.876 0.876 0.876

100 1.292 1.293 1.293

200 1.908 1.919 1.914

Fuente Datos experimentales del estudio

FIGURA 17: Grafico de dispersion y linea de tendencia de la concentracion del patrén acido
galico versus sus valores de absorbancia

25

=
n

y =0.0071x+ 0.524
R?=10.9953

Absorbancia

[y

o5 &

0 50 100 150 200 250

Concentracién de acido galico (pg/mL)

Fuente: Datos experimentales del estudio
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Analisis e interpretacion

En la figura 17 se muestra la curva de calibracion del acido géalico obtenido a partir de
los datos de la tabla 17, donde se realizaron las lecturas a 765 nm, como resultado se
obtuvo una ecuacion de la recta y = 0.0071x + 0.524, con un R2 (Coeficiente de
determinacion) igual a 0.9953, lo que significa que esta ecuacion de la recta establece
un 99.53% de relacion directa entre las absorbancias y la concentracién de acido gélico.
Con estos datos se determina el contenido en compuestos fendlicos en la muestra en
estudio, expresados en equivalentes gramos de acido galico por 100 gramos de
muestra.

4.4.2. Cuantificacién de compuestos fendlicos de la fraccidn cloroférmica
TABLA 18: Resultados de las absorbancias para la cuantificacion de compuestos
fendlicos en la especie en estudio

., Absorbancia Promedio de
Concentraciéon de absorbancias
muestra (ug/mL) Lectura Lectura Lectura
1 2 3
100 1.209 1.209 1.210 1.209

Fuente: Datos experimentales del estudio

Conforme a lo obtenido en la figura 17, donde se aprecia la ecuacion de la regresion
lineal (y = 0.0071x + 0.524), se observa que en el eje “y’ estan los valores de
absorbancia y en el eje “X” los valores de las concentraciones de acido galico. Por lo
tanto, para determinar la concentracién de compuestos fendlicos a partir de los valores

de las absorbancias, se despeja la variable x en la ecuacién, obteniendo asi:

_y—0.524
X = 70.0071

Con esta nueva ecuacion se reemplazan los datos obtenidos de las absorbancias para
la muestra, obteniéndose asi la concentracién de compuestos fendlicos.

TABLA 19: Contenido de compuestos fenadlicos en la muestra en estudio

AT Concentraciéon de Compuestos fendlicos Promediq de
concentraciones
(Hg/mL) Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3 (ug acido galico)
100 96.479 96.479 96.620 96.526

Fuente: Datos experimentales del estudio
Andlisis, interpretacién y discusién de resultados

Latabla 19 muestra el valor tedrico del contenido de compuestos fendlicos, si se expresa
este resultado por cada gramo de extracto obtenido, tenemos: 965.4 mg GAE/g FC (3.66
g GAE/100 gramos PS), este valor fue calculado considerando el porcentaje de
rendimiento de la extraccion.
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En la investigacion de Ordofiez E., Reategui D. Y Villanueva J. (2018) (30), obtuvieron
que la cascara de Citrus jambhiri tiene un contenido de polifenoles de 1.42 + 0.03
expresados en gramos equivalente a Acido galico/100 g muestra. Comparando los
resultados de la presente investigacion con los resultados de Ordofiez y colaboradores,
se puede observar una diferencia significativa, esto deducible por la diferencia en el
método de extraccion utilizado, el tiempo de extraccion empleado y el grado de madurez
del fruto utilizado en el experimento, con lo cual se concluye que el grado de madurez
del fruto, el método y tiempo de extraccion influiran en el contenido de compuestos
fenolicos del extracto final.

En la investigacion de Anticona M. (2022) (24), obtuvo que el contenido de compuestos
fendlicos totales en las pieles de mandarinas hibridas de las variedades: Clemenvilla,
Nadorcott y Ortanique a los 30 minutos de extraccion asistida por ultrasonido, fue de:
952 + 68, 945 + 215 y 1230 = 310 mg GAE/100 g PF respectivamente, igualmente se
observa una diferencia significativa, esto ademéas de ser influido por el solvente y el
método de extraccion, también puede deberse a que son diferentes especies citricas.

4.5. Determinacién de la actividad anti-tirosinasa

4.5.1. Curva de calibracion con acido kojico
TABLA 20: Porcentajes de inhibicibn de la enzima tirosinasa a diferentes
concentraciones de &cido kéjico

X INHIBICION DE
ACIDO | ABSORBANCIAS LA
I((O\; rInCS Aabs. | At. | PENDIENTE | —ooci<nca
Hg 40 min | 60 min (%)
0.14 0.046 0.069 | 0.023 | 20 0.00115 17.85714286
0.43 0.039 0.041 | 0.002 | 20 0.0001 92.85714286
0.71 0.043 0.043 0 20 0 100

Fuente: Datos experimentales del estudio

FIGURA 18: Grafica de dispersion y linea de tendencia de la concentracion del patron
acido kajico versus el porcentaje de inhibicion de la enzima tirosinasa
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Analisis e interpretacion

En la figura 18 se muestra la curva de calibracion del patrén Acido kéjico obtenido a
partir de los datos de la tabla 20, donde se observa la relacion de las diferentes
concentraciones de Acido kojico versus sus porcentajes de Inhibicion de la enzima
tirosinasa, la ecuacion de la linea de tendencia es y = 53.78In(x) + 126.62, con un R2
(Coeficiente de determinacién) igual a 0.9448, lo cual establece que esta ecuacion tiene
un 94.48 % de relacion directa entre el porcentaje de Inhibicién de la enzima tirosinasa
y la concentracion del patron Acido kéjico.

4.5.2. Determinacién de la concentracién inhibitoria (ICsg) del patron &cido
kéjico
El ICs, tedrico se calcul6 mediante la ecuacion de regresion logaritmica de la figura 18,

despejando “x” se tiene:

y—126.62
X = e 53.78

Con lo cual, reemplazando “y” por el valor de 50, resulta un valor de “x” igual a 0.241
Andlisis e interpretacién

Para reducir la actividad de la enzima tirosinasa en un 50% son necesarios 0.241 pg/mL
de Acido kdjico lo cual nos indica que su ICs, = 0.241 pg/mL.

En el estudio de Condo M. y Quispe J. (2019) (29) para el acido kéjico obtuvieron un
IC5y = 0.023 mg/mL (23 pg/mL) utilizando la metodologia de Vardhan con ligeras
modificaciones y en el estudio de Wuttisin N., Boonmak J., Thaipitak V., Thitilerdecha
N. Y Kittigowittana K. (2017) (3) para el acido kgjico obtuvieron un ICs, = 10.80 pg/mL,
por el método modificado de Chang et al. Se puede observar que existen diferencias en
los resultados de ICs, se considera que esto es a raiz de la metodologia utilizada para
cada estudio.

4.5.3. Curva de calibracién de la muestra
TABLA 21: Resultados de las absorbancias de la muestra.

ABSORBANCIAS
0 MIN 20 MIN

MUESTRA

(ug/mL) Pruebal | Prueba?2 | Prueba3 | Pruebal | Prueba?2 | Prueba3
25 0.056 0.057 0.055 0.230 0.222 0.238

50 0.056 0.052 0.060 0.217 0.205 0.228
100 0.053 0.051 0.049 0.207 0.197 0.172
250 0.048 0.057 0.063 0.144 0.142 0.146
500 0.047 0.047 0.056 0.109 0.102 0.113

Fuente: Datos experimentales del estudio
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TABLA 22: Porcentajes de inhibicibn de la enzima tirosinasa a diferentes
concentraciones de la muestra

MUESTRA QFBQ(S)?AFEBD%'C'AS INHIBICION DE
(Lg/mL) Dabs. |At. | PENDIENTE | LA TIROSINASA
0 min 20 min )

25 0056 [0.230 |0.174 |20 |0.009 15.12
50 0056 |0.217 |o0.161 [20 |[o0.008 21.63
100 0051 [0.192 |0.141 |20 |0.007 31.22
250 0056 |0.144 |0.088 |20 |0.004 57.07
500 0050 [0.108 |0.058 |20 |0.003 71.71

Fuente: Datos experimentales del estudio

FIGURA 19: Gréfica de dispersion y linea de tendencia de la concentracion de la muestra
versus el porcentaje de inhibicion de la enzima tirosinasa
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Fuente: Datos experimentales del estudio

Andlisis e interpretacion

En la figura 19 se muestra la curva de dispersion y linea de tendencia a diferentes
concentraciones de la muestra, obtenido a partir de los datos de la tabla 22, donde se
observa la relacién de las diferentes concentraciones de la muestra en estudio versus
sus porcentajes de inhibicibn de la enzima tirosinasa, la ecuacion de la linea de
tendencia es: y = 19.714In(x) -53.196, con un R2 (Coeficiente de determinacién) igual a
0.9668, la cual establece que esta ecuacion tiene un 96.68% de relacion directa entre
el porcentaje de Inhibicién de la enzima tirosinasa y la concentraciéon de la muestra.

En la figura 19 se puede observar la cinética de inhibicion enzimatica de la fraccion
cloroférmica del extracto hidrometandlico del epicarpio del limén rugoso sobre la enzima
tirosinasa, donde se tiene una curva similar a la descrita en el estudio de Mufioz D. y
colaboradores, que describe la inhibicién de la enzima tirosinasa de los diferentes
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extractos de Ruta graveolens (68). Esta curva la describen también, De Arriaga Dolores
y colaboradores en su libro Cinética Enzimatica: manejo de datos, como una Inhibicion
del tipo competitiva (69). Concluyendo asi por la gréfica obtenida en este ensayo, que
los metabolitos presentes en la fraccidn cloroférmica del extracto hidrometandlico, son
inhibidores reversibles competitivos, donde estos metabolitos secundarios se unen a su
sitio activo de la enzima, desplazando al sustrato L-tirosina (70).

4.5.4. Determinacion de la concentracién inhibitoria (IC) de la muestra
Se determind el ICs, de la muestra, usando la ecuacién de regresién logaritmica de la

figura 19; asi, despejando “x” se tiene:

y+53.196
x = e 19.714

Con lo cual, reemplazando “y” por el valor de 50, resulta un valor de “x” igual a 187.66.
Andlisis, interpretacién y discusién de resultados

Para reducir la actividad de la enzima tirosinasa en un 50% son necesarios 187.66
pHg/mL de la muestra en estudio lo cual nos indica que su ICs, = 187.66 pg/mL.

En los estudios de Wauttisin N., Boonmak J., Thaipitak V., Thitilerdecha N. Y
Kittigowittana K. (2017) (3), para el extracto etandlico de cascara de naranja obtuvieron
un ICs, de 255.10 pg/mL, siendo menos eficaz al &cido kgjico, el cual tuvo un ICs, de
10.80 pg/mL, pudiéndose observar que la fraccion cloroféormica del extracto
hidrometandlico del limén rugoso tiene mejor efecto anti-tirosinasa que el extracto
etanodlico de naranja.

En la investigacion de llyas H., Hanif U., Ali A., Hassan Tarar Z., Javed H., Tahir T. Y
Rafig M. (2021) (25), determinaron que el extracto metandlico de la cascara de Citrus
bergamia fraccionado con cloroformo posee un ICs, de 35.2 £ 5.2 pg/mL mucho mayor
al extracto fraccionado con acetato de etilo 4.1 + 0.3 pg/mL y menor al extracto
fraccionado con hexano 142.7 + 21.2 yg/mL, se observa que los métodos de extracciéon
son similares al realizado en esta investigacion, sin embargo existe una marcada
diferencia entre los valores de ICs,, lo que indudablemente indica que Citrus bergamia
posee un mejor efecto anti-tirosinasa que Citrus jambhiri Lush.

En los estudios de Condo M. y Quispe J. (2019) (29), al determinar la actividad anti-
tirosinasa del epicarpio de la naranja huando, obtuvieron un ICs, de 0.023 mg/mL para
el patron trolox y un ICs, de 1.54 mg/mL para el extracto con acetato de etilo y 5.23
mg/mL para el extracto con metanol, comparando con nuestros resultados, se observa
que, Citrus jambhiri Lush. posee mejor actividad anti-tirosinasa que los extractos
metandlico y etil acetato de la naranja huando.

Se puede observar que en todas las investigaciones anteriores, las muestras en estudio
obtuvieron un ICs, mayor al del patron acido kéjico, de igual modo en la presente
investigacion se obtuvo un ICs, mayor en la muestra en estudio, lo que indica que su
capacidad de inhibir la enzima tirosinasa es menor al del acido kdjico; sin embargo,
comparado a las otras especies citricas exceptuando el extracto metandlico fraccionado
con acetato de etilo de Citrus bergamia, nuestro extracto posee mejor actividad anti-
tirosinasa.
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4.6. Determinacién de la actividad antioxidante
4.6.1. Por el método DPPH

4.6.1.1. Curva de calibracion con trolox
TABLA 23: Porcentaje de captacion de DPPH a distintas concentraciones de trolox

Concentracién de AZTORENEN Captacién de
trolox (pg/mL) Lectura 1 Lectura 2 Lectura 3 DPPH (%)
3.125 0.591 0.591 0.591 5.892
6.25 0.592 0.592 0.592 5.732
12.5 0.528 0.528 0.529 15.870
25 0.345 0.345 0.345 45.064
50 0.116 0.116 0.117 81.48

Fuente: Datos experimentales del estudio

FIGURA 20: Grafico de dispersion y linea de tendencia de la concentracion del patrén
trolox versus el porcentaje de captaciéon de DPPH.
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Fuente: Datos experimentales del estudio

Analisis e interpretacion

En la figura 20 se muestra la curva de calibracién de trolox obtenido a partir de los datos
de la tabla 23 donde se observa la relacion de las diferentes concentraciones de trolox
versus sus porcentajes de captacion del DPPH. En la figura 20 se aprecia la ecuacién
de la recta: y = 1.6988x — 2.1077, con un R2 (Coeficiente de determinacion) igual a
0.9883, lo cual establece que esta ecuacién de la recta tiene un 98.83% de relacién
directa entre el porcentaje de captacion de DPPH y la concentracion del patron trolox.

4.6.1.2. Determinacion de la concentracién necesaria para inhibir el
50% de especies oxidantes (ICsq) del trolox.
El ICs;, para el patrén trolox se calculé mediante la ecuacion de regresion lineal de la

figura 20; asi, despejando “x” se tiene:
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_y+21077
~ 1.6988

[Tl

Con lo cual, reemplazando “y” por el valor de 50, resulta un valor de “x” igual a 30.673
Analisis e interpretacion

Para reducir la actividad del DPPH en un 50% son necesarios 30.673 pg/mL de trolox
lo cual nos indica que su ICs, = 30.673 pg/mL.

En el estudio de Apaza N. y Huamani L. (2023) (71) para el control trolox obtuvieron un
1Cso = 179.677 pg/mL, se observa una diferencia con respecto al presente estudio, esto
es influenciado por las caracteristicas propias del ensayo, como son el solvente, las
concentraciones y volimenes de trabajo.

4.6.1.3. Porcentaje de captacion de DPPH a diferentes
concentraciones de la muestra en estudio.
TABLA 24: Resultados del porcentaje de captacion de DPPH a distintas
concentraciones de la muestra

Muestra LAELETE ca[igcr:(i:c'?: t(;jltjaeIZ?FE’}PH DESEE
(ug/ml) | Lectural | Lectura2 | Lectura3 (%) estandar
62.5 0.492 0.492 0.492 21.66 0.000
125 0.39 0.39 0.391 37.85 0.001
250 0.276 0.276 0.277 56.00 0.001

Fuente: Datos experimentales del estudio

FIGURA 21: Gréfico de dispersion con los valores de porcentaje de captacion de DPPH
por las muestra a diferentes concentraciones.
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Fuente: Datos experimentales del estudio

Analisis e interpretacion

En la figura 21 se observa la curva obtenida a partir de los porcentajes de captacion de
cada una de las concentraciones de trabajo de la muestra, donde se observa la relacion
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de las diferentes concentraciones de muestra versus sus porcentajes de captacion de
DPPH. En la figura 21 se aprecia la ecuacion de la recta: y = 0.1777x + 12.58, con un
R2 (Coeficiente de determinacion) igual a 0.9755, lo cual establece que esta ecuacién
de la recta tiene un 97.55% de relacién directa entre el porcentaje de captacion de DPPH
y la concentracion de la muestra.

4.6.1.4. Determinacién de la concentracion necesaria para inhibir el
50% de especies oxidantes (ICso) de la muestra en estudio.
Se determind el ICs, para la actividad antioxidante de la muestra en estudio, por el
método DPPH, utilizando la ecuacion de regresién lineal de la figura 21, de tal forma

[Ttl]

despejando “x” se tiene:

_y—12.58
X = T01777

Gy 9 [l

Reemplazando “y” por el valor de 50, “x” seria igual a 210.580
Andlisis, interpretacién y discusién de resultados

La concentracion necesaria de la muestra en estudio para reducir la actividad del DPPH
en un 50% es de 210.580 pg/mL, por lo tanto el IC5o= 210.580 pg/mL.

En la investigacion de Delgado M. (2020) (26), al determinar la actividad antioxidante
por el método DPPH de los extractos alcohdlico y acuoso de la cdscara de mandarina
(Citrus reticulata), obtuvo un ICs, de 122.96 pug/mL para el extracto acuoso y 23.99
pug/mL para el extracto alcohdlico, donde a pesar de ser la misma especie en estudio la
diferencia en la actividad antioxidante se debe a que el extracto etandlico tiene
flavonoides a diferencia del extracto acuoso que solo tiene taninos y fenoles.

En la investigacién de llyas H., Hanif U., Ali A., Hassan Tarar Z., Javed H., Tahir T. Y
Rafig M. (2021) (25), determinaron por el método DPPH que el extracto metandlico
crudo de la cascara de Citrus bergamia posee un ICs, de 125.9 + 4 ug/mL siendo el con
mayor potencial antioxidante comparado a los extractos metanélicos de hojas y pulpa.

En la investigacion de Ordofiez E., Reategui D. y Villanueva J. (2018) (30), obtuvieron
que la cascara de Citrus jambhiri Lush. tiene un ICs, de 4.26 + 1.23 mg/mL por el método
DPPH, comparando con los resultados de esta investigacion, se observa que el método
y tiempo de extraccion (En el estudio de Ordofiez se utilizdé agitacién por 24h. En el
presente estudio se utiliz6 maceracion por 15 dias) y la adicion de un proceso adicional
de purificaciébn, como es el fraccionamiento con cloroformo que se realiz6 en este
estudio mejoran notablemente la capacidad de captar radicales libres.

4.6.1.5. Determinacién de la actividad antioxidante equivalente a
trolox (TEAC) de la fraccion cloroférmica del extracto
hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush.
por el método DPPH.
Para calcular el equivalente trolox, primeramente, se transformé las unidades de la
muestra de pg/mL a g/mL, seguidamente se utiliz6 la siguiente formula.

ICsy Trolox
TEAC = —F——
ICsy Muestra
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Reemplazando los datos obtenidos resulta:

TEAC = —0073 H8/mL ) c659.607
~0.00021058 g/mL _ 007 ne/e

Andlisis, interpretaciéon y discusién de resultados

La actividad antioxidante por el método DPPH de la fraccion cloroférmica del extracto
hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. expresada en
equivalentes trolox = 145.66 mg trolox / g FC y expresada por 100 gramos de
epicarpio seco tendriamos 552.2 mg trolox / 100 g PS.

Anticona M. (2022) (24) en su investigacion obtuvo que la actividad antioxidante
determinada por el método DPPH de las pieles de las 3 variedades de mandarinas
hibridas: Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique a los 30 minutos de extraccion asistida por
ultrasonido, fue de: 14.2+4.0, 9.0+1.4y 9.1+2.6 mmol TE/ 100 g PF respectivamente, en
base a ello podemos afirmar que la fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico
del epicarpio del limon rugoso posee menor actividad antioxidante que las pieles de las
mandarinas hibridas Clemenvilla, Nadorcott y Ortanique, por el método DPPH.

En la investigacion de Montenegro M. y colaboradores (2021) (72), obtuvieron que la
actividad antioxidante de los residuos de naranja (Citrus sinensis) por el método DPPH
expresado en equivalentes trolox fue: 1.31+0.10 mg de trolox / g PF, se observa que
los residuos de naranja poseen menor actividad antioxidante que la fraccién cloroférmica
del extracto hidrometandlico del epicarpio del limén rugoso, por el método DPPH.

4.6.2. Por el método ABTS

4.6.2.1. Curva de calibracion con trolox
TABLA 25: Porcentaje de captacion de ABTS a distintas concentraciones de trolox

Concentracion de ABSORBANCIA Captacion de
trolox (ug/mL) LECTURA 1 | LECTURA 2 | LECTURA 3 | ABTS (%)
3.125 0.457 0.458 0.458 4.851
6.25 0.441 0.442 0.442 8.177
12.5 0.434 0.434 0.434 9.771
25 0.333 0.333 0.334 30.700
50 0.164 0.164 0.164 65.904

Fuente: Datos experimentales del estudio
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FIGURA 22: Gréfico de dispersion y linea de tendencia de la concentracion del patron
trolox versus el porcentaje de captacién de ABTS.
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Fuente: Datos experimentales del estudio

Analisis e interpretacion de resultados

En la figura 22 se muestra la curva de calibracién de trolox obtenido a partir de los datos
de la tabla 25, donde se establece la relacion de las diferentes concentraciones de trolox
versus sus porcentajes de captacion del ABTS. En la figura 22 se aprecia la ecuacion
de regresion lineal y = 1.3335x — 1.9548, con un R2 (Coeficiente de determinacion) igual
a 0.9861, lo cual establece que esta ecuacién de la recta tiene un 98.61% de relacion
directa entre el porcentaje de captacion de ABTS y la concentracion del patrén trolox.

4.6.2.2. Determinacién de la concentracidn necesaria para inhibir el
50% de especies oxidantes (ICsq) del trolox.
Se determind mediante la ecuacidn de regresién lineal de la figura 22; asi, despejando
la ecuacion resulta:

_y+1.9548
~ 1.3335

Con lo cual, reemplazando “y” por el valor de 50, resulta un valor de “x” igual a 38.961
pug/mL de trolox. Siendo esta la concentracién necesaria Para que se reduzca la
actividad del ABTS en un 50%.

|4.6.2.3. Porcentaje de captacion de ABTS a diferentes
concentraciones de la muestra en estudio.
TABLA 26: Resultados del porcentaje de captacion de ABTS a distintas
concentraciones de la muestra

muestra Absorbancias Porcentaje de | oo ign
(ng/mL) L 11 L 2 | L 3 captacion de estandar
ectura ectura ectura ABTS (%)
31.25 0.307 0.307 0.308 36.11 0.001
62.5 0.22 0.22 0.221 54.19 0.001
125 0.068 0.068 0.069 85.79 0.001

Fuente: Datos experimentales del estudio
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FIGURA 23: Gréfico de dispersion con los valores de porcentaje de captacion de ABTS
por las muestra a diferentes concentraciones
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Fuente: Datos experimentales del estudio
Analisis e interpretacion

En la figura 23 se observa la curva obtenida a partir de los porcentajes de captacion de
cada una de las concentraciones de trabajo de la muestra, donde se establece la
relacion de las diferentes concentraciones de muestra versus sus porcentajes de
captacion de ABTS. En la figura 23 se aprecia la ecuacion de regresién lineal y = 0.5265x
+ 20.305, con un Rz (Coeficiente de determinacidn) igual a 0.9988, lo cual establece que
esta ecuacion de la recta tiene un 99.88% de relacion directa entre el porcentaje de
captacién de ABTS y la concentracion de la muestra.

4.6.2.4. Determinacién de la concentracion necesaria para inhibir el
50% de especies oxidantes (ICs,) de la muestra en estudio.
Se determin6 mediante la ecuacion de regresion lineal de la figura 23; asi, despejando
la ecuacion resulta:

_ y—20305
X = 70,5265

Con lo cual, reemplazando “y” por el valor de 50, resulta un valor de “x” igual a 56.401.
Andlisis, interpretacién y discusién de resultados

La concentracién necesaria de la muestra en estudio para reducir la actividad del ABTS
en un 50% es de 56.401 pg/mL, por lo tanto el ICs5= 56.401 pg/mL.

En la investigacion de Ordofiez E., Reategui D. y Villanueva J. (2018) (30), obtuvieron
gue la cascara de Citrus jambhiri Lush. tiene un IC5, de 247 £ 9.1 pg/mL por el método
ABTS, con lo cual podemos concluir que el paso adicional que se realizé en esta
investigacion (fraccionamiento con cloroformo) mejora significativamente la capacidad
antioxidante de la cascara de Citrus jambhiri Lush (limon rugoso).
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4.6.2.5. Determinacién de la actividad antioxidante equivalente a
trolox (TEAC) de la fraccion cloroférmica del extracto
hidrometanélico del epicarpio de Citrus jambhiri Lush. por el método
ABTS.
Para calcular el equivalente trolox, primeramente, se transformé las unidades de la
muestra de pg/mL a g/mL, seguidamente se utilizé la siguiente formula.

ICs5q Trolox

TEAC =
ICsy Muestra

Reemplazando los datos obtenidos se tiene:

rEAC = o096l me/mL o 0es 624
~ 0.000056401 g/mL 624 ug /8

Andlisis, interpretacién y discusién de resultados

La fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico del limén rugoso presenta una
actividad antioxidante equivalente a trolox TEAC= 690.786 mg de trolox /g FC y
expresado por 100 gramos de epicarpio seco tendriamos TEAC=2.619 g de trolox/ 100
g PS.

En la investigacion de Montenegro M. y colaboradores (2021) (72), obtuvieron que la
actividad antioxidante de los residuos de naranja (Citrus sinensis) por el método ABTS
expresados en equivalentes trolox fue: 0.36£0.04 mg de trolox / g PF, cuyo resultado
presenta una gran diferencia con el resultado por el método DPPH ( 1.31+0.10 mg de
trolox / g PF).

En la presente investigacion se observa un comportamiento similar, la capacidad
antioxidante por el método DPPH y ABTS difieren ampliamente; sin embargo, fue por el
método ABTS por el cual se obtuvo mejor actividad antioxidante. Para el patrén trolox
los valores de ICs, resultaron relativamente similares por ambos métodos, DPPH y
ABTS, teniendo ICs, = 30.673 pg/mL y un ICs, =38.961 pg/mL respectivamente. En la
muestra en estudio se observa una diferencia en los valores de ICs,, donde por el
método DPPH se obtuvo un ICs, = 210.580 pg/mL y por el método ABTS se obtuvo un
ICs, = 56.401. Se concluye que esta marcada diferencia se debe a que en un primer
plano con la extraccion hidrometandlica, se extraen metabolitos secundarios de caracter
polar, y con el fraccionamiento con cloroformo se separan los metabolitos secundarios
de caracter menos polar como las isoflavonas, flavanonas, flavonas y flavanoles; y, al
ser el reactivo ABTS soluble en solventes acuosos y orgénicos, lo cual le otorga la
cualidad de poder determinar la capacidad antioxidante hidrofilica y lipofilica, puede
determinar la actividad antioxidante de forma més completa (73).
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CONCLUSIONES

Se determiné que la fraccién cloroférmica del extracto hidrometandlico del
epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso) presenta
importante actividad anti-tirosinasa y antioxidante.

Se obtuvo el extracto seco hidrometandlico del epicarpio de los frutos de Citrus
jambhiri Lush. (Limén rugoso) y se determind que tiene un 14.5% de rendimiento
de extraccion.

Se fracciond el extracto seco hidrometandlico utilizando el solvente cloroformo
(CHCl3) mediante el método de maceracion, el cual tuvo un 3.791% de
rendimiento final en la extraccion.

Se aplicaron las pruebas de identificacion fitoquimica en la fraccion cloroférmica
y se determin6 presencia en abundante cantidad de compuestos fendlicos y
azlUcares reductores, regular cantidad de flavonoides, quinonas, taninos,
alcaloides, lactonas sesquiterpénicas y ausencia de saponinas.

Se cuantificaron los compuestos fenélicos en la fraccion cloroférmica del extracto
hidrometandlico elaborado a partir del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri
Lush. (Limén rugoso), obteniendo 965.4 mg GAE/g FC.

Se determiné que la fraccién cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado
a partir del epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limén rugoso)
presenta actividad anti-tirosinasa con un [C5,=187.66 pg/mL.

La fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico elaborado a partir del
epicarpio de los frutos de Citrus jambhiri Lush. (Limon rugoso) presenta
importante actividad antioxidante por el método ABTS con un ICy, = 56.401
pHg/mL equivalente a 690.786 mg de trolox/ g FC, y por el método DPPH el ICs,
= 210.580 ug/mL equivalente a 145.66 mg de trolox/ g FC.
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SUGERENCIAS Y RECOMENDACIONES

+ A LAS AUTORIDADES Y DOCENTES DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE
SAN ANTONIO ABAD DE CUSCO

v

Continuar fomentando la investigacién fitoquimica y farmacologia para
profundizar en el conocimiento de las propiedades bioactivas del limén
rugoso.

Incentivar al estudio sobre la importancia de los residuos citricos, sobre
todo sus componentes bioactivos y actividades biologicas aplicables en
el area médica, farmacéutica, dermatolégica y cosmética.

+ A LOS ESTUDIANTES DE LA ESCUELA PROFESIONAL DE FARMACIA Y
BIOQUIMICA

v

v

Se sugiere desarrollar formulaciones con propiedades anti-tirosinasa y
antioxidantes para la industria cosmética y farmacéutica.

Investigar sobre las aplicaciones dermatolégicas, ademas de la actividad
antioxidante y anti-tirosinasa, de los polifenoles y flavonoides
provenientes de la cascara de Citrus jambhiri y su potencial en la industria
farmacéutica.

Evaluar otras especies con propiedades aclaradoras de la piel para el
tratamiento de la hipermelanosis causados por factores internos y
externos.

Investigar sobre otros métodos y técnicas de identificacion,
cuantificacion, aislamiento y purificacion de metabolitos secundarios
bioactivos, que sean mas eficientes.

64



BIBLIOGRAFIA

1. Lemmel J. Sustancias despigmentantes y métodos de aclaramiento del color de la
piel. [Online].; 2002 Octubre; 21(9) [cited 2023 Mayo. Available from:
https://dialnet.unirioja.es/ejemplar/414487.

2. Lipsker D, Boeckler P. Hiperpigmentaciones. EMC-Dermatologia. [Online].; 2006;
40(4): p. 1-16 |[cited 2023 Mayo. Available from: https://www.em-

consulte.com/es/article/56050/hiperpigmentaciones.

3. Wuttinsin N, Boonmak J, Thaipitak V, Thitilertdecha N, Kittigowittana K. Actividad
anti-tirosinasa del extracto de la cascara de naranja y formulacion cosmética [Anti-
tyrosinase activity of orange peel extract and cosmetic formulation]. International
food research journal. [Online].; 2017; 24(5): p.2128-2132 |[cited 2023 Abril.
Available from: http://www.ifrj.upm.edu.my/24%20(05)%202017/(40).pdf.

4. Mufioz D. K, Londoiio L. J, Arango A. GJ, Sierra R. JA, Bravo M. KE. Efecto de la
técnica de extraccion de Ruta graveolens sobre la actividad antitirosinasa y
correlacion entre la inhibicién enzimatica, el contenido de compuestos fendlicos y
la citotoxicidad. VITAE. [Online]. Medellin: Universidad de Antioquia, Colombia;
2007; 14(2): p. 78-83. [cited 2023  Abril. Available from:
https://www.redalyc.org/pdf/1698/169815389009.pdf.

5. Maureen Hernandez A, Prieto Gonzales E. Plantas que contienen Polifenoles.
Antioxidantes dentro del estilo de vida. Revista cubana de investigaciones
médicas. [Online]. La Habana - Cuba; 1999; 18(1): p. 12-14. [cited 2023 Mayo.
Available  from: http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-
03001999000100004#:~:text=Rab0%20de%20gato%2C%20ginseng%2C%20gin
kgo0,%2C%20agrimonia%2C%20cal%C3%A9ndula%20y%20avena.

6. Gomez-Mejia E, Rosales-Conrado N, Ledn-Gonzalez ME, Madrid Y. Residuos de
céascaras de citricos como fuente de compuestos de valor afiadido: Extraccion y
cuantificacién de polifenoles bioactivos.[Citrus peels waste as a source of value-
added compounds: Extraction and quantification of bioactive polyphenols].
[Online].; 2019;295: p. 289-299 [cited 2024. Available from:
https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/31174761/.

65


https://dialnet.unirioja.es/ejemplar/414487
https://www.em-consulte.com/es/article/56050/hiperpigmentaciones
https://www.em-consulte.com/es/article/56050/hiperpigmentaciones
http://www.ifrj.upm.edu.my/24%20(05)%202017/(40).pdf
https://www.redalyc.org/pdf/1698/169815389009.pdf
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-03001999000100004#:~:text=Rabo%20de%20gato%2C%20ginseng%2C%20ginkgo,%2C%20agrimonia%2C%20cal%C3%A9ndula%20y%20avena.
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-03001999000100004#:~:text=Rabo%20de%20gato%2C%20ginseng%2C%20ginkgo,%2C%20agrimonia%2C%20cal%C3%A9ndula%20y%20avena.
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0864-03001999000100004#:~:text=Rabo%20de%20gato%2C%20ginseng%2C%20ginkgo,%2C%20agrimonia%2C%20cal%C3%A9ndula%20y%20avena.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/31174761/

7. Antunes Maciel A, Dal Piva EC, Pinheiro Lima G, Neves Serpa ECdS. Tratamiento

10.

11.

12.

13.

de control del melasma [Tratamiento para controle de melasma] Anales en salud
colectiva [Anais em saude coletiva]. [Online].: Unidad Central de educacién
Facultad Faem [Unidade Central de Educacdo Faem Faculdade] UCEFF; 2022;
2(2): p. 40-42. [cited 2023 Mayo. Available from:
https://uceff.edu.br/anais/index.php/SAUDECOL ET/article/download/487/492.

. Pérez Rivera F. Tratamiento de lesiones pigmentarias melanociticas con laser Q-

SWITCHED de picosegundos. [Online].; 2021 [cited 2023 Mayo. Available from:
https://www.perezrivera.com/noticias/photo/1628167526c09%20Picosequndos%2
OF Perez%20v2.pdf.

. Aguilar Garcia KF, Vargas Rojas AM, Vidarte Orrego G. Tratamiento en melasma.

Revista oficial de la sociedad peruana de dermatologia (SPD). [Online].: Dermatol
Pera; 2021; 31(4): p. 281-289 [cited 2023 Mayo. Available from:

https://www.dermatolperu.org/assets/uploads/revista [f1n 01 Articulo revision 3

1-4 compressed.pdf.

Direcciébn del Programa Técnico en Maquillaje Artistico y Coordinacién de
Investigacién. Historia del maquillaje, de los origenes hasta la profesionalizacion
del oficio. [Online].; 2021 [cited 2023 Mayo. Available from: https://www.Ici.edu.co/-

/media/images/responsive/colombia/documentos/investigacion/2021/historia-del-

maquillaje-de-sus-orgenes-a-su-profesionalizacin _ compressed.ashx?la=es-
mx&hash=F679085B8099057459874D29CC19F95DC522E1A2.

Casarfola Martin GM, Marrero Ponce Y, Le Thi Thu H, Hassan Khan MT, Torrens
F, Rescigno A, et al. La enzima tirosinasa: 2. Inhibidores de origen natural y
sintético. Afinidad 1QS. [Online].; 2013; 70(564): p. 270-276 [cited 2023 Abril.
Available from: https://raco.cat/index.php/afinidad/article/view/273744.

Itoh K, Hirata N, Masuda M, Naruto S, Murata K, Wakabayashi K, et al. Efectos
inhibidores del extracto de Citrus hassaku y sus glucésidos de flavanona sobre la
melanogénesis. [Inhibitory effects of Citrus hassaku Extract and its flavanone
glycosides on Melanogenesis]. Boletin biolégico y farmacéutico. [Online].; 2009;
32(3) p. 410-415 [cited 2023 Julio. Available from:
https://www.jstage.jst.go.jp/article/bpb/32/3/32 3 410/ article/-char/ja/.

Lou SN, Yu MW, Ho CT. Componentes inhibidores de la tirosinasa en la cascara

de calamondina inmadura [Tyrosinase inhibitory components of inmature

66


https://uceff.edu.br/anais/index.php/SAUDECOLET/article/download/487/492
https://www.perezrivera.com/noticias/photo/1628167526c09%20Picosegundos%20F_Perez%20v2.pdf
https://www.perezrivera.com/noticias/photo/1628167526c09%20Picosegundos%20F_Perez%20v2.pdf
https://www.dermatolperu.org/assets/uploads/revista_If1n_01_Articulo_revision_31-4_compressed.pdf
https://www.dermatolperu.org/assets/uploads/revista_If1n_01_Articulo_revision_31-4_compressed.pdf
https://www.lci.edu.co/-/media/images/responsive/colombia/documentos/investigacion/2021/historia-del-maquillaje-de-sus-orgenes-a-su-profesionalizacin_compressed.ashx?la=es-mx&hash=F679085B8099057459874D29CC19F95DC522E1A2
https://www.lci.edu.co/-/media/images/responsive/colombia/documentos/investigacion/2021/historia-del-maquillaje-de-sus-orgenes-a-su-profesionalizacin_compressed.ashx?la=es-mx&hash=F679085B8099057459874D29CC19F95DC522E1A2
https://www.lci.edu.co/-/media/images/responsive/colombia/documentos/investigacion/2021/historia-del-maquillaje-de-sus-orgenes-a-su-profesionalizacin_compressed.ashx?la=es-mx&hash=F679085B8099057459874D29CC19F95DC522E1A2
https://www.lci.edu.co/-/media/images/responsive/colombia/documentos/investigacion/2021/historia-del-maquillaje-de-sus-orgenes-a-su-profesionalizacin_compressed.ashx?la=es-mx&hash=F679085B8099057459874D29CC19F95DC522E1A2
https://raco.cat/index.php/afinidad/article/view/273744
https://www.jstage.jst.go.jp/article/bpb/32/3/32_3_410/_article/-char/ja/

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

calamondin peel]. Food chemistry. [Online].; 2012; 135(3): p. 1091-1096. [cited
2023 Julio. Available from: https://doi.org/10.1016/].foodchem.2012.05.062.

Zang C, Lu Y, Tao L, Tao X, Su X, Wei D. Efectos inhibidores de tirosinasa y
mecanismos de inhibicion de nobiletina y hesperidina de extractos crudos de
cascara. [Tyrosinase inhibitory effects and inhibition mechanisms of nobiletin and
hesperidin from citrus peel crude extracts]. [Online].; 2007; 22(1): p. 83-90 [cited
2023 Julio. Available from: https://doi.org/10.1080/14756360600953876.

Sasaki K, Yoshizaki F. Nobiletina como inhibidor de la tirosinasa de la cascara de
citricos. [Nobiletin as a tyrosinase inhibitor from the peel of Citrus fruit]. Biological
and Pharmaceutical Bulletin. [Online].; 2002; 25(6): p. 806-808 [cited 2023 Abril.
Available from: https://www.jstage.jst.go.jp/article/bpb/25/6/25 6 806/ article/-

char/ja/.

Huanca-Huirse NL, Roque-Roque S, Laurel-Vargas VN, Quispe-Sancho AW.
Percepcion del riesgo de cancer de piel en un hospital de altura. Revista de la
Facultad de Medicina Humana URP. [Online].; 2020; 20(2): p. 222-226. [cited 2024.
Available from: http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S2308-
05312020000200222&script=sci_abstract.

Ramos Rodriguez C, Ramos M. Factores de riesgo para la ocurrencia de melasma
en pacientes de un hospital de referencia. Dermatol Perd. [Online].; 2013; 23(1): p.
26-30 [cited 2023 Agosto. Available from:
https://sisbib.unmsm.edu.pe/bVrevistas/dermatologia/v23 nl/pdf/a03v23nl.pdf.

Rodriguez Bueno de Macedo J. Fisiopatologia del melasma [Fisiopatologia do
melasma]. [Online].; 2019 [cited 2023 Agosto. Available from:
https://www.academia.edu/download/60723983/TCC -

Juliana_Rodrigues Bueno _de Macedo - SP03520190927-67770-10e3aly.pdf.

Saginala K, Barsouk A, Sukumar Aluru J, Rawla P, Barsouk A. Epidemiologia del
melanoma [Epidemiology of Melanoma]. Medical Sciences. [Online].: MDPI; 2021,
9(63) [cited 2023 Mayo. Available from: hitps://www.mdpi.com/2076-3271/9/4/63.

Algathama A, Yonbawi AR, Shao L, Bader A, Abdalla AN, Gibbons S, et al. La
citotoxicidad in vitro contra las celulas del melanoma humano, la inhibicién de la
tirosinasa y la actibvidad antioxidante de los extractos de hojas de Grewia tenax.

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas.

67


https://doi.org/10.1016/j.foodchem.2012.05.062
https://doi.org/10.1080/14756360600953876
https://www.jstage.jst.go.jp/article/bpb/25/6/25_6_806/_article/-char/ja/
https://www.jstage.jst.go.jp/article/bpb/25/6/25_6_806/_article/-char/ja/
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S2308-05312020000200222&script=sci_abstract
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S2308-05312020000200222&script=sci_abstract
https://sisbib.unmsm.edu.pe/bVrevistas/dermatologia/v23_n1/pdf/a03v23n1.pdf
https://www.academia.edu/download/60723983/TCC_-_Juliana_Rodrigues_Bueno_de_Macedo_-_SPO3520190927-67770-10e3aly.pdf
https://www.academia.edu/download/60723983/TCC_-_Juliana_Rodrigues_Bueno_de_Macedo_-_SPO3520190927-67770-10e3aly.pdf
https://www.mdpi.com/2076-3271/9/4/63

21.

22.

23.

24,

25.

26.

[Online].; 2023; 22(2): p. 268-276 |[cited 2023 Mayo. Available from:
https://blacpma.ms-editions.cl/index.php/blacpma/article/view/338/346.

Colombo A. Cultivar Los citricos ornamentales y de fruto. ler ed. USA: Editorial de
Vecchi, S. A. U.; 2020.

Avalos Viveros M. Evaluacion del Extracto Etandlico y de Fracciones Obtenidas
por Carbonizacién Hidrotérmica Procedentes del Epicarpio de Frutos de Aguacate
(Persea americana Mill. cultivar Hass) Sobre Marcadores de Envejecimiento
Celular Cutaneo. [Online]. Morelia; 2022 [cited 2023 Abril. Available from:
http://bibliotecavirtual.dgb.umich.mx:8083/xmlui/handle/DGB _UMICH/6745.

Luque Alcaraz AG, Velazquez Antillbn M, Herndndez Téllez N, Graciano Verdugo
AZ, Garcia Flores N, Irique Razcon L, et al. Antioxidant effect of nanoparticles
composed of zein and orange (Citrus sinensis) Extract obtained by ultrasound-
assisted extraction. [Online].; 2022; 15(14). [cited 2023 Abril. Available from:
https://www.mdpi.com/1996-1944/15/14/4838.

Anticona-Barreto ML. Compuestos Bioactivos y cvapacidad antioxidante en zumos
y extractos de residuos, obtenidos por ultrasonidos, de mandarinas hibridas.
Valencia: Universidad de Valencia. [Online]. Valencia: Universidad de Valencia,
2022 [cited 2024. Available from:
https://webges.uv.es/public/uvEntreuWeb/tesis/tesis-1996599-
DCD9G8DM16ID2CUJ.pdf.

llyas H, Hanif U, Ali A, Tarar H, Javed H, Tahir T, et al. Potencial Anti-tirosinasa y
Antioxidante del Extracto Metandlico de Partes Seleccionadas de Citrus bergamia
y Ficus carica [Anti-tyrosinase and Anti-oxidant Potential of Methanolic Extracts of
Selected Citrus bergamia and Ficus carica Parts]. [Online].; 2021; 27(4): p. 443-
450 [cited 2023 Abril. Available from:
https://www.academia.edu/111836086/Anti_Tyrosinase and_Anti_Oxidant Poten

tial of Methanolic Extracts of Selected Citrus Bergamia and Ficus Carica P

arts.

Delgado Zambrano MG. Evaluacion de la Capacidad Antioxidante de los Extractos
Alcoholico y Acuoso de la Cascara de la Mandarina (Citrus reticulata), en Relacién

a un Medicamento Comercial. Universidad Politécnica Salesiana sede cuenca.

68


https://blacpma.ms-editions.cl/index.php/blacpma/article/view/338/346
http://bibliotecavirtual.dgb.umich.mx:8083/xmlui/handle/DGB_UMICH/6745
https://www.mdpi.com/1996-1944/15/14/4838
https://webges.uv.es/public/uvEntreuWeb/tesis/tesis-1996599-DCD9G8DM16ID2CUJ.pdf
https://webges.uv.es/public/uvEntreuWeb/tesis/tesis-1996599-DCD9G8DM16ID2CUJ.pdf
https://www.academia.edu/111836086/Anti_Tyrosinase_and_Anti_Oxidant_Potential_of_Methanolic_Extracts_of_Selected_Citrus_Bergamia_and_Ficus_Carica_Parts
https://www.academia.edu/111836086/Anti_Tyrosinase_and_Anti_Oxidant_Potential_of_Methanolic_Extracts_of_Selected_Citrus_Bergamia_and_Ficus_Carica_Parts
https://www.academia.edu/111836086/Anti_Tyrosinase_and_Anti_Oxidant_Potential_of_Methanolic_Extracts_of_Selected_Citrus_Bergamia_and_Ficus_Carica_Parts

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Ecuador. [Online].; 2020 [cited 2023 Abril. Available from:
https://dspace.ups.edu.ec/bitstream/123456789/18542/4/UPS-CT008714.pdf.

Navia A, Ormachea P, Salcedo L, Lozano M, Tarqui S, Flores Y, et al
Determination of the phenolic contents, and evaluation of the antityrosinase activity,
and the antioxidant indexes of four bolivian quinoa varieties. [Online].; 2020; 37(1):
p. 12-20. [cited 2023 Abril. Available from:
https://www.redalyc.org/articulo.0a?id=426363282002.

Mera Santa Cruz E, Papuico Sanchez LE. Actividad Anti-tirosinasa y efecto
fotoprotector del extracto etandlico del tegumento de dos variedades de Phaseolus
vulgaris L. Nufia roja y negra. Universidad Norbert Wiener. Lima. [Online].; 2020
[cited 2023 Abril. Available from:
https://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13053/4246/T061 482
80008 47401607 T.pdf?sequence=1&isAllowed=y.

Condo Ramirez ME, Quispe del Campo JM. Efecto anti-tirosinasa de extractos
metandlico y etil acetato del epicarpio de Citrus sinensis (L.) Osbeck Var. huando
(naranja). Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Lima. [Online].; 2019 [cited
2023 Abril. Available from:
http://cybertesis.unmsm.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12672/11311/Condo_rm.

pdf?sequence=3.

Ordofiez Gomez ES, Reéategui Diaz D, Villanueva Tiburcio JE. Polifenoles Totales
y Capacidad Antioxidante en Cascara y Hojas de Doce Citricos. Scientia
Agropecuaria. [Online].; 2018; 9(1): p. 113-121. [cited 2023 Abril. Available from:
http://www.scielo.org.pe/pdf/agro/v9nl/al2vonl.pdf.

Marreros Castafieda SH. Contenido de polifenoles totales y capacidad antioxidante
d elas flores de Citrus sinensis (naranja), Citrus aurantifolia (lima) y Prunus persica
(durazno); Chimbote: Universidad Catélica los Angeles de Chiumbote. [Online].
Chimbote; 2018 [cited 2023 Mayo. Available from:
https://repositorio.uladech.edu.pe/handle/20.500.13032/21087.

Cruz Mamani XE. Determinacion de la accion in vitro del extracto metandlico de
cedroln (Lippia citriodora) sobre celulas de melanoma inhibiendo la melanogénesis

y sobre la actividad in vitro de la enzima tirosinasa sobre el sustrato L-tirosina.

69


https://dspace.ups.edu.ec/bitstream/123456789/18542/4/UPS-CT008714.pdf
https://www.redalyc.org/articulo.oa?id=426363282002
https://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13053/4246/T061_48280008_47401607_T.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://repositorio.uwiener.edu.pe/bitstream/handle/20.500.13053/4246/T061_48280008_47401607_T.pdf?sequence=1&isAllowed=y
http://cybertesis.unmsm.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12672/11311/Condo_rm.pdf?sequence=3
http://cybertesis.unmsm.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12672/11311/Condo_rm.pdf?sequence=3
http://www.scielo.org.pe/pdf/agro/v9n1/a12v9n1.pdf
https://repositorio.uladech.edu.pe/handle/20.500.13032/21087

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

[Online],; 2017 [cited 2023 Abril. Available from:
https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/biblio-912229?lang=es.

Del Castillo Ttito K. Actividad inhibitoria in vitro sobre la enzima tirosinasa y
actividad antioxidante del extracto metandlico de Origanum vulgare L. Cusco:

Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco; 2024.

Urrunaga Ormachea M, del Carpio Jiménez C, Gutierrez Chavez RG, Tomaylla
Cruz C. Propiedades Fisicoquimicas, Composicibn Quimica y Actividad
Antioxidante del Aceite Esencial de Citrus jambhiri (Limdn rugoso). Revista de la
Sociedad Quimica del Pera. [Online].; 2023; 88(3): p. 277-288 [cited 2023 Abril.
Available from:

http://revistas.sgperu.org.pe/index.php/revistasqperu/article/view/403/345.

Alarcon-Mite Al, Mora-Loor JL, Cabrera-Casillas O, Garcia-Larreta FS. Estudio
Comparativo de la Composicion Quimica, Fenoles totales y Actividad antioxidante
de Citrus sinensis, Citrus reticulata y Citrus maxima; Reciamuc. [Online].: Saberes
del Conocimiento; 2022; 6(3): p. 535-545. [cited 2024. Available from:
https://reciamuc.com/index.php/RECIAMUC article/view/941.

Priyadarshi S, Kashyap P, Gadhave RK, Jindal N. Efecto de la hidrodestilacién
asistida por ultrasonido sobre cinética de extraccién, la composiciéon quimica y la
actividad antimicrobiana del aceite esencial de cascara de Citrus jambbhiri. Journal
of Food Process Engineering. [Online].; 2021; 44(12) [cited 2024. Available from:
https://doi.org/10.1111/jfpe.13904.

Nadear-Escasia S. Aktivitas antibakteri minyak atsiri kulit buah jeruk jungga (Citrus
jambhiri Lush.) terhadap bakteri isolat klinis Staphylococcus epidermidis. [Online].:
Repositorio Institucional de la Universidad Sumatra del Norte; 2023 [cited 2024.
Available from: https://repositori.usu.ac.id/handle/123456789/85389.

Mabberley DJ. Una clasificacibn para los citricos comestibles (Rutaceae) [A
classification for edible Citrus (rutaceae)]; Telopea. [Online].; 1997; 7(2) [cited 2023
Mayo. Available from:

http://citruspages.free.fr/A classification for edible Citrus.pdf.

Ledn J. Fundamentos botanicos de los cultivos tropicales. ler ed. San Jose:
Editorial 1ICA; 1968.

70


https://pesquisa.bvsalud.org/portal/resource/pt/biblio-912229?lang=es
http://revistas.sqperu.org.pe/index.php/revistasqperu/article/view/403/345
https://reciamuc.com/index.php/RECIAMUC/article/view/941
https://doi.org/10.1111/jfpe.13904
https://repositori.usu.ac.id/handle/123456789/85389
http://citruspages.free.fr/A_classification_for_edible_Citrus.pdf

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

Cebrian-Ortega A. Influencia del método de extraccion en la composicion del aceite
esencial de la corteza de Citrus jambhiri, Citrus hystrix y Citrus Limon; Universidad
Politécnica de Valencia. [Online]. Valencia; 2021 [cited 2024. Available from:
https://riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/173857/Cebrian%20-
%20Influ%C3%A8ncia%20del%20m%C3%A8tode%20d'extracci%C3%B3%20en
%201a%20composici%C3%B3%20de%20I'0li%20essencial%20de%20la%20corfa
%20de%20citrr.pdf?sequence=3.

Beltran-Huertas JA, Natagaima-Lopez A. Efecto insecticida de Citrus jambbhiri Lush
sobre Trialeurodes vaporariorum en condiciones de laboratorio; Bogota:
Universidad de Bogota Jorge Tadeo Lozano. [Online]. Bogota: Universidad de
Bogota Jorge Tadeo Lozano; 2018 |[cited 2024. Available from:
http://hdl.handle.net/20.500.12010/4308.

Calderon-Gonzéalez JM. Estudio etnobotanico de las frutas comestibles
comercializadas en las ferias locales de la Amazonia Ecuatoriana; El coca.
[Online]. El Coca; 2023 [cited 2024. Available from:
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/19045.

Garcia-Dorado J, Alonso-Fraile P. Anatomia y fisiologia de la piel; Pediatria
Integral. [Online].; 2021; XXIV(3): p. 156.e1-156.e13 [cited 2024. Available from:
https://pediatriaintegral.es/wp-content/uploads/2021/xxv03/07/n3-156e1-

13 RB JesusGarcia.pdf.

Sepulveda-Saavedra J. Texto atlas de Histologia, Biologia Celular y Tisular. 2nd
ed.:Interamericana Editores. [Online].: Interamericana Editores; 2014 [cited 2024.

Available from: https://accessmedicina.mhmedical.com/book.aspx?bookl|D=1506.

Carranza EE, Carranza Gajardo EA. Anatomia de la piel; Cilad. Org. [Online].;
2009; 1(23) [cited 2023 Mayo. Available from: https://antoniorondonlugo.com/wp-
content/uploads/2010/05/157-ANATOMIA-DE-LA-PIEL.pdf.

Honeyman J. Fisiologia de la piel; Dermatologia IberoAmericana On line. [Online].;
2013 [cited 2023 Mayo. Available from:
https://www.academia.edu/download/57761583/178-FISIOLOGIA-DE-LA-

PIEL2.pdf.

71


https://riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/173857/Cebrian%20-%20Influ%C3%A8ncia%20del%20m%C3%A8tode%20d'extracci%C3%B3%20en%20la%20composici%C3%B3%20de%20l'oli%20essencial%20de%20la%20corfa%20de%20citrr....pdf?sequence=3
https://riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/173857/Cebrian%20-%20Influ%C3%A8ncia%20del%20m%C3%A8tode%20d'extracci%C3%B3%20en%20la%20composici%C3%B3%20de%20l'oli%20essencial%20de%20la%20corfa%20de%20citrr....pdf?sequence=3
https://riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/173857/Cebrian%20-%20Influ%C3%A8ncia%20del%20m%C3%A8tode%20d'extracci%C3%B3%20en%20la%20composici%C3%B3%20de%20l'oli%20essencial%20de%20la%20corfa%20de%20citrr....pdf?sequence=3
https://riunet.upv.es/bitstream/handle/10251/173857/Cebrian%20-%20Influ%C3%A8ncia%20del%20m%C3%A8tode%20d'extracci%C3%B3%20en%20la%20composici%C3%B3%20de%20l'oli%20essencial%20de%20la%20corfa%20de%20citrr....pdf?sequence=3
http://hdl.handle.net/20.500.12010/4308
http://dspace.espoch.edu.ec/handle/123456789/19045
https://pediatriaintegral.es/wp-content/uploads/2021/xxv03/07/n3-156e1-13_RB_JesusGarcia.pdf
https://pediatriaintegral.es/wp-content/uploads/2021/xxv03/07/n3-156e1-13_RB_JesusGarcia.pdf
https://accessmedicina.mhmedical.com/book.aspx?bookID=1506
https://antoniorondonlugo.com/wp-content/uploads/2010/05/157-ANATOMIA-DE-LA-PIEL.pdf
https://antoniorondonlugo.com/wp-content/uploads/2010/05/157-ANATOMIA-DE-LA-PIEL.pdf
https://www.academia.edu/download/57761583/178-FISIOLOGIA-DE-LA-PIEL2.pdf
https://www.academia.edu/download/57761583/178-FISIOLOGIA-DE-LA-PIEL2.pdf

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Estrada D. Desarrollo sistema tegumentario UDocz. [Online].; 2019 [cited 2024.

Available from: https://www.udocz.com/apuntes/312846/desarrollo-de-sistema-

tegumentario.

Bolognia J, Schaffer J, Cerroni L. Dermatologia. Cuarta edicion ed.; 2018.

Cichorek M, Wachulska M, Stasiewicz A, Tyminska A. Melanocitos de la piel.
Biologia y desarrollo [Skin melanocytes: biology and development]; Advances en
Dermatology and Allergology. [Online].; 2013; 20; 30(1): p. 30-41 [cited 2024.
Available from:
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3834696/#:~:text=The%?20life%20cycle

%200f%20melanocytes,production%20in%20special%20organelles%20%E2%80

%93%20melanosomes%?2C.

Avilés A, Lazaro P. Predisposicién genetica en el melanoma cutaneo. [Online].
Madrid: Hospital General Universitario Gregorio Marafion; 2006; 97(4): p. 229-240
[cited 2023 Mayo. Available from: https://www.actasdermo.org/es-pdf-13089327.

Lopez-Nicoldas JM, Garcia-Carmona F. Los cuatro mosqueteros de la cinética
enzimatica; Revista Eubacteria. [Online].; 2015; (34): p. 39-43 [cited 2024.
Available from: https://hdl.handle.net/10201/48171.

Khan Academy. Fundamentos de las graficas de cinética enzimatica. [Online].

[cited 2024. Available from: https://es.khanacademy.org/science/ap-

biology/cellular-energetics/environmental-impacts-on-enzyme-function/a/basics-

of-enzyme-kinetics-graphs.

Rodriguéz Peron JM, Menéndez Lépez JR, Truijillo Lopez Y. Radicales libres en la
biomedicina y estres oxidativo; Revista cubana de medicina militar. [Online].:
Scielo; 2001; 30(1): p. 15-20 [cited 2023 Mayo. Available from:
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0138-65572001000100007.

Llinares Grau M. Propiedades antioxidantes de mieles de Mozambique en base a
su composicion en flavonoides y &cidos fendlicos; Universidad Politécnica de
Valencia. [Online].; 2021-2022 [cited 2023 Mayo. Available from:
http://hdl.handle.net/10251/184964.

Londofio Londofio JA. Antioxidantes: importancia bioldgica y métodos para medir

su actividad; Corporacion Universitaria Lasallista. [Online].: Corporacion

72


https://www.udocz.com/apuntes/312846/desarrollo-de-sistema-tegumentario
https://www.udocz.com/apuntes/312846/desarrollo-de-sistema-tegumentario
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3834696/#:~:text=The%20life%20cycle%20of%20melanocytes,production%20in%20special%20organelles%20%E2%80%93%20melanosomes%2C
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3834696/#:~:text=The%20life%20cycle%20of%20melanocytes,production%20in%20special%20organelles%20%E2%80%93%20melanosomes%2C
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC3834696/#:~:text=The%20life%20cycle%20of%20melanocytes,production%20in%20special%20organelles%20%E2%80%93%20melanosomes%2C
https://www.actasdermo.org/es-pdf-13089327
https://hdl.handle.net/10201/48171
https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/cellular-energetics/environmental-impacts-on-enzyme-function/a/basics-of-enzyme-kinetics-graphs
https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/cellular-energetics/environmental-impacts-on-enzyme-function/a/basics-of-enzyme-kinetics-graphs
https://es.khanacademy.org/science/ap-biology/cellular-energetics/environmental-impacts-on-enzyme-function/a/basics-of-enzyme-kinetics-graphs
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0138-65572001000100007
http://hdl.handle.net/10251/184964

56.

S57.

58.

59.

60.

61.

62.

Universitaria Lasallista; 2012; p. 129-163 [cited 2023 Mayo. Available from:
http://hdl.handle.net/10567/133.

Ruiz Benitez ML. Determinacion de la actividad antioxidante; Universidad Simoén
Bolivar. [Online]. Barranquilla y Cucuta; 2020 [cited 2023 Mayo. Available from:
http://bonga.unisimon.edu.co/handle/20.500.12442/7986.

Rubio Garcia J. Extraccion de compuestos bioactivos mediante pre-tratamiento con
microondas de subproductos vitivinicolas. Valorizacion del raspon de uva,;
Repositorio Documental de la universidad de Valladolid. [Online]. Valladolid-
Espafa: Universidad de Valladolid; 2018 [cited 2023 Mayo. Available from:
https://uvadoc.uva.es/bitstream/handle/10324/32083/TFG-
G3026.pdf?sequence=1&isAllowed=y.

Lock de Ugaz O. Investigacion Fitoquimica. Métodos en el Estudio de Productos
Naturales; Segunda edicién ed. Lima: Fondo editorial de la Pontificia Universidad
Catdlica del Perd. [Online]. Lima: Fondo Editorial de la pontificia Universidad
Catolica  del Pert; 1994 [cited 2023  Abril. Available  from:
https://books.google.com.pe/books?id=N3692Q0ccXkC&printsec=frontcover&#v=

onepage&qg&f=false.

Garcia Martinez E, Ferndndez Segovia |, Fuentes Lopez A. Determinacion de
polifenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Articulo Docente. Universidad
Politécnica de Valencia. [Online].: Universitat Politécnica de Valéncia; 2015 [cited
2023 Mayo. Available from: http://hdl.handle.net/10251/52056.

Barrientos-Bonilla AA, Zavala-Flores LM, Hernandez-Baltazar D. Modelos
biolégicos en investigacion biomédica: caracteristicas e implicaciones; Revista de
educacién en ciencias e ingenieria. [Online].; 2023; (128): p. 43-51 [cited 2024.

Available from: https://contactos.izt.uam.mx/index.php/contactos/article/view/272.

Fina BL, Lombarte M, Rigalli A. Investigacion de un fendbmeno natural: ¢ Estudios
in vivo, in vitro o in silico?; Actualizaciones en Osteologia. [Online].; 2013; 9(3):

p.239-240 [cited 2024. Available from: http://www.osteologia.org.ar.

Maldonado Saavedra O, Jiménez Vasquez EN, Guapillo Vargas MRB, Ceballos
Reyes GM, Méndez Bolaina E. Radicales libres y su papel en las enfermedades

cronico-degenerativas; Revista Médica. Universidad Veracruzana. [Online].; 2010;

73


http://hdl.handle.net/10567/133
http://bonga.unisimon.edu.co/handle/20.500.12442/7986
https://uvadoc.uva.es/bitstream/handle/10324/32083/TFG-G3026.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://uvadoc.uva.es/bitstream/handle/10324/32083/TFG-G3026.pdf?sequence=1&isAllowed=y
https://books.google.com.pe/books?id=N36g2QOccXkC&printsec=frontcover&#v=onepage&q&f=false
https://books.google.com.pe/books?id=N36g2QOccXkC&printsec=frontcover&#v=onepage&q&f=false
http://hdl.handle.net/10251/52056
https://contactos.izt.uam.mx/index.php/contactos/article/view/272
http://www.osteologia.org.ar/

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

p.239-240 [cited 2023 Mayo. Available from:
http://reini.utcv.edu.mx/handle/123456789/876.

Gutiérrez PA, Rojano BA. Docking de cicloartanos inhibidores de tirosinasa; Vitae.
Revista de la Facultad de Quimica Farmacéutica. [Online]. Medellin: Universidad
de Antioquia, Medellin, Colombia; 2009; 16(2): p.245-251 [cited 2023 Mayo.
Available from: http://www.scielo.org.co/pdf/vitae/v16n2/v16n2a09.pdf.

MERCK. Boletin técnico, Kit de Cribado de Inhibidores de la Tirosinasa MAK257.
[Online].; 2016 [cited 2023. Available from: sigma-aldrich.com.

Sharapin N, Machado Rocha L, Souza Carvalho E, Rocha E, Valverde E, Lopez J.
Fundamentos de tecnologia de productos fitoterapéuticos; Primera edicion ed.
Colombia: Secretaria ejecutiva del Convenio Andres Bello (SECAB). [Online].:
Secretaria Ejecutiva del Convenio Andres Bello (SECAB); 2000 [cited 2023 Junio.
Available from:
https://books.google.es/books?hl=es&Ir=&id=XH2HzSIIPywC&oi=fnd&pg=PA13&
ots=iVvtM-RHyn&sig=8iVyYEXorMhCFP621id4laT55B4.

Figueroa-Bastidas VL. Remocién de clorofilas como interferencias analiticas de
una muestra vegetal. [Online].; 2022 J[cited 2024. Available from:
https://www.dspace.uce.edu.ec/entities/publication/45fc8236-8384-47d7-ach7-
c21638b9116e.

Aguilar-Molina S. Evaluacién del efecto del tratamiento con carbén activo en la
composicién de polifenoles durante la eliminacién de clorofilas en extractos de
plantas. [Online].; 2018 [cited 2024. Available from:
https://crea.ujaen.es/items/3664b929-f68d-48e5-b93e-f77e74d7bf2c.

Mufioz-D. K, Londofio-L. JA, Arango-A. GJ, Sierra-R. JA, Bravo-M. KE. Efecto de
la técnica de extraccion de Ruta graveolens sobre la actividad antitirosinasa y
correlacion entre la inhibicién enzimatica, el contenido de compuestos fendlicos y
la citotoxicidad. [Online]. Medellin; 2007; 14(2). [cited 2024. Available from:
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-
40042007000200010.

De-Arriaga D, Soler J, Busto F, Cadenas E. Cinética enzimatica: Manejo de datos;
Universidad de Oviedo. [Online].; 1979 [cited 2024. Available from:
https://www.google.com.pe/books/edition/Cin%C3%A9tica enzim%C3%Altica/id

74


http://reini.utcv.edu.mx/handle/123456789/876
http://www.scielo.org.co/pdf/vitae/v16n2/v16n2a09.pdf
sigma-aldrich.com
https://books.google.es/books?hl=es&lr=&id=XH2HzSlJPywC&oi=fnd&pg=PA13&ots=iVvtM-RHyn&sig=8iVyYEXorMhCFP621jd4laT55B4
https://books.google.es/books?hl=es&lr=&id=XH2HzSlJPywC&oi=fnd&pg=PA13&ots=iVvtM-RHyn&sig=8iVyYEXorMhCFP621jd4laT55B4
https://www.dspace.uce.edu.ec/entities/publication/45fc8236-8384-47d7-acb7-c21638b9116e
https://www.dspace.uce.edu.ec/entities/publication/45fc8236-8384-47d7-acb7-c21638b9116e
https://crea.ujaen.es/items/3664b929-f68d-48e5-b93e-f77e74d7bf2c
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-40042007000200010
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0121-40042007000200010
https://www.google.com.pe/books/edition/Cin%C3%A9tica_enzim%C3%A1tica/id8WZFV_NSIC?hl=es-419&gbpv=1&dq=cinetica+de+la+inhibici%C3%B3n+enzimatica&printsec=frontcover

70.

71.

72.

73.

8WZFV_NSIC?hl=es-

419&gbpv=1&dg=cinetica+de+la+inhibici%C3%B3n+enzimatica&printsec=frontco

ver.

Melo V, Cuamatzi O. Bioquimica de los procesos metabdlicos.2nd ed.: Reverte.
[Online].: Reverte; 2007 [cited 2024. Available from:

https://books.google.com.mx/books?id=KHec9weY8Y0C&printsec=frontcover#v=

onepage&g&f=false.

Apaza-LLamocca N, Huamani-Huayhua L. Actividad antioxidante, cuantificacion de
polifenoles y flavonoides y control fisicoquimico y microbiologico de soluciones
orales de propdleos expendidos en casas haturistas del distrito del Cusco Peru:
Repositorio Institucional UNSAAC; 2023.

Montenegro-Landivar MF, Tapia-Quirés P, Vecino X, Reig M, Valderrama C,
Granados M, et al. Recuperacion de compuestos de valor agregado de los residuos
del procesamiento de naranjas y espinacas: Extraccion verde de compuestos
fendlicos y evaluaciébn de la actividad antioxidante. Antioxidants. [Online].
Barcelona; 2021; 10(1800). [cited 2024. Available from:
https://doi.org/10.3390/antiox10111800.

Peréz-Najéra VC, Lugo-Cervantes EC, Gutiérrez-Lomeli M, Del-Toro-Sanchez CL.
Extraccion de compuestos fendlicos de la cascara de Lima (Citrus limetta Risso) y
determinacion de su actividad antioxidante. Biotecnia. [Online].; 2013; 15(3). p. 18-
22 [cited 2024. Available from:
https://www.redalyc.org/pdf/6729/672971124003.pdf.

75


https://www.google.com.pe/books/edition/Cin%C3%A9tica_enzim%C3%A1tica/id8WZFV_NSIC?hl=es-419&gbpv=1&dq=cinetica+de+la+inhibici%C3%B3n+enzimatica&printsec=frontcover
https://www.google.com.pe/books/edition/Cin%C3%A9tica_enzim%C3%A1tica/id8WZFV_NSIC?hl=es-419&gbpv=1&dq=cinetica+de+la+inhibici%C3%B3n+enzimatica&printsec=frontcover
https://www.google.com.pe/books/edition/Cin%C3%A9tica_enzim%C3%A1tica/id8WZFV_NSIC?hl=es-419&gbpv=1&dq=cinetica+de+la+inhibici%C3%B3n+enzimatica&printsec=frontcover
https://books.google.com.mx/books?id=KHec9weY8Y0C&printsec=frontcover#v=onepage&q&f=false
https://books.google.com.mx/books?id=KHec9weY8Y0C&printsec=frontcover#v=onepage&q&f=false
https://doi.org/10.3390/antiox10111800
https://www.redalyc.org/pdf/6729/672971124003.pdf

ANEXOS

76



ANEXO 1 Certificacion de la especie en estudio Citrus jambbhiri Lush.

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN ANTONIO ABAD DEL CUSCO

+ APARTADO POSTAL CIUDAD UNIVERSITARIA MUSEQO INKA

N° 921 - Cusco - Perd Av. De la Cultura N° 733 - Telé¢fonos: 228661 - Cuesta del Almirante N® 103 - Teléfono: 237380

222512 - 232370 - 232375 - 232226 +  CENTROAGRONOMICO K’AYRA

*: FAX:DIRI36 2511 2212  CENTRAL TRLEFONICA: 212363 - 252210 San Jer6nimo s/n Cusco - Teléfonos: 277145 - 277246
« RECTORADO « LOCAL CI'.NTRAL » COLEGIO “FORTUNATO L. HERRERA™

Calle Tigre N* 127 p;z’}, de Armas s/ Av. De la Cultura N° 721

Teléfonos: 222271 - 224891 - 224181 - 254398 Teléfonos: 227571 225721 - 224015 “Estadio Universitario” - Teléfono: 227192

——— —

HERBARIO VARGAS CUZ

CERTIFICADO DE DETERMINACION TAXONOMICA N°03-2024-HVC-FCB-
UNSAAC

La directora del Herbario Vargas CUZ, Facultad de Ciencias Biologicas, de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco (UNSAAC), certifica que las
seforitas Keyly Denisa Cahuana Mendoza, con codigo de estudiante N°155552 v,
Elisa Blanca Morales Quispifio, con codigo de estudiante N° 141745; estudiantes de la
Escuela Profesional de Farmacia y Bioquimica de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco, presentaron a la Direccion del Herbario Vargas CUZ, una
muestra botanica para su determinacion y certificacion taxonodmica (Expediente N°
594030), para el proyecto de tesis "Determinacion In Vitro de la Actividad Anti-
Tirosinasa y Actividad Antioxidante de la Fraccion Cloroformica del Extracto
Hidrometanélico elaborado a partir del Epicarpio de los Frutos de Citrus jambhiri
Lush. (Limén rugoeso)", la que al ser diagnosticada por el M.Sc. Manuel Jesis Marca
Zevallos, utilizando claves dicotémicas, consulta de bibliografia especializada v,
comparacién con las colecciones del herbario, concuerda con la siguiente especie; de
acuerdo a la clasificacion del Grupo del Sistema Filogenético de las Angiospermas
(Angiosperm Phylogeny Group - APG IV, 2016).

NOMEBRE
(+] l
N FAMILIA ESPECIE LOCAL
1 |Rutaceae Citrus jambhiri Lush. "limén rugoso”

Cusco, 08 de febrero de 2024

Blga. Maria Luisa Ochoa Camar \2
Directora del Herbario Vargas CU¥




ANEXO 2 Ficha de recoleccion de datos para determinar el porcentaje de rendimiento

PESO (g)

Peso de epicarpio seco triturado correspondiente a
200 limones rugosos.

Peso del extracto seco hidrometanodlico

Porcentaje de extraccion hidrometanolica

Peso de la fraccion cloroférmica del extracto seco
hidrometandlico

Porcentaje de extraccion final

ANEXO 3 Ficha de recoleccion de datos para realizar el andlisis fitoquimico cualitativo

METABOLITO SECUNDARIO REACTIVO

RESULTADO

Flavonoides

Compuestos fendlicos

Quinonas

Taninos

AzUcares reductores

Lactonas sesquiterpénicas

Saponinas

Identificacion de alcaloides

ANEXO 4 Ficha de recoleccion de datos para la cuantificacion de compuestos

fendlicos en la especie en estudio Citrus jambhiri Lush.

+ Para la curva patrén de acido galico

ABSORBANCIA
765 nm
(tres lecturas)

CONCENTRACION
ACIDO GALICO (pg/mL)

PROMEDIO DE
LAS LECTURAS

50

100

200




+ Para la fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico del epicarpio de los
frutos citrus jambhiri Lush.

PROMEDIO DE LAS

MUESTRA (pg/mL) ABSORBANCIA 765nm LECTURAS

100

ANEXO 5: Ficha de recoleccién de datos para la actividad inhibitoria in vitro de la
enzima tirosinasa de la fraccion cloroformica del extracto hidrometandlico del epicarpio
de los frutos de Citrus jambhiri Lush.

+ para el patron acido kéjico

CONCENTRACION
Tiempo ACIDO KOJICO ABSORBANCIA (510 nm)
(mM)
1
0 min 3
5
1
10 min 3
5
. 1
20 min 3
5
1
30 min 3
5
1
40 min 3
5
1
50 min 3
5
1
60 min 3
5




+ Para la muestra en estudio

Tiempo

CONCENTRACION DE LA MUESTRA
(hg/mL)

ABSORBANCIA (510 nm)

"Prueba 1

Prueba 2

Prueba 3

0 min

25

50

100

250

500

10 min

25

50

100

250

500

20 min

25

50

100

250

500

30 min

25

50

100

250

500

40 min

25

50

100

250

500

50 min

25

50

100

250

500

60 min

25

50

100

250

500




ANEXO 6: Ficha de recoleccién de datos para determinar la capacidad antioxidante por
el método DPPH de la fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico del epicarpio
de los frutos de Citrus jambhiri Lush.

+ Para la curva patron

CONCENTRACION ABSORBANCIA PROMEDIO DE
TROLOX (pg/mL) 517 nm (tres lecturas) LAS LECTURAS

3.125

6.25

12.5

25

50

+ Parala muestra

CONCENTRACION ABSORBANCIA PROMEDIO DE
Muestra (ug/mL) 517 nm (tres lecturas) LAS LECTURAS
62.5
125
250




ANEXO 7: Ficha de recoleccién de datos para determinar la actividad antioxidante por
el método ABTS de la fraccion cloroférmica del extracto hidrometandlico del epicarpio
de los frutos de Citrus jambhiri Lush.

+ Para la curva patron

CONCENTRACION ABS%FZB;]AWII\ICIA PROMEDIO DE
TROLOX (ug/mL) LAS LECTURAS
(tres lecturas)

3.125

6.25

12.5

25

50

+ Parala muestra

CONCENTRACION ABS%ZB?n']\ICIA PROMEDIO DE
Muestra (ug/mL) firem e LAS LECTURAS

31.25

62.5

125

Vi



ANEXO 8 Registro fotografico

Fotografia N° 1:

Fotografia N° 2

CC.PP Toctohuaylla, distrito de
Huanoquite, Provincia de Paruro, Region
Cusco.

Recoleccién de los frutos

23Fotografia N° 3

Fotografia N° 4

Extraccion del epicarpio de los frutos de
Citrus Jambhiri Lush.

Pulverizacion de la muestra seca

Fotografia N° 5

Fotografia N° 6

Maceracion de las muestras vegetales
secas

Filtrado

Vi




Fotografia N° 7

Fotografia N° 8

Evaporacion

Peso del extracto seco hidrometanolico

DETERMINACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD ANTI-TIROSINASA

Fotografias N° 9, 10 Y 11

Kit de cribado de inhibidores de la tirosinasa ( MAK257 Sigma-Aldrich)

FOTOGRAFIAS N°12 Y 13:

FOTOGRAFIAS N°14 Y 15:

Preparacion en los pocillos para el ensayo
Anti-tirosinasa.

Lectura en el espectrofotometro a 510 nm
siguiendo el modelo cinético cada 10
minutos durante 60 minutos.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
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Preparacion del reactivo DPPH

Fotografias N° 16 Y 17

Reactivos

Radical DPPH

Fotografia N°18

Fotografia N°19

i

Viraje de coloracion con el patron
trolox

Viraje de coloracion con la muestra en
estudio

Fotografia N°20

Fotografia N°21

Resultados de las absorbancias para el
patron trolox

Resultados de la absorbancias para las
muestras.




Preparacion del reactivo ABTS

Fotografia N°22

Fotografia N°23

Reactivos

Preparacion de la curva patrén de trolox

Fotografia N°24

Fotografia N°25

Viraje de coloracion para el patron trolox

Viraje de coloracion para la muestra

Fotografia N°26

Fotografia N°27

Resultados de las absorbancias para el
patron trolox.

Resultados de las absorbancias para las
muestras.

DETERMINACION DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS POR EL METODO Folin-

Ciocalteu




Reparacion del reactivo de Folin-Ci
extracto hidrometandlico

ocalteu de lafraccién cloroférmica del

Fotografia N°28

e

Reactivo

Fotografia N°30

Fotografia N°29

Curva patrén de &cido gélico

Resultados de la absorbancias

PRUEBAS DE IDENTIFICACION
CLOROFORMICA DEL EXTRACTO HI

FITOQUIMICA EN LA FRACCION
DROMETANOLICO.

Fotografia N°31

Fotografia N°33 _

Viraje de coloracion en la pruebas de i

dentificacion fitoquimica
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ANEXO 9 Boletin técnico del kit de cribado de inhibidores de la tirosinasa

SIGMA-ALDRICH'

Product Information
Tyrosinase Inhibitor Screening Kit (Colorimetric)

Catalog Number MAK257
Storage Temperature —20 *C

TECHNICAL BULLETIN

Product Description
Tyrosinase or polyphenol oxidase (EC 1.714.18.1) is an
oxidoreductase that participates in the biosynthesis of
melanin, a ubiguitous biological pigment folnd in hair,
eyes, skin, etc. Inhibition of tyrosinase has been a long-
time target in the skin health research, cosmetics, an
agricultdral industries because of its rale in browning
reactions in skin pigmentation, and during fruit
harvesting and handling. Skin whitening and bleaching
oducts utilize natural or synthetic tyrosinase inhibitors
in order to lighten the skin color. Polyphenals,
benzaldehyde derivatives, long-chain lipids, stemids,
and natural compounds have been used as tyrosinase
inhibitors.

Tyrosinase catalyzes the oxidation of tyrosine,
Emducin a chromophore that can be detected at

10 nm. In the presence of kojic acid, a reversible
inhibitor of tyrosinase, the rate of oxidation of the
substrate is decreased. The kit provides a rapid, simple,
sensitive, and reliabla test suitable for high-throughput
screening of tyrosinase inhibitors. The assay is also
adaptable to a 384 well format.

Components

The kit is sufficient for 100 assays in 96 well plates.

Tyrosinase Assay Buffer 25 mL
Catalog Number MAKZ5TA

Tyrosinase Substrate 1 vial
Catalog Mumber MAK257B

Tyrosinase 1 vial
Catalog Number MAK257C

Tyrosinase Enhancer 0.5 mL
Catalog Number MAK257D

Inhibitor Control (Kaojic Acid) 1 wial

Catalog Number MAK25TE

Reagents and Equipment Required but Mot
Provided.

+ 56 well flat-bottom clear plate

+« Spectrophotometric multhwell plate reader

Precautions and Disclaimer

This product is for R&D use only, not for drug,
household, or other uses. Please consult the Safoty
Data Sheet for information regarding hazards and safe
handling practices.

Preparation Instructions
Briefly centrifuge small vials prior to opening. Usea
ultrapure water for the preparation of reagents.

Tyrosinase Substrate - Dissolve the Iyophilized
tyrosinase substrate in 220 ul of water. Use within
two months. Keep on ice while in use.

Tyrosinase — Dissolve the lyophilized tyrosinase in
220 ulL of Tyrosinase Assay Buffer. Aliquot and
store at —20 "C. Avoid repeated free aw cycles.
=g within two maonths. Keep on ice while in use.

Tyrosinase Enhancer - Ready to use. Protect from
light. Keep at room temperature while in use.

Inhibitor Control (Kajic Acid) — Add 75 pl of water to
make a 10 mM Stock Solution of Kojic Acid. Mix
well. Make a 0.75 mM Working Solution of Kojic
Acid by adding 82.5 uL of water to 7.5 L of the
prepared 10 mM Kojic Acid Stock solution. Use
within two months.

Storage/Stability

Store the kit at —20 “C, protected from light. Briefly
centrifuge small vials prior to opening.

Xl



Procedurs
Read entire protocol before performing the assay.

Screening compounds, Inhibitor control and Blank
Control Preparations

Dissolve test inhibitors into the proper solvent. Dilute o
b« the desired test concentration with Tyrosinase Assay
Buffer before use. Add 20 pl of diluted test inhibitors,
Inhibitor Control working solution, or Tyosinase Assay
Buffer into wells assigned as test inhibitors (Sample, 5),
Inhibitor Contral (IC]), or Tyrosinase Enzyme Control
[EC) wells, respectively. Additional wells with serial
dilutions of the test inhibitors may be prepared at this
time if desiad, containing 20 uL in each candidate well.

Mote: Preferred final solvent concentration should not
be more than 5% by volume. IF solvent exceads 5%
include a Solvent Control to test the effect of the solvent
On enzyme activity.

Tyrosinaze Enzyme Solution Preparation
For each well, prepare 50 pL of Tyrosinase Enzymo

Solution, see Table 1.

Table 1.

Preparation of Tyrosinase Enzyme Solution
Reagent Volume
Tyrosinase Assay Buffer 48 ul
Tyrosinase 2ul

Mix well and add 50 pLhwell into wells containing test
inhibitors, Inhibitor Control, and Enzyme Control. Mix.
Incubate for 10 minutes at 25 “C.

Tyrosinase Substrate Solution Preparation
For each well, prepare 30 yL of Tyrosinase Substrate

Salution, see Table 2.

Table 2.

Preparation of Tyrosinase Substrate Solution
Reagent Volume
Tyrosinase Assay Buifer 23 uL
Tyrosinase Subsirate 2ulL
Tyrosinase Enhancer 6 ul

Mix and add 30 pl of Tyrosinase Substrate Solution
into each well. Mix well.

Measurament

Measure the absorbance in Kinetic mode for

3060 minutes at 510 nm. Choose twa time paints (T,
and Tz} in the linear range of the plot and obtain the
corrasponding values for the absorbance (Abs, and
Abs;).

Results

Calculations

Calculate the slope for all samples, including Enzyme
Activity Control (EC). by dividing the net AAbs
[Abs:—Abs.) values by the time AT (T;—T,). Calculate %
Relative Inhibition as follows:

% Relative = [Slope(EC)-5Slope{5)]fSlope(EC) = 100
Inhibition

X1l



Troubleshooting Guide

Problem

Possible Cause

Suggested Solution

Cold assay buffer

Assay Buffer must be at room temperature

Omission of step in procedurs

Refer and follow Technical Bulletin precisely

Assay Nat Working

Flate reader at incomect wavelength

Check filter settings of instrument

Type of 96 well plate used

Flat-bottom clear plates are preferred for this
assay.

Samples prepared in different buffier

Use the Assay Buffer provided or refer to
Technical Bulletin for instructions

Cell'Tissue culture samples wera
incompletely homogenized

Repeat the sample homogenization,
increasing the length and extant of
homogenization siep.

Samples with erratic
readings

Samples used after multiple freeze-thaw
cycles

Aliguot and freeze samples if samples will be
used multiple times

Presence of interfering substance in the
sampla

If possible, dilute sample further

Use of old or inappropriately stored
samples

Use fresh samples and store correctly until
LS

Improperly thawed components

Thaw all components completely and mix
gently before use

Lowerfhigher

Use of expired kit or improperly stored
reagents

Check the expiration date and store the
components appropriately

readings in samplas
and standards

Allowing the reagents to sit for extended
times on ice

Prepare fresh Reaction Mix before each use

Incorrect incubation times or temperatures

Refer to Technical Bulletin and verify correct
incubation times and temperatures

Incorrect volumes used

Use calibrated pipettes and aliguot correctly

Use of partially thawed components

Thaw and resuspend all components before
preparing the reaction mix

Pipetting errors in preparation of standards

Avoid pipetting small volumes

Fipatting errors in the Reaction Mix

Prepare a Reaction Mix whenever possible

Mon-linear standard
LI

Air bubbles formed in well

Fipette gently against the wall of the plate
well

Standard stock is at incorrect
concentration

Refer to the standard dilution instructions in
the Technical Bulletin

Calculation errors

Recheck calculations after referring to
Technical Bulletin

Substituting reagents from older kits/lots

Use fresh components from the same kit

Samples measured at incormect
wavelength

Check the equipment and filter settings

Unanticipated results

Samples contain interfering substances

If possible, dilute sample further

Sample readings above/below the linear
range

Concentrate or dilute samples so readings
ara in the linear range

S1.MAM 04161

LA01E Sigma-Aldnch Co. LLC. Al ngims resensaed. SIGMA-ALDRICH |5 a trademark of Skgrna-Aldrich Co. LLE, registered in the U5 and other
counines. Sigma rand products are sold through Segma-alanch, Inc. Purchaser must detenmine the sutability ol the produwct]s) for their
parbcuiar use. Addiional tenms and conooons may apply. Please seg product nformaton an he Sigma-Addrich website at
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