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Resumen

El objetivo de este trabajo fue cuantificar los flavonoides totales, expresados en quercetina, de
la envoltura externa de la cebolla roja. Las muestras de cebollas se adquirieron en el mercado
ecologico campesino de Cali (Valle del Cauca). Los extractos metanolicos se realizaron usando
agitacion, ultrasonido y UVC (ultrasonido, vortex y centrifuga). Se emplearon muestras congeladas
y a temperatura ambiente. Se determiné el método mas eficiente. Se identificé de manera cualitativa
la presencia de flavonoides y se cuantificé por ultravioleta la concentracion de flavonoides totales
expresados en quercetina. Los mejores resultados se obtuvieron para las muestras congeladas,
empleando el método UVC. La cuantificacion por ultravioleta permitié obtener concentraciones
reproducibles en promedio de 178,4307 mg/1 para los extractos congelados y 70,1590 mg/1 para los
extractos a temperatura ambiente, obtenidos de la envoltura de la cebolla roja.
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Abstract

The purpose of this work was to quantify total flavonoids, expressed in quercetin, of red onion
outer covering. Onion samples were acquired from the peasant ecological market in Cali city (Valle
del Cauca). Methanol extracts were performed by using shaking, ultrasound and UVC (ultrasound,
vortex, and centrifugal). Frozen samples and room temperature were used. The most efficient
method was determined. Presence of flavonoids was qualitatively identified, and total flavonoids
concentration, expressed in quercetin, was quantified through ultraviolet. The best results were
obtained for frozen samples, by using UVC method. Quantification through ultraviolet led to
achieve reproducible concentrations in average of 178,4307 mg/1, for frozen extracts, and 70,1590
mg/1 for room temperature extracts, obtained from red union covering.
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Introduccion

La cebolla roja (Allium Cepa L.) es la
segunda hortaliza mas consumida a nivel
mundial (Guerrero Riafio, Polo Mendoza,
Villa Sarmiento, y Torres Jiménez, 2002). Ha
sido utilizada como un recurso importante,
tanto en el campo gastrondmico, como en el
médico y farmacéutico (Bystricka, Musilova,
Vollmannova, Timorackd, y Kavalcova, 2013;
Rose, Whiteman, Moore, y Zhu, 2005). Estas
han sido utilizadas como aditivos naturales para
retrasar el deterioro de los alimentos (Navas,
Carrasquero-Durédn, y Flores, 2006). Por otra
parte, hay evidencia de efectos benéficos para la
salud, tales como antialérgico, antiinflamatorio,
cardioprotector, vasodilatador, anticarcenogenic
y propiedades antioxidantes (Shon, Choi,
Kahng, Nam, y Sung, 2004).

Los flavonoides son metabolitos secundarios
en las plantas, responsables de la pigmentacion
de las flores. Ademas de trayendo atraer
agentes polinizadores y son protectores de los
rayos ultravioleta. En la actualidad, se conoce
su uso como antioxidante y antiinflamatorio
(Jan y Badar, 2012). Las cebollas son ricas en
flavonoides y en compuestos azufrados (Block,
1985; Lim, 2014). Posee una concentracion
de flavonoides superior con respecto a otros
vegetales. Entre los principales se encuentran
la quercetina, la isoramnetina y el kaempferol
(Benitez Garcia, 2011). Los derivados de la
quercetina son los encargados de dar el color
amarillo a la cebolla blanca, mientras que las
antocianinas dan el color purpura a la cebolla
roja. Una importante aplicacion de la quercetina
estd en la inhibicion de las acciones de
lipooxigenasa donde produce una disminucion
de la formacion de la ciclooxigenasa que es la
encargada de los medidores de la inflamacion
(Lakhanpal y Kumar Rai, 2007). En variedades
de cebollas doradas, el contenido de quercetina

total cubre un rango muy amplio, desde 192 mg/
kg hasta 1516 mg/kg tejido fresco (Sgroppo). Y
para las cebollas rojas, 1337 + 3 mg/kg (Torija,
Matallana, y Chalup, 2013). En un estudio
realizado enlas centrales de Abastos de Colombia
(Bogotd) se determind que la cebolla cabezona
blanca y roja son procedentes principalmente
de las regiones de Boyacd y Cundinamarca.
Los autores estimaron que 33% de envoltura
externa es desechada, esto equivale a 10 048 kg/
dia, con respecto a diferentes hortalizas como la
mazorca, la yuca, el rabano, la coliflor y el ajo
(Ospina Machado y Villamizar, 2003).

El uso del extracto genera nuevas alternativas
de aplicacion de la envoltura de la cebolla, por
lo cual es preciso determinar el contenido de
flavonoides totales expresados en quercetina.
El objetivo de este trabajo fue cuantificar los
flavonoides totales, expresados en quercetina,
de la envoltura externa de la cebolla roja.

Materiales y métodos
Recoleccion de muestras

La investigacion se realiz6 en los laboratorios de
la Universidad Santiago de Cali, Colombia entre
los afios 2014 y 2015. Se recolectaron cebollas
en el mercado campesino ecoldgico de Cali. Las
cebollas recolectadas estaban certificadas por
la Corporacion Autonoma Regional del Valle
del Cauca (CVC) como productos organicos.
Se eligieron veinticuatro cebollas al azar sin
tener en cuenta su tamafio. Se organizaron
las cebollas en grupos de seis. Se les retir6 la
cascard y se pesaron aproximadamente 15 g
cascara por cada conjunto para conformar seis
muestras. Tres muestras se congelaron durante
24 horas a -8°C. Tres muestras se mantuvieron
a temperatura ambiente.
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Extraccion de flavonoides por agitacion

Se sigui6 la metodologia propuesta por Quiroz
Reyes y Mendez Aguilar (2013), con algunas
modificaciones en la cantidad de muestra y
solvente; ademas del uso exclusivo de metanol
y no de acetona. Para la extraccion por agitacion
se realiz0 una extraccion organico-acida
de las cascaras de cebolla roja. Para ello,
aproximadamente 15 g de cada muestra se
extrajo con 200 ml de solucién acuosa de
metanol (50 % v/v) conteniendo 0,1 ml de HCI
5 %. Se agit6 con magneto durante una hora
a temperatura ambiente. Posteriormente, se
centrifugd durante quince minutos a 400 rpm.
Los sobrenadantes se separaron y los residuos
se extrajeron de nuevo con 200 ml de solucién
acuosa de metanol (50 % v/v), repitiendo la
centrifugacion y combinando los sobrenadantes
con los obtenidos anteriormente.

Extraccion de flavonoides por ultrasonido

Se siguid la metodologia propuesta por
Quiroz Reyes y Mendez Aguilar (2013), con
algunas modificaciones. Para la extraccion
organico-acida de la cascara de cebolla roja por
ultrasonido se pesaron aproximadamente 15
gramos de cada muestra y se extrajeron con 200
ml de solucion acuosa de metanol (50 % v/v)
que contenia 0,1 ml de HCl 5 %. Se colocaron
a temperatura ambiente durante quince
minutos en un aparato ultrasonido a 25 kHz,
posteriormente tras centrifugar (quince minutos
a 400 rpm) se separan los sobrenadantes y los
residuos; se extrajo de nuevo con 200 ml de
solucion acuosa de metanol (50 % v/v) y se
realiz6 nuevamente el proceso de extraccion via
ultrasénica durante quince minutos, después se
centrifugd y se combinaron los sobrenadantes
con los obtenidos anteriormente.

Extraccion de flavonoides por UVC (ultrasonido,
vortex y centrifuga)

Se extrajeron 15 g de céscara con 200 ml de
solucion metanodlica 50 % conteniendo 0,1 mL
de HCI 5 % por diez minutos de sonicacion.
La mezcla se agitd con vortex durante cinco
minutos, se sometié a ultrasonido y se agitd
una vez mas, y se centrifugd durante diez
minutos a 400 rpm (Ko, Nile, Sharma, Li, y
Park, 2014). Esta etapa se repitio dos veces, y
los sobrenadantes se recogieron en un frasco de
400 ml.

Cuantificacion de flavonoides totales por espectroscopia
ultravioleta

Estos metabolitos se cuantificaron con cloruro
de aluminio en metanol 50 % a 374,5 nm. Los
resultados se expresaron como quercetina en
una curva de calibracién con concentraciones
de 0 a 7,5 ppm (Ochoa Pacheco, Marin Moran,
Rivero Breff, y Aguilera Saborit, 2013). En
un volumen de 50 ml se afadieron: 1 ml de
extracto de muestra extraida y 1 ml del cloruro
de aluminio al 5 % en metanol, se agitd y se
dejo reposar por diez minutos. Se enrasd con
metanol 50 % v/v y se realiz6é la medicion a
374,5 nm.

Analisis cualitativo (Prueba de Shinoda)

Se tomd en un tubo de ensayo 1 ml de extracto
obtenido por el método UVC. Se agregaron
algunas limaduras de magnesio. Se adicionaron
cuidadosamente por la pared del tubo unas gotas
de HCI concentrado. La aparicion de coloracion
roja comprueba positivamente la existencia
de flavonoides (Carrion Jara y Garcia Gomez,
2010).



Analisis estadistico

Los datos obtenidos se analizaron empleando el
paqueteestadisticoSPSS (IBM Statistics.v.18.0),
por medio de analisis de varianza ANOVA se
evaluaron las diferencias significativas entre los
tratamientos. Como analisis post hoc se utilizé
el test Tuckey con a de 0,05.

Resultados

De los tres métodos de extraccion de quercetina,
el UVC (ultrasonido, vortex y centrifuga) fue
el mejor para la extraccion al presentar mayor
concentracion del metabolito de interés, aunque
requiri6 de mayor tiempo de extraccion.

Permiti6 combinar las tres técnicas de contacto
de la muestra con el solvente para una mejor
extraccion. La cuantificaciéon por ultravioleta
obtuvo concentraciones reproducibles.

EnlaFigura 1 se presenta la curva de calibracion
usando como estandar quercetina. Al realizar el
barrido espectral se encontré que la maxima
longitud de onda fue de 374,5 nm. Se trabajo
la curva de calibracion a esta longitud de
onda, tomando lectura de siete soluciones de
quercetina preparadas con poca anterioridad
por su inestabilidad a la luz. Posteriormente, se
leyeron las dieciocho muestras a las condiciones
de temperatura y los distintos métodos.

Figura 1. Curva de calibracion por ultravioleta y ecuacion de la recta, usando como estandar
quercetina, para compararar los resultados obtenidos de las extracciones de flavonoides totales y

concentracion de quercetina en cebolla roja

0,35 4
0,45
v=0,0587x + 0,0023

0.4 B2 =0009%
0,35

)

[

-

'3:1.5 1

Absorbancia

0,15 1
0.1 4

»

0,05 -

+ WL 3745
Lineal (WL 374.3)

1]

En la Figura 2 se presentan las concentraciones
de quercetina (ppm) obtenidas. Se observa
que el el método UVC, permiti6 obtener las
mayores concentraciones. En las muestras que
fueron previamente congeladas, se obtuvieron
concentraciones mas altas que aquellas que se
dejaron a temperatura ambiente. Esto se debe
a que el proceso de congelacion empleado fue

lento, generando cristales de hielo grandes, que
rompen la pared celular. La ruptura de la pared
celular permite extraer con mayor eficiencia el
liquido intracelular (Millan et al., 2007).

Valor obtenido del promedio de tres réplicas
de extractos de cascara de cebolla. ™% < Los
resultados en columnas que tienen superindices
iguales no difieren significativamente (p<0,05).
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Figura 2. Concentraciones de quercetina en cebolla roja, obtenidas por los tres métodos de
extraccion, por agitacion, ultrasonido y por UVC (ultrasonido, vortex y centrifuga).
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Adicionalmente, se realizO un analisis de
varianza encontrando diferencias significativas
para las condiciones de temperatura. De igual
manera existieron diferencias significativas
para todos los métodos en las muestras
congeladas. Por lo contrario, no hubo diferencia
significativa entre los resultados de los métodos
de ultrasonido y UVC para las muestras dejadas
a temperatura ambiente.

El andlisis estadistico permiti6 seleccionar el
método UVC con muestras congeladas, para
la extraccion de los flavonoides totales de la
cascara de la cebolla roja. Entre las ventajas
evaluadas estdn la mayor concentracion de
flavonoides totales expresados en quercetina,
mayor extraccion y mejor rendimiento del
extracto obtenido, y menor generacion de
residuos de solvente.

Discusion de resultados

Ultrasonido: los resultados obtenidos de
los diferentes métodos de extraccion fueron
coherentes respecto a las técnicas que
empleadas. En el método de ultrasonido, las
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cascaras congeladas dieron una concentracion
menor comparado con el método de agitacion y
UVC. Esto se debe a que el equipo se utilizé a
una intensidad alta, aumentando la temperatura
y generando burbujas de cavitacion que
degradan los flavonoides. Por esta razén no se
realiz6 una adecuada extraccion. Para mejorar la
extraccion, el método requiere menos tiempo de
extraccion, a menor intensidad que la empleada
en este caso y menos cantidad de solvente.

El ultrasonido se utilizé por la capacidad de
extraccion de compuestos organicos de matrices
liquidas y solidas, gracias a la eficiencia del
contacto entre la cascara de la cebolla y el
metanol, como resultado se logré reducir el
tiempo de extraccion, minimizar el volumen de
muestra como el volumen de solvente utilizado.
La extraccién es exitosa por sus burbujas
de cavitacion, estas son formadas por el
rompimiento del liquido y dan origen a burbujas
de gas (cavidades) que crecen y posteriormente
colapsan (implotan) a una velocidad mayor del
sonido, emitiendo ondas de choque (ondas de
presion abrupta) (Morales, 2011).



Agitacion: el método por agitacion dio un mejor
resultado en comparacion con ultrasonido, en
las muestras congeladas, debido al movimiento
constante que se emitid y a que la temperatura
estaba controlada. Este método permite que
cantidades de solvente, pobre en los compuestos
de interés, entren en contacto con la muestra y
se alcance un nuevo equilibrio de saturacion.
El uso de agitadores mecanicos, desplaza el
equilibrio en el sentido de la saturacion del
solvente, aumentando la eficiencia del proceso
(Jiménez, 2008)°C.

uvcC

El método UVC (combinacion de ultrasonido
vortex y centrifuga) empleado para las muestras
congeladas y ambiente; dio como resultado
una mayor concentracion de quercetina para
las muestras congeladas en comparacion con
las muestras a temperatura ambiente debido
a la union de los tres métodos y las diferentes
condiciones de temperatura que se uso en ambos
casos, favoreciendo en las muestras congeladas
la formacion de cristales de hielo. En la Figura
2 se observan que este método fue el adecuado
porque la unién de tres equipos de extraccion
no convencionales optimizé el proceso de
extraccion de flavonoides.

El vortex tiene un movimiento vibratorio
generando ondas longitudinales, asi el extracto
va a girar en forma de vortice y en la misma
direccion en la que las ondas se propagan
ayudando a un mejor contacto del solido con el
solvente. En el ultrasonido el método del vortex
también disminuye el tiempo y homogeniza la
muestra. Finalmente, el uso de la centrifuga fue
usado para separar los sedimentos que hayan
quedado de los otros dos métodos de extraccion,
ademds este proceso ayudd a homogenizar
el extracto y asi retirar cualquier sedimento
existente.

Si no se posee algunos de los equipos del UVC,
la extraccion podria emplearse el método de
agitacion, manteniendo una velocidad constante
y una temperatura controlada. Empleando un
volumen de solvente de 400 ml y un tiempo
de dos horas. La diferencia de los dos métodos
varia en la cantidad de solvente utilizado,
haciendo que el método de agitacion sea mas
contaminante por la generacion de residuos.

Reaccion de Shinoda

Los extractos obtenidos por el método UVC
dieron resultado positivo a la prueba de Shinoda
generando una coloracidon roja como respuesta
positiva. En la reaccion de Shinoda (Figura 3),
el magnesio metalico es oxidado por el HCI
concentrado, dando como productos al H,, que
es eliminado en forma de gas y el MgCl,, que
es el que forma complejos con los flavonoides
dando coloraciones caracteristicas. El magnesio
divalente intensifica la coloracién por estar
doblemente coordinado. Donde el magnesio
metalico es oxidado por el HCI concentrado,
dando como productos al H,, que es eliminado
en forma de gas y el MgCl, que es el que
forma complejos con los flavonoides dando
coloraciones caracteristicas.

Figura 3. Reaccion de Shinoda
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Conclusiones

Se emplearon tres métodos de extraccion de
quercetina como estudio preliminar. Siendo el
método UVC (ultrasonido, vortex y centrifuga)
el idoneo para la extraccion al presentar mayor
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concentracion del metabolito de interés, aunque
requiri6 de mayor tiempo de extraccion, este
permitio combinar las tres técnicas de contacto
de la muestra con el solvente para una mejor
extraccion. La cuantificacion por ultravioleta
permitio obtener concentraciones reproducibles.
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